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RIASSUNTO

La superfamigliadel citocromo P450(CYP) comprendeenzimi microsomiali ubiquitari, ma principalmente

localizzati nel fegato.La principale funzionedi questienzimi è quella di convertire, attraversoreazionidi

ossidazione, riduzioneed idrolisi, composti endogenio xenobiotici in compostipiù polari, idrosolubili e

pertanto più facilmente eliminabili dall’organismo, grazie alle successivereazioni di coniugazione

(Ioannides,2006). La valutazionedel patternbiotrasformativo epatico nelle speciedi interesseveterinario,

ma in particolarein quella bovina, risulta di notevoleimportanza,soprattutto per la conseguentepotenziale

presenzadi residui negli alimenti di origine animale (Sivapathasundaramet al., 2001). Tuttavia, le

informazioni disponibili a questoriguardosonoal momentolimitate e consistonoprevalentementein dati

ottenuti dall’attività catalitica e dall’espressione proteica (Sivapathasundaram et al., 2001; Nebbia et al.,

2003; Szotáková et al., 2004;Dacastoet al., 2005). Negli ultimi anni ha assunto particolare importanza la

tossicogenomica, cioè lo studiodelle correlazioni tra la struttura e l’attività del genoma e gli effetti tossici

degli xenobiotici (Aardemae McGregor,2002), chehapermessola messaa punto di tecnichebiomolecolari

innovative,semprepiù sensibili e specifiche,in grado di approfondire lo studiodel “Drug metabolism”(DM:

Tugwoodet al., 2003).

Lo scopodel presentedottoratodi ricerca è consistito nella messaa puntoe nell’utilizzo di alcunetecniche

biomolecolari innovative,tra le quali la RealTime-PCR(Q-RT PCR),per lo studiodell’espressionee della

regolazionedi geni coinvolti nel metabolismobiotrasformativo del bovino.

L’ approccio metodologico utilizzato è stato il seguente: una prima fasedi ricerca bibliografica atta ad

individuare i genicoinvolti e le rispettive sequenzedisponibili nellebanchedati; unaseconda, di esecuzione

di tecnichedi clonaggio e sequenziamento per i genidi cui nonfossenotala sequenza; unaterza, di disegno

e messaa punto di saggi specifici per la speciebovina; una quarta, di estrazionedi RNA messaggeroa

partire dacampionidi tessuto epatico di bovini di controlloe sperimentalmentetrattati consostanze illecite

e, infine, l’applicazionedei protocolli in Q RT-PCR per la valutazionequantitativadei trascritti (geni

coinvolti nel DM e/orelativi fattori di trascrizione)in: (a) vitelloni dacarneappartenenti a razzediverse;(b)

vitelli a carne bianca e vitelloni di controllo e trattati, a scopo illecito, con desametazone (DEX),

somministratodasoloper os o pervia intramuscolare, o in associazionea 17β-estradiolo(E2: in quest’ulti mo

caso solo in vitelloni da carne); (c) epatociti di bovino in coltura primaria incubati con precursori

endogeni/esogenidegli steroidiedin vitelloni trattatiascopoillecito conle stessemolecole,perunconfronto

vitro-vivo. I risultati ottenuti a livello pre-trascrizionale,sonostati successivamenteconfrontati e/o correlati

con le attività catalitichespecifiche per ciascunaisoforma di CYP e/o enzimadi faseII considerati,nonché

con l’espressione proteica ottenuta mediante immunoelettroforesi e successiva analisi semiquantitativa

(densitometria)limitatamentealle isoforme CYP1A,2B, 2C,2Ee 3A.

Per quanto riguarda i risultati ottenuti, sono state clonate,sequenziatee successivamente inserite nelle

banchedati le sequenze corrispondentiai geni di bovinoCYP2B,CYP4A, UGT1A4, RXRα, GR, HNF4α e
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17βHSDII, coinvolti nel DM e nellasuaregolazione;inoltre,sonostatidisegnatie messia puntodei saggi in

Q RT-PCR perun totale di 28 trascritti.

Tali saggi sonostati impiegati in uno studiomirato alla valutazionedel pattern biotrasformativo epatico in

bovini di 18-20 mesidi etàappartenentia razze da carnediverse(Charolais,CH; Piemontese, PM; Blonde

d’Aquitaine, BA). Sono state riscontrate differenzesignificative (P<0.05o inferiore) nell’espressione di

CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C18, CYP3A4, UGT1A1, UGT1A6, UGT2B17, GSTA1,

GSTM1, GSTP1. In particolare, in tutti i trascritti sopracitati, ad eccezionedi UGT1A6, la razza CH ha

mostratouna minor espressione delle singole isoforme. I risultati ottenuti a livello pre-trascrizionale sono

staticonfermatia livello post-traduzionale mediante immunoelettroforesiunicamenteper le isoformeCYP2B

e CYP3A, per le quali è statoevidenziato il medesimotrend osservatoa livello genico (CH<PM<BA). Le

attività cataliticheinvece,nonconcordavano(eccetto peralcunicasi) con i dati ottenutiin Q RT-PCR,anzi:

la razza CH infatti risultava esseredotata di una maggiore capacità biotrasformativa, potenzialmente

ascrivibile ad un più efficientesistema catalitico o alla presenzadi polimorfismi. E’ statainoltreeffettuatala

correlazione tra l’espressionegenica delle singole isoforme e le rispettive attività catalitiche, che ha

evidenziato, per alcuneisoforme, dei buoni coefficienti di correlazione.Questirisultati confermanola razza

comeunodei fattori individuali in grado di modulareil metabolismonel bovino.

Gli stessi saggi in Q RT-PCR sonostatiapplicati anchein dueesperimentiin cui vitelloni dacarnedi 15-18

mesidi etàsonostati trattati con compostiutilizzati a scopoil lecito; il fine di tale approccioconsistevanel

valutaregli effetti di tali sostanzesul metabolismoepatico nonchénell’identificarepotenziali biomarcatori

indiretti di trattamento.Nella prima sperimentazione,vitelloni di razzaMarchigiana sonostati trattati con

DEX per os (gruppoTPD) o per via intramuscolare (gruppoBPD), mentrenella secondavitelloni meticci di

razzefrancesisonostati trattati con DEX da solo (gruppoDde) o in associazionea E2 (gruppo DEde). I dati

dell’espressionegenica hanno evidenziato un’induzionesignificativa di CYP1A1, CYP1A2 e CYP3A4 nel

gruppoDEde, mentre un’inibizione considerevole delle isoforme CYP2B6 e CYP2E1è statariscontratain

tutti i gruppi sottoposti a trattamento.Perquantoriguardainvecegli enzimi di faseII considerati,GSTA1 è

risultato indottonei gruppiBPD e DEde, SULT1A1neigruppiTPD e DEde. Infine,tra i recettorinucleari èstato

evidenziato un aumentodell’espressionedi CAR e di RXRα nei gruppi TPD e DEde, e di ERα solo nel gruppo

trattatocon l’associazione di DEX ed E2. La definizione e l’utilizzo di un panel di saggi in Q RT-PCR,

specifici per 28 geni del metabolismoepatico, in esperimenti pilota sui trattamenti illeciti ha permesso di

individuare dei potenziali geni candidati, che dovrannonecessariamente esserevalidati per l’eventuale

successiva applicabilità in campo.

Lo stessoapproccio (limitatamentead alcuni enzimi di fase I e relativi fattori di trascrizione) è stato

utili zzato per completare i dati relativi ad un ulterioreesperimento,in cui vitelli a carnebiancasonostati

trattati con solo DEX, per os o per via intramuscolare: in questocaso,gli effetti evidenziatisonorisultati

esseredifferenti da quanto riscontrato per i vitelloni, probabilmenteper le differenzedi natura fisiologica

(età, dieta, anatomiae fisiologia dell’apparatogastroenterico)che condizionano la farmacocineticadella

molecola nonchédi tipologia di allevamento(condizioni di stressed alimentazioneferro-priva). Non sono
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state evidenziate infatti dif ferenze statisticamentesignificative nell’espressione genica dei CYP e dei

recettorinucleari considerati, eccetto per GR, indottonel gruppotrattatoconDEX pervia IM. L’espressione

del CYP3A a livello proteico inveceè risultata inibita in entrambi i gruppi sottopostia trattamento,a

confermadei dati relativi all’attivi tà catalitica CYP3A-dipendente, ottenuti in un lavoro precedente, e del

trend evidenziatoa livello genicoper la stessaisoforma.

Infine, sono stati valutati gli effetti di alcuni precursori esogeni/endogeni, degli steroidi sessuali

sull’ espressionedi enzimi del metabolismoe di fattori di trascrizione,mettendoa confronto un sistemain

vitro eduno in vivo. A tal guisa, sono statiutilizzati epatociti di bovino in colturaprimariaincubati,per 6 h,

conADD o DHEA 100µM e vitelloni di razzaValdostanadi 15-18 mesi di età trattaticonle stessemolecole

(50 mg/capo, 1 volta a settimanae per5 settimane).I risultati ottenuti in Q RT-PCRhannoevidenziato chei

trattamenti in vivo con questemolecole ed ai dosaggi impiegati non hannosortito alcun effetto di rilievo

(eccettoun’inibizione di PXR e PPARα nel gruppotrattatocon DHEA), confermandoquantoevidenziato

dall’immunoelettroforesi e dalle attività catalitiche.Nel sistema in vitro invece,il DHEA ha determinato

un’induzionedi 1,5 - 4 volte dell’ espressionedi CYP2C9, GSTA1, DHEA-ST, 17βHSD tipo II, CAR, PXR,

RXRα e PPARα, edun’inibizionesignificativadi CYP1A1,CYP2E1 e UGT2B17.L’incubazioneconADD,

invece, haprovocatosolamenteun’inibizionesignificativadel CYP1A1. Il diverso comportamentonotatoin

vitro ed in vivo potrebbe essereascritto daun lato alla doseutilizzatae dall’altra al fatto chegli epatociti in

coltura primaria rappresentano un sistemasemplificato, che non è in grado di mimare tutti i processi

farmaco- o tossicocinetici che avvengono in vivo (Freshney, 2001). Ciononostante,i metodi alternativi in

vitro sono risultati esseredei validi sostituti alle sperimentazioni in campo per la loro rapidità e

riproducibilità. Sono peraltro richiesteulteriori prove sperimentalivolte alla validazione di un protocollo

standardizzatodi isolamento,in gradodi ridurrela variabilitàinter-colturadanoi stessiriscontrata.
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ABSTRACT

Cytochrome P450 superfamily (CYP) comprises an ubiquitous enzyme system, with the highest

concentration found in the liver. Theseenzymesplay a crucial role in the metabolismof xenobiotics and

endogenouscompounds. Their primary role is converting lipophilic compounds to more polar and

hydrophilic metabolitesby meansof oxidative, reductive andhydrolitic reactions. Products of these chemical

reactionscanthenbe conjugatedwith polar endogenouscompoundsandreadily excreted by the organism

(Ioannides,2006). Theevaluationof liver biotrasformationpathways in veterinary species, but expecially in

cattle, is consideredvery important,particularly for thepresenceof potentially harmful residuesin foodstuff

of animal origin (Sivapathasundaramet al., 2001). Thus,very few informationsabout bovinemetabolismare

actually available in literature and theyprimarily focusedon catalytic activitiesandprotein expression data

(Sivapathasundaramet al., 2001;Nebbiaet al., 2003;Szotáková et al., 2004;Dacastoet al., 2005).Recently,

increasingimportancehasbeengiven to toxicogenomics, thesciencewhich studiesthecorrelations between

genome structure, activity and toxicological effectsof xenobiotics (Aardemaand McGregor,2002). The

recentadvancesin molecular biology have resultedin the possibility to set up innovative, sensitiveand

specific biomolecular tecniques, that can be successfully applied in Drug Metabolism (DM) studies

(Tugwoodet al., 2003).

As a consequence,the aim of the presentresearchproject consists on the application of some recent

biomolecular techniques,as the quantitative Real Time PCR(Q RT-PCR), in order to studythe expression

andtheregulationof somegenesinvolvedin bovineDM.

The following methodological approachhasbeenadopted: firstly a bibliographic search to identify genes

involved in xenobioticsmetabolismand then,collection of the correspondingavailablemRNA sequences

from databases;clonageandsequencingof bovinesequencesnot yet available; primers designandset up of

bovine-specific Q RT-PCR assays; total RNA isolation from cattle liver samples either of control or

experimentallytreatedwith illicit growth promoters; finally, the applicationof Q RT-PCR assays for the

relative quantitationof selectedtranscripts (genesinvolved in xenobiotics metabolismand/ortranscription

factors) in: (a) beefcattle belongingto differentmeatcattle breeds;(b) veal calvesandbeef cattleillegally

treatedwith dexamethasone (DEX) administeredaloneper os or intramuscularly,or in associationwith 17β-

oestradiol (E2: this lasttreatmenthasbeen consideredonly in beefcattle); (c) in primary culturesof bovine

hepatocytesincubatedwith endogenous/exogenousprecursorsof steroidsandin beef cattleillegally treated

with the same molecules, in order to compare in vivo/in vitro effects. MessangerRNA results were

successfully comparedand/or correlated with catalytic activity data obtainedby using marker substrates

known as specific for eachconsidered CYP isoform or phaseII enzyme, but also with proteinexpression

data(CYP1A, 2B, 2C,2Eand3A immunoblottingandsemiquantitative densitometricanalysis). 

Partial sequencescodingfor bovine CYP2B, CYP4A, UGT1A4, RXRα, GR, HNF4α and17βHSDII genes

(all involvedin DM andits regulation) have beencloned,sequencedandsubmittedto GenBank; furthermore

Q RT-PCR assaysfor a total of 28 transcriptshavebeendesignedandsetup.
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Forementionedassays were appliedto evaluate the hepatic biotransformative patternin 18-20 monthsold

beef cattle belonging to three different meat cattle breeds (Charolais, CH; Piedmontese, PM; Blonde

d’Aquitaine, BA). Statistically significant differences(P<0.05 or less) have been noticed in CYP1A1,

CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C18,CYP3A4, UGT1A1, UGT1A6, UGT2B17, GSTA1, GSTM1,

GSTP1 mRNA expression. In particular, CH presented the lowest mRNA expression for all the

forementionedtranscripts except for UGT1A6, if comparedwith the similar expressionprofi le of PM and

BA. Results obtained at the pre-transcriptional level were confirmed at the post-translational one by

immunoblotting, only in the caseof CYP2B andCYP3A: in this respect,proteinexpression datafor these

two enzymesdemonstrated thesametrend amongbreeds(CH<PM<BA). Thein vitro metabolism of specific

model substratesfor each isoform, instead, did not agreewith Q RT-PCRdata(except in someinstances),

but, on the contrary, presented an opposite behaviour:in fact, CH appeared to be the breedgifted of the

lower geneexpression but of thehigherbiotransformationcapability. This result couldbeprobablyascribed

to a more efficient catalytic systemor to the presenceof polymorphisms. Furthermore, the correlation

analysis between single enzyme gene expressionand the correspondingcatalytic activity has been

performed:for someisoformsa good correlationhasbeenevidenced.Presentresultsconfirmedthebreedas

oneof theinternalfactors thatmight modulatethemetabolismin cattle.

ThesameQ RT-PCRassayshave beenappliedin other two experiences,where15-18 monthsold beefcattle

have beenadministeredwith il li cit compounds;theaim of thepresentapproachwasto evaluate theeffects of

thesesubstanceson liver metabolismandto identify possible indirect biomarkersof treatment.

In the fi rst experiment, “Marchigiani” beef cattle were treated with DEX per os (TPD group) or

intramuscularly (BPD group), whereasin the secondstudyFrenchcrossbredcattle wereadministeredDEX

alone (Dde group) or in combination with E2 (DEde group). Geneexpressiondatapointedout a significant

induction of CYP1A1, CYP1A2 and CYP3A4 mRNA in DEde group, while a consistent inhibition of

CYP2B6e CYP2E1wasnoticedin all treatedgroups.As regardsthe testedphaseII enzymes,GSTA1 was

inducedin BPD andDEde groups, and SULT1A1 in TPD and DEde ones.Finally, amongnuclearreceptors, an

increaseeither of CAR and RXRα expression in TPD and DEde groupsor ERα (only in DEde group) was

noticed. Thedesignand theapplicationof a 28 transcriptsPCR-Array of hepaticmetabolism in experiments

regardingillicit treatmentsallowedtheidentification of somepotential candidategenesthatcould beusedin

the futureasindirectbiomarkerson field, althoughonly aftera validation step.

Thesame approach(only for somephaseI enzymesandcorrespondingtranscription factors) has beenused

to completeanotherexperiment,in which vealcalveswere treatedonly with DEX per os or intramuscularly:

the evidenced effects were completely different from other ones collected in beef cattle, probably for

physiologicaldifferences(age,diet,anatomyandphysiology of thegastro-enterical apparatus) thatare likely

to modulateDEX pharmacokinetics but also for difficul ties strictly related with this particular kind of

farming(stress conditions and iron-deprived diet). No statistically significantdifferenceswereobserved in

chosenCYPs andnuclearreceptorsgeneexpression,exceptfor GR, inducedin the groupof animals treated
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intramuscularly with DEX. Furthermore, the CYP3A proteinexpressionwasinhibited in both treatedgroups,

confirmingthetrendobservedatbothgeneexpressionandcatalyticactivity levels.

Finally, the effects of some endogenous/exogenousprecursors of sexual steroids on some metabolism

enzymesandtranscription factors geneexpressionhavebeenevaluated,by comparingonein vitro andonein

vivo system. Primary culturesof bovine hepatocytes, incubatedfor 6 hourswith 100 µM ADD or DHEA,

and15-18 monthsold beefcattle(“Valdostana” breed), treatedwith thesamecompoundsat thedosageof 50

mg/pro capite oncea weekfor 5 weeks,wereused.QuantitativeRealTime PCRresults evidencedthat the in

vivo treatmentswith theforementionedmoleculesdid not causerelevanteffects (exceptfor PXR and PPARα

inhibition in the grouptreatedwith DHEA), confirming bothcatalytic activities andimmunoblotting results.

On thecontrary, in the in vitro system, DHEA causeda 1,5 – 4 fold inductionof CYP2C9, GSTA1, DHEA-

ST, 17βHSD type II, CAR, PXR, RXRα and PPARα mRNA expression,and a significant inhibition of

CYP1A1, CYP2E1 and UGT2B17. The incubation with ADD, instead, evidenced only a significant

inhibition of CYP1A1 expression.The differentbehaviorobservedin the in vivo andin vitro systems could

be probablydueto thedose appliedand to thefact that the in vitro systemrepresentsa semplificationof the

organismin toto and that mimics with a lot of diff iculties the pharmaco- and toxicological processes that

normally happen in vivo (Freshney,2001). Nonetheless, in vitro alternativemethodsare valid systems

becausethey are rapid, riproducibleandcouldsubstitutefield experiments,thatnecessitatemanyanimals. As

a whole, other experiences,to standardizethe protocol of hepatocytesisolation,are requestedin order to

reducetheinter-culture variability observed.



10



Indice

11

INDICE

1. INTRODUZIONE p. 15 

1.1.Le biotrasformazioni

1.2.Il sistemaenzimaticodel Citocromo P450

1.3.Principalifamiglie di Citocromo P450coinvoltenel metabolismodegli xenobiotici

1.4. Gli enzimiconiugativi

1.5. Fattori in gradodi modularel’espressionedegli enzimibiotrasformativi

1.6. Regolazionedell’espressionedegli enzimibiotrasformativi

1.7. Metodi alternativi in vitro (MAV) perlo studiodelmetabolismodegli xenobiotici

1.8. Trattamentiilleciti

1.9. Tecnichebio-molecolari

2. SCOPODELLA TESI p. 69

3. CLONAGGIO E SEQUENZIAMENTO DI ALCUNI GENI DEPUTATI AL METABOLISMO DEI

FARMACI NEL BOVINO

3.1.Materiali eMetodi p. 75

Campionibiologici

EstrazioneRNA totaleda tessuti

Analisi bioinformaticae scelta dei primers

Trascrizioneinversa

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Elettroforesisugeldi agarosio

Clonaggiodi unasonda a DNA (protocolloTOPOTA cloning®)

MiniPrep (mini preparation) di DNA plasmidico

MidiPrep (midi preparation) di DNA plasmidico: protocolloQIAfilterTM PlasmidMidi kit

(Qiagen®)

Digestioneconenzimidi restrizione

Sequenziamento

3.2.Risultati p. 96

3.3.Discussione p. 100

4. EFFETTO DELLA RAZZA SULL’ESPRESSIONEDEL CITOCROMO P450 E DEGLI ENZIMI DI

FASEII NEL FEGATO DI BOVINO

4.1.Materiali eMetodi p. 103

Animali

EstrazioneRNA totaleda campioni di fegato

Valutazione qualitativa e quantitativadell’estratto: elettroforesi su gel di agarosio all’1%,

letturaal NanoDrope lettura deicampioni conAgilent 2100Bioanalyser

Trascrizioneinversa



Indice

12

Risorsebioinformatiche,selezionedei geni target, scelta dei primers

Real Time PCR(Q RT-PCR)

Allestimentodelle frazionisubcellulari epatichemicrosomialiecitosoliche

Dosaggiodelleproteinecitosolichee microsomiali

Dosaggiodel contenutodi citocromoP450in microsomiepatici

Determinazionedel glutationeridotto

DeterminazionedellaNAD(P)Hcitocromoc riduttasi

Attivi tà cataliticaCYP-dipendente

Attivi tà cataliticaUGT-dipendente

Attivi tà cataliticaGST-dipendente

Immunoelettroforesi

Analisi deidati edanalisi statistica

4.2.Risultati p. 137

Valutazionequalitativa e quantitativadell’RNA estratto

Disegnodei primers

Messaa puntodeisaggi in Q RT-PCR

Sceltadel genereference

Verifica dei genitarget

Contenutodi proteine,Citocromo P450edattività di NAD(P)Hcitocromoc riduttasi

Effetti dellarazzasugli enzimi biotrasformativi epatici

CYP1A: attivitàcatalitica, proteinae mRNA

CYP2B:attivitàcatalitica,proteinae mRNA

CYP2C:attivitàcatalitica,proteinae mRNA

CYP2E:attività catalitica,proteinae mRNA

CYP3A: attivitàcatalitica, proteinae mRNA

UGT: attività cataliticae mRNA

GST:attività cataliticae mRNA

4.3.Discussione p. 157

5. ESPRESSIONE DEGLI ENZIMI BIOTRASFORMATIVI E DI ALCUNI FATTORI DI

TRASCRIZIONE NEL FEGATO DI BOVINI TRATTATI A SCOPOILLECITO CON DESAMETAZONE

E 17Β-ESTRADIOLO

5.1.Materiali eMetodi p. 167

Campionibiologici

EstrazioneRNA totaleda campioni di fegato

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto: elettroforesisu gel di agarosio all’1% e

letturaal NanoDrop

Trascrizioneinversa



Indice

13

Selezione dei genitarget, Sceltadei primers

Real Time PCR

Analisi deidati edanalisi statistica

5.2.Risultati p. 170

Valutazionequalitativa e quantitativadell’RNA estratto

Disegnodei primers

Messaa puntodei saggi in Q RT-PCR

Sceltadel genereference

Effetti del trattamentocondesametazone

Effetti del trattamentoconl’ associazionedesametazonee 17β-estradiolo

5.3.Discussione p. 186

6. EFFETTO DEL TRATTAMENTO CON PRECURSORI DEGLI STEROIDI (ADD E DHEA)

SULL’ESPRESSIONE DEGLI ENZIMI FARMACO-METABOLIZZANTI IN VITELLONI DA

CARNEED IN EPATOCITI IN COLTURA PRIMARIA

6.1.Materiali eMetodi p. 193

Campionibiologici esperimentoin vivo

Colturaprimariadi epatociti bovini

Preparazionedi frazionisubcellulari epatiche(microsomie citosol)

Testdi citotossicitàdi rilascio dellaLDH nel terrenodi coltura

EstrazioneRNA totaleda campioni di fegato

EstrazioneRNA dacellule

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto: elettroforesisu gel di agarosio all’1% e

letturaal NanoDrop

Trascrizioneinversa

Selezione dei genitarget, Sceltadei primers

Real Time PCR

Analisi deidati edanalisi statistica

6.2.Risultati p. 206

Valutazionequalitativa e quantitativadell’RNA estratto

Disegnodei primers

Messaa puntodeisaggi in Q RT-PCR

Sceltadel genereference

Effetto del trattamentocon ADD e DHEA in un sistema in vivo ed in epatociti in coltura

primaria

6.3.Discussione p. 220



Indice

14

7. ESPRESSIONE DI ALCUNI ENZIMI BIOTRASFORMATIVI E DEI RELATIVI FATTORI DI

TRASCRIZIONE NEL FEGATO DI VITELLI A CARNE BIANCA TRATTATI A SCOPOILLECITO

CONDESAMETAZONE

7.1.Materiali eMetodi p. 227

Campionibiologici

EstrazioneRNA totaleda campioni di fegato

Trascrizioneinversa

Selezione dei genitarget, sceltadei primers

Real Time PCR

Allestimentodelle frazionisubcellulari epatichemicrosomialiecitosoliche

Dosaggiodelleproteinecitosolichee microsomiali

Immunoelettroforesi

Analisi deidati edanalisi statistica

7.2.Risultati p. 229

Valutazionequalitativa e quantitativadell’RNA estratto

Disegnodei primers e messaa punto dei saggiin Q RT-PCR

Sceltadel genereference

Effettodel trattamentocondesametazonein vitelli acarnebianca

Espressionegenicain Q RT-PCR

Espressioneproteicain immunoelettroforesi

7.3.Discussione p. 235

8. Conclusionigenerali p. 239

9. Bibliografia p. 243

10. Sitografia p. 267 

11. Abbreviazioni p. 269

12. All egati p. 273

13. Pubblicazioni p. 283

14. Ringraziamenti p. 287



Introduzione

15

1. INTRODUZIONE

1.1. Le biotrasformazioni

Gli organismiviventi sonocontinuamenteespostiall’azionedi moltesostanzechimiche,di originenaturaleo

antropogenica,caratterizzate da un’estremavariabilità strutturale(Ioannides,2006). Tali composti, definiti

xenobiotici, comprendonoanche quelle sostanze,naturali o di sintesi, che vengono somministrate

volontariamentea fini terapeutici e/o profilattici (farmaci ed additivi alimentari) o utilizzati a scopo

fraudolento (auxinici, promotori della crescita (PdC), anabolizzanti, appetizzanti) oppure assunti

accidentalmente(pesticidi, disinfettanti, contaminanti ambientali), e che in generalepossonoa volte

interferirepericolosamenteconi normali processiomeostatici.

La maggior parte degli xenobiotici è dotatadi una lipofilicità sufficiente a permetteil passaggiodelle

barriere anatomichee delle membranecellulari ed il conseguenteraggiungimento di plasmae tessuti. In

quantotali, vengonoquindi facilmenteassorbiti ma, purtroppo,eliminati lentamente:è noto infatti comei

compostilipofili venganofiltr ati a livello glomerularee possano essereriassorbitiproprio a causadel loro

carattere lipofilo. Tutto ciò ne favoriscel’accumulo, in particolare nel tessutoadiposo(Van’t Klooster,

1992). Queste sostanze,in generale,non rappresentanosoltantodei potenziali rischi per la saluteed il

benesseredegli organismi ospiti bensìancheper il consumatore, per la presenzadi residui in prodotti di

origineanimaledestinati all’alimentazione(Witkamp,1992).

Di conseguenza,la rispostaimmediatadegli organismi viventi è quelladi eliminare questicompostiil più

velocementepossibile, in modo tale da proteggerese stessidai loro effetti deleteri. Gli animali pertanto,

hannosviluppatounaseriedi reazioni enzimatichein gradodi trasformarei composti lipofili in metaboli ti

idrofili, più facilmente eliminabili attraversogli organi emuntori. Tali sistemi enzimatici risiedono nel

reticolo endoplasmaticoe nella frazionecitosolicadi molti tessutiquali reni, polmoni, intestino e cute,ma

soprattutto nel fegato(Sipese Gandolfi, 1986). Nella maggior parte dei casi, a tale metabolismoconsegue

l’abolizione o una riduzione dell’attività biologica dello xenobiotico(Ioannides,2002) e, di conseguenza,

una modulazionedell’intensità e della duratadel suo effetto. Questi importanti processivengono definiti

biotrasformazioni.

Si devea Williams (1971) l’ introduzionedel concettodi metabolismo comeprocessodi detossificazionee la

classificazionedelle biotrasformazioni in reazioni di primae secondafase.

Le reazioni di fase I comprendono principalmente reazioni di ossidazione, riduzione ed idrolisi, che

solitamentesmascheranoo introduconosullamolecoladello xenobiotico gruppipolari quali –OH, -COOHe

–NH2. Questi gruppi funzionali rendonoil compostoidoneoa subire i successivi processi di coniugazione

(reazionidi faseII) consostanzeendogenequali l’acido glucuronico, il glutatione,il solfato(formazionedi

esteridell’acido solforico) ed aminoacidi: i coniugaticosìformati assumonoun maggiorpesomolecolaree

caratteristichedi idrosolubilità.

Gli enzimicoinvolti nelle reazioni di faseI si trovanoprevalentementea livello del reticolo endoplasmatico

cellulare e la maggior parte di essi appartiene alla superfamigliadel citocromo P450 (CYP), mentregli
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enzimi di faseII sono a prevalentelocalizzazionecitosolicae sonorappresentati da glucuronil-transferasi,

glutatione-transferasi,acetil -transferasi, solfo-transferasi e metil-transferasi(Alberti eVilla, 1984).

Tecnichedi ultracentrifugazionedifferenziale permettonodi isolarele membranedel reticoloendoplasmatico

sotto forma di vescicole di circa 100 nm di diametrodefinite microsomi, ricoperteo menodi ribosomi.

L’ analisi biochimica di queste membrane, trattate precedentementecon ribonucleasi per eliminare le

ribonucleoproteine, ha rivelato in essela presenzadi proteinestrutturali e lipidi per il 30-50% ed enzimi

necessarialla sintesiproteica,al metabolismo dei lipidi e ai processi di biotrasformazione.

Benchéinizialmentele reazioni di biotrasformazionesiano stateconsideratecomesistema di deattivazione,

oggi è noto come invece siano coinvolte in reazioni cosiddette di bioattivazione, in grado di convertire

sostanze chimiche innocue in sostanze elettrofile reattive, che possonodare citotossicità interagendo

covalentementecon le proteine oppure comportarsicome apteni e sviluppareimmunotossicitào ancora

legarsi al DNA e generaremutazioni (Sivapathasundaramet al., 2001;Nebbia,2001,Nebbiaet al., 2003). In

alcuni casi, infatti, può accadere che il metabolita formatosi conservio addirittura acquisisca un’attività

farmaco-tossicologica superiore al compostoparentale(Nebbia,2001). Un fenomenodi bioattivazione è

infatti responsabiledell’attività mutagenadell’aflatossinaB1: in seguito alla epossidazione dell’anello

difuranicodi talemicotossina,si ottienela formazionedi un metabolita in gradodi legarsicovalentementea

macromolecolecellulari nucleofile quali il DNA e le proteine;questolegameè all’origine di addottia DNA

e proteine(albumina)chenel primo caso possonoportarea mutazioni checonduconoa potenziali processidi

cancerogenesi(KadlubareHammons, 1987).

Di recente,alcuniautorihannoproposto di aggiungereallo schemaclassicodellebiotrasformazioni ancheun

nuovogruppodi enzimi, detti di faseIII, il cui ruolo consisterebbenel trasportare i composticoniugatial di

fuori della cellula (Zimmiak et al., 1993).Recentementeha assuntoparticolare importanza il ruolo della P-

glicoproteina(PgP)nel metabolismo dei farmaci. La PgPè altamenteespressaa livello di epatociti, di cellule

epiteliali intestinali e dei tubuli renali,nonchédi cellule endotelialidei capillari cerebrali; è stato dimostrato

cheè in gradodi favorire l’escrezionedei farmacidagli epatociti e dai tubuli renali nello spazioluminale

adiacente.A livello enterico, inoltre, questo trasportatore può prolungare il tempo di permanenza

intracellularedelle molecole ad azione farmacologica, attraversoun processoripetitivo di estrusione e

riassorbimento,checomporta unaumentodel metabolismodellestesse in questasede(Lin, 2003).
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1.2. Il sistema enzimatico del Citocromo P450

Un gran numerodi sistemi enzimatici è coinvolto nelle reazionidi faseI, ma il principale è quello delle

monossigenasia funzione mista, che a sua volta comprendeil sistemamultienzimatico del CYP e delle

monossigenasiflaviniche.

In particolare, la superfamiglia del CYP comprendediversi isoenzimi prevalentemente localizzati nelle

membranedel reticolo endoplasmatico liscio e genericamentecostituiti da un gruppo prostetico, la

ferroprotoporfirina IX, e daunpolipeptide, codificatodasingoli geni.

Nel 1958 si descrisseper la prima volta un pigmento di membranain grado di presentareun picco di

assorbimentoa 450 nm, dopo riduzione con sodio-ditionito e complessazionecon monossidodi carbonioa

formareun ferrocarbonile (Garfinkle, 1958;Klingenberg, 1958).Studi successivicondottidaOmurae Sato

(1964) permisero anchedi determinare la naturaemoproteica di questo pigmento,il quale in seguito a

degradazioneportava alla formazionedi uncompostoinattivo, notocomecitocromo P420.

I diversi isoenzimidel P450 catalizzanoreazionidi ossidazionein cui l’atomo di una molecoladi ossigeno

viene inserito nel substrato, ossidandolo, mentrel’altro viene ridotto ad acqua, comeschematizzatonella

formula seguente, in cui RH è il substrato (endogenoo esogeno) e ROH il metabolita corrispondente

idrossilato.

RH + O2 + NADPH + H+ � ROH + H2O + NADP+

In particolare, l’atomo di ferro (Fe3+) del gruppoemefunziona da accettore di elettroni nelle reazionidi

ossidazione,mentrel’apoproteinaè responsabiledella diversaaffinità di legamee specificità di substratodei

diversiisoenzimi(Yane Caldwell, 2001).

Gli elettroni necessari per lo svolgimento della reazione vengono trasferiti, dal nicotinamide adenin

dinucleotide fosfato ridotto (NADPH) al CYP, attraversouna flavoproteina,la NADPH-citocromo P450

riduttasi.

Il CYP è rinvenibilenellamaggior partedegli organismiviventi, compresi batteri,lieviti e piante.Consiste di

famiglie e sottofamiglie di enzimi che sonoclassificatesullabasedell’identità dellasequenzaaminoacidica.I

membri della stessa famiglia (indicati con un numero arabo) possiedono un’identità della sequenza

aminoacidica pari al 40%, mentre in quelli appartenentialla stessasottofamiglia (indicateda unalettera)è

superiore al 55% (Nelson et al., 1996). All’interno della stessasottofamiglia, ciascungenecodificanteper

unaspecifica isoformavieneindicato conunnumero arabo(esempioCYP3A4).

Il genoma umano comprende57 differenti CYP (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html); uno

studio recenteli ha classificati in diversi gruppi sulla basedel loro coinvolgimentometabolico:quindici

isoformemetabolizzanole sostanzechimiche ed i farmaci; quattordicisonocoinvolte prevalentementenel

metabolismo degli steroli (acidi biliari compresi);quattroisoenzimiossidanole vitamineliposolubili; nove

sono coinvolti nel metabolismo degli acidi grassie degli eicosanoidi;dei rimanenti quindici invecenon si

conosce la selettivitàdi substratoe la conseguentefunzione(Guengerich,2003).
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In generale,delle 18 famiglie conosciute nella specie umana,solo le prime 4 (CYP1-4) sonocoinvolte nel

metabolismo degli xenobiotici nonchédi alcunisubstratiendogeni(ormoni, vitamine,acidi biliari). Gli altri

CYP invece giocano un ruolo determinante nella biosintesi di particolari substrati endogeni, come per

esempionellasteroidogenesi.

Nella tabella 1.2.1 vengono riportate le principali attività farmaco-metabolizzanti svolte dalle singole

famiglie di CYPnellediversespecie.

Famiglia Sottofamiglia Coinvolgimento
metabolico Specie studiata

CYP1 A, B

Metabolismofarmacie steroidi
Metabolismocontaminanti

ambientali(idrocarburi aromatici
policiclici, aminearomatiche,

aflatossinaB1)

Ratto,coniglio, criceto,trota,
cane,scimmia,uomo,bovino

CYP2 A, B, C, D, E Metabolismo farmacie steroidi
Topo, ratto, coniglio,cane,
scimmia,uomo,bovino

CYP3 A, B, F Metabolismo farmacie steroidi
Ratto, coniglio,criceto,scimmia,

uomo,bovino

CYP4 A
Metabolismoacidoarachidonico

e acidi grassi
Ratto,coniglio,uomo,bovino

CYP5 A, B SintesitrombossaniA2 Uomo
CYP7 A, B Biosintesi degli acidi biliari Ratto,coniglio,uomo, bovino
CYP8 A, B Sintesiprostacicline Uomo

CYP11 A Biosintesi steroidi Ratto,bovino,suino,uomo
CYP17 A Biosintesi steroidi Bovino,suino,pollo, uomo
CYP19 A Biosintesi steroidi Ratto,pollo, uomo
CYP21 A Biosintesi steroidi Topo,bovino,suino,uomo
CYP24 A DegradazionevitaminaD3 Uomo
CYP26 A Idrossilazione acido retinico Uomo

CYP27 A, B
A: biosintesiacidi biliari

B: attivazionevitaminaD3
Uomo

Tabella 1.2.1: Principali attività farmaco-metabolizzanti delle famiglie di CYP nelle diverse specie(Nebert et al., 1989;
Nebertet al., 1991; Nelsonet al., 1996;Sivapathasundaram et al., 2001; Van’t Klooster, 1992;Nebbiaet al., 2003).
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1.3. Principali famiglie di Citocromo P450 coinvolte nel metabolismo degli xenobiotici

Comeriportatonel capitolo precedente, le famiglie CYP1,CYP2e CYP3sonomaggiormentecoinvoltenel

metabolismo degli xenobiotici, mentre la famiglia CYP4 presentacomeprincipali substrati metabolicigli

acidi grassie le prostaglandine.

Le diverseisoformepossono essere specificatamenteindotte o inibite dadiversixenobiotici(Sheweita,2000)

edi meccanismidi regolazionecoinvolti verrannodescrittidettagliatamentein seguito.

Le diversefamiglie di CYP, i loro substrati nonchégli eventuali induttori/inibitori, sono stati ampiamente

studiati nell’uomo e nelle specieda laboratorio; tuttavia è statoriscontratocome esistanodifferenzenella

specificità di substratoa secondadellaspecieanimaleconsiderata(Pasanen,2004).Perquestomotivo, negli

ultimi anni, sonostaticondotti diversi studianchenelle speciedi interesse veterinario,inclusoil bovino, che

hannopermessodi porre in evidenzale eventualidifferenze riguardanti le capacità biotrasformative in queste

specie(Machalaet al. 2003; Nebbiaet al., 2003;Szotáková et al., 2004;Dacasto et al., 2005;Giantin et al.,

2006).Nella tabella1.3.1 vengono riportati i composti induttori ed inibitori e le attivi tà catalitichemarker,

solitamenteimpiegate, specific i perle famiglie CYP1-4. 

 

Famiglia CYP1

La famiglia CYP1 è composta da duesottofamiglie:il CYP1A, cheannoverale isoforme 1A1 e 1A2, ed il

CYP1B,il cui unicomembroè il CYP1B1.

Il CYP1A1 è un enzima extraepatico,responsabile della bioattivazione di diversi pre-cancerogeni; in

particolare,catalizzale reazioni di ossidazione del benzo[a]pirenee di altri idrocarburi aromaticipoliciclici

(PAHs: Donato,2004). Questa isoforma risulta inducibile, a livello polmonare,placentare, mammarioe

linfatico, in seguito all’esposizionedell’animalea contaminantiambientali comePAHs,aminearomatichee

la diossina(2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossinao TCDD: Whitlock,1999).

Il CYP1A2 è un enzima a prevalente localizzazione epatica,dove rappresentacirca il 13% del contenuto

totale di CYP (Yan e Caldwell, 2001); tra i suoi substrati sono compresidiversi farmaci (fenacetina,

paracetamolo,caffeina,teofillina e propanololo)nonchédiversesostanzetossiche(nitrosammine,aflatossina

B1 edaminearomatiche:Donato, 2004).Ancheil CYP1A2 puòessereindottoa seguitodell’esposizionead

idrocarburicontenuti nel fumo di tabaccoo sprigionati durantela combustionedi alcuni alimenti, nonché

dall’assunzionedi omeprazoloo di composti indolici vegetali(Donato,2004).

La modulazione delle suddette isoforme è mediata dal recettore AhR (aryl hydrocarbon receptor) e

dall’ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator: Kawajiri e Fujii-Kuriyama, 2007).

Le attività CYP1A1- e CYP1A2-dipendenti possono esserevalutate dall’entità della O-dealchilazione

dell’etossiresorufina (EROD)e della metossiresorufina (MROD: Machalaet al., 2003). L’attività di EROD è

marcatamentepiù elevatanel bovino rispettoal ratto (Sivapathasundaramet al., 2001),al suino,agli ovi-

caprini (Szotáková et al., 2004)nonchéai conigli e ai broiler (Nebbiaet al., 2003).Al contrario, l’attivit à

della MROD è simile in bovino, ratto,suinoe broiler, mentreè da 3 a 7 volte inferiore rispettoa quella

registratanel cavallo e nel coniglio (Sivapathasundaramet al., 2001; Nebbiaet al., 2003). La furafill ina
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costituisce un inibitore specifico del CYP1A2, mentre l’ α-naftoflavone inibisce entrambe le isoforme

(Pelkonen et al., 1998). La presenzanei microsomiepaticidi bovinodi proteinecorrelabili al CYP1A è stata

confermata anche graziea tecniche di immunoelettroforesi,utilizzandoanticorpidiretti contro il CYP1A di

rattoeconiglio (Sivapathasundaramet al., 2001;Nebbiaet al., 2003).

Il CYP1B1 è un enzima presentein diversi tessuti extraepatici come polmone, rene, utero, ghiandola

mammariaedovaio (Hakkola et al., 1997). Nell’uomo questoenzimacatalizzal’ idrossilazionein posizione

4 dell’estradiolo,e come i membri della famigliaCYP1Aè in gradodi attivare diversipre-cancerogeni e pre-

mutagenicomePAHs e le aminearomatiche (Shimadaet al., 1996).

Famiglia CYP2

La famiglia CYP2comprendediversesottofamiglie, tra cui il CYP2A, CYP2B, CYP2C,CYP2De CYP2E.

L’ importanzadi ciascunadi questesottofamiglie nel metabolismodegli xenobiotici variasignificativamente

a secondadell’isoformaconsiderata(Yane Caldwell, 2001).

Solo alcune isoforme della famiglia 2A sonoespressea livello epatico in manierarilevante (il CYP2A6

nell’uomo e le isoformeCYP2A1e CYP2A2nel ratto, cherappresentanorispettivamenteil 4-15%ed il 2%

del contenutototale di CYP). Nel ratto, le dueisoformedel CYP2A riconoscono comesubstrati gli steroidi

endogeni,mentre l’i soforma CYP2A6 dell’uomo è prevalentementecoinvolta nel metabolismodegli

xenobiotici(Haduchet al., 2005).

Il CYP2A6 è il responsabile dell’ossidazionedella nicotina e della bioattivazionedi alcuni pre-cancerogeni

(nitrosaminecontenutenel fumo di tabaccoed aflatossinaB1); l’attività catalitica di questa isoformapuò

esseremisuratavalutandol’id rossilazionee/o la deetilazione(per entrambein posizione7) rispettivamente

della curarinae dell’etossicumarina (Donato, 2004). Questaisoforma può essereindotta da fenobarbitale

(PB), rifampicina, desametazone (DEX) e nicotina oppure sovraespressaa seguito dell’insorgenza di

patologieepatichecome cirrosi,epatite virale,infestazioniparassitarie edalcuni tumori (Haduchet al. 2005).

L’ attività dell’enzima cumarina 7-idrossilasi nel bovino è marcatamentepiù elevata rispetto al ratto

(Sivapathasundaramet al., 2001), ma è risaputoche questoroditore mostrauna carenzaspecie-specifica

nella biotrasformazionedi questosubstrato (Pasanen,2004).Inoltre, nei microsomi epatici di bovino, è stata

dimostratala presenza di proteinein gradodi cross-reagireconanticorpidiretti controil CYP2A6dell’uomo

(Machalaet al., 2003).

Il CYP2B comprende nell’uomounasolaisoforma,il CYP2B6,espressaa livelli inferiori all’1% nel fegato,

mentre nel ratto si rinvengonole isoforme CYP2B1 e CYP2B2.L’espressionee l’induzione del CYP2B6

sono regolateda un recettorenucleare, il costitutive androstan receptor (CAR), il quale, formando un

eterodimero con il recettore dell’acido retinoico (RXR), modulala trascrizionedei geni checodificanoper

questocitocromo(You, 2004).Gli enzimiappartenenti a questa sottofamigliasono importantisoprattutto per

il metabolismodi composti endogeni quali gli ormoni steroidei,ma annoveranoaltresìtra i loro substrati

anchefarmacicomei barbiturici e le benzodiazepine(Nims et al., 1997);possono,peraltro,essereindotti nel
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rattoconseguentementealla somministrazionedi PB, clotrimazoloe taluni policlorobifenili. Anchenel caso

del CYP2B è statopossibile dimostrare, nel bovino, la presenzadi proteine immunoreattive versoanticorpi

anti-CYP2B di ratto (Sivapathasundaramet al., 2001; Nebbiaet al., 2003; Giantin et al., 2006). L’attività

dell’enzima pentossiresorufinaO-dealchilasi nel bovinoè simile a quella del ratto (Sivapathasundaramet al.,

2001) ma,comein altri animali da reddito, molto bassa(Szotáková et al., 2004)e condifferenzeascrivibili

alla razza (Giantin et al., 2006). Utilizzando substrati CYP2B-dipendenti come la benzfetamina e la

benzilossiresorufina,nonsonostate individuatedifferenzetra il bovino, il cavalloe il broiler (Nebbiaet al.,

2003).

Nell’uomo la sottofamiglia CYP2C è costituita da molteplici isoforme, ma quelle presenti nel fegatoe

responsabili del metabolismo biotrasformativo sono CYP2C8, CYP2C9,CYP2C18e CYP2C19. L’isoforma

CYP2C9,chetra l’al tro metabolizzal’i buprofenee la tolbutamide(un farmaco ipoglicemizzanteorale),è tra

tutte la più espressa,poichécostituisceda sola il 60% del CYP2Cnell’uomo. Il CYP2C8comprendetra i

suoi substrati il taxolo, mentre il CYP2C19 (l’isoforma meno rappresentata, circa l’1%), concorre al

metabolismo di farmaci come il diazepam,l’ omeprazoloe la clomipramina (Yan e Caldwell, 2001).

Barbiturici, antimicotici e fenotiazine sonoin grado di indurre questeisoforme,grazieall’ interazionecon i

recettori nucleari CAR e pregnane X receptor (PXR), mentretra gli xenobiotici inibitori si annoverano

sulfafenazolo e fluvoxamina (Pelkonen,2004).Anchenel ratto sonopresentidiverseisoforme del CYP2C,

alcune delle quali presentano differenzedi espressionelegateal sesso(il CYP2C11e il CYP2C12sono

costitutivamente espressi rispettivamente nel maschio e nella femmina: Kedderis e Mugford, 1998).

L’ esistenzadel CYP2C nel bovino è stata dimostrata,anchein questo caso,tramite l’immunoelettroforesi

con anticorpi anti-CYP2C10 umanoe CYP2C11di ratto (Sivapathasundaramet al., 2001); nei Ruminanti

(inclusi quelli selvatici), l’attivi tà cataliti caCYP2C-dipendente puòesserestimatavalutandol’idrossilazione

della tolbutamide(Machalaet al., 2003; Granataet al., 2007). Proteine cross-reattive nei confronti del

CYP2C9 umano e la demetilazione del suo substrato 7-metossi-4-trifluorometilcurarina sono state

evidenziatein bovino, suino e ovi-caprini (Szotáková et al., 2004).

Un’altraimportanteisoforma appartenente alla famiglia CYP2 è il CYP2D6che, nell’uomo,costituiscecirca

il 2% del CYP totaleepatico. Nonostantei bassilivelli di espressione, il CYP2D6è il secondoenzimaP450-

dipendentepiù importantenella biotrasformazionedegli xenobiotici, essendoresponsabile del metabolismo

di almenoil 30%dei farmacipresenti in commercio.Tra i suoi substratisi annoveranofarmaciantiaritmici,

antidepressivi, neurolettici e β-bloccanti (Yan e Caldwell, 2001). Questa isoforma, diversamentedalle

precedenti, non è inducibile ma risulta essereselettivamenteinibita in presenzadell’antiaritmico chinidina

(Pelkonen, 2004).Nel bovino,a differenzadell’uomo, le isoformecompresenellafamiglia CYP2Dsonodue

(con un’identitànella sequenza nucleotidica del 93%), che comunquecross-reagisconocon anticorpi anti-

CYP2D6dell’uomo; nel bovino, analogamenteall’uomo, la suaattività catalitica vienestimatamisurando

l’i drossilazionedelladebrisoquinae del bufurarolo(Sivapathasundaramet al., 2001).
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Il CYP2E1 è l’ unico componentedi questasottofamiglia nell’uomo. Localizzatoprevalentementea livello

epatico,è in gradodi bioattivare alcuni cancerogeni,come PAHse le nitrosamine; è altresìresponsabile del

metabolismo del paracetamolo (Donato,2004), consecutivamenteal qualesi origina un metabolita tossico,

L’ N-acetilbenzilimidochinone(Sinclair et al., 1998). Nell’uomo, un’elevataconcentrazione di CYP2E1si

riscontranegli alcolisti, dal momento che questaisoformapuò essereindotta dall’etanolo (anchein altre

specie comeil ratto: Sinclair et al., 1998). Un altro induttoredel CYP2E1, nell’uomo, è l’isoniazide (un

farmacoantitubercolare:Parket al., 1993). La capacitàossidativanei confronti di alcuni substratiCYP2E-

specifici comeanilina,N-nitrosodimetilaminae p-nitrofenolorisulta essere inferiore,comunementead altre

speciedi interessedomestico, rispetto al ratto(Nebbia et al., 2003). Un altro substrato CYP2E-dipendentela

cui attività nonrisultacomunquerilevantenel bovinoè rappresentatodal clorzoxazone(chevieneidrossilato

in posizione6: Sivapathasundaramet al., 2001;Szotáková et al., 2004).

Famiglia CYP3

La famiglia CYP3A è la più abbondantenel fegato umanoe, tra le diverseisoformechela compongono, il

CYP3A4è quellopiù importante nel metabolismodegli xenobiotici,poichécostituisceil 30%del CYPtotale

e partecipa al metabolismo di più del 50% dei farmaci utilizzati nell’uomo (You, 2004); tra questi, si

annoveranoeritromicina,midazolam,ciclosporina A e lidocaina(Donato,2004).Le altre isoforme presenti

nell’uomo sonoil CYP3A5, presente prevalentemente nel fegato ma riscontrabile anchein polmone,colon

edesofago(Donato,2004),edil CYP3A7,originariamenteindividuato a livello epaticonel feto,maespresso

anchein placenta,endometrio,ghiandole surrenalie prostatanell’ individuoadulto(Zhue Lee, 2005).

Il CYP3A può essere indotto da glucocorticoidi come il DEX, macrolidi come la rifampicina, derivati

imidazolici quali il clotrimazoloe barbiturici comeil PB. L’induzione è mediatadal PXR e CAR, secondo

un meccanismodi cross-talk; entrambi formano un eterodimerocon l’RXR prima di legarsi al DNA

(Pascussi et al., 2001).

In diversi studi, l’uso dell’immunoblotting haconsentitodi identificarela presenza di proteine correlabili al

CYP3A in diversespecieanimali d’allevamento,ivi compresoil bovino,utilizzandoanticorpianti-CYP3A1

e CYP3A2 di ratto (Sivapathasundaram et al., 2001; Nebbia et al., 2003) e anti-CYP3A4 di uomo

(Sivapathasundaramet al., 2001; Szotáková et al., 2004). I substrati utilizzabili per valutare l’attività

catalitica sonomolteplici: l’eritromicina, l’etilmorfina e la triacetiloleandomicina(TAO) che, nel bovino,

vengonodemetilatetanto quantoosservatoin ratto (Sivapathasundaramet al., 2001),suino,cavalloe broiler

(Nebbia et al., 2003), il testosterone(TST), chevieneidrolizzatoin posizione6β e 2β (Machalaet al., 2003;

Szotáková et al., 2004).

Recentemente,è statopossibilevalutarel’espressionedel CYP3A in vivo in manieranoninvasiva,stimando

le concentrazioniurinarie di 6β-idrossicortisolo e cortisolo ed esprimendolecomerapporto(Shibuyaet al.,

2003). 
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Famiglia CYP4

La sottofamigliaCYP4A rappresenta una delle 18 sottofamiglie checostituisconola famiglia del CYP4 e

consiste di 20 isoforme, presentiin 9 differenti specie di mammiferi (ratto, coniglio, uomo,topo, hamster,

cavia, koala, gattoe maiale: Okita e Okita, 2001). I CYP appartenenti a questafamiglia partecipanoallaω-

idrossilazione delle prostaglandine e degli acidi grassi saturi ed insaturi, nonché al metabolismo del

colesterolo. I geni più studiati di questafamiglia sonoquelli che codificanoper il CYP4A1, CYP4A2 e

CYP4A3nel rattoesonoespressiprevalentementea livello epaticoe renale (Simpson,1997).

Alcune isoforme del CYP4A possono essere indotte da un gruppo eterogeneo di composti, noti come

“peroxisome proliferators” checomprendonoagentiipolipidemizzanti come i fibrati, i plasticizzanti (ftalati),

i solventi, i lubrifi canti, gli erbicidi, gli antinfiammatori non steroidei (ibuprofene ed aspirina) ed il

deidroepiandrosterone (DHEA); l’induzione avviene mediante l’ interazione di un recettore nucleare

denominatoperoxisome proliferator-activated receptor α (PPARα) cheformauneterodimero conil recettore

RXR.

Inoltre, esistonodelle sostanze in grado di inibire l’espressionedel CYP4A nel fegato di topo, quali i

lipopolisaccaridi(LPS),gli antagonisti dei canalidel calcio e l’ interleuchina1β (Okita e Okita,2001).

Le attivitàcatalitichechesolitamentevengonoutilizzatepervalutareil coinvolgimentodel CYP4Asonol’ω-

idrossilazione dell’acido laurico, l’i drossilazione in posizione 19 o 20 dell’acido arachidonico o

l’epossigenasidell’acido arachidonico stessoin posizione11, 12. Hoch et al. (2000) hannodimostratoche

tra le varie isoformeespressenel ratto, il CYP4A1 è quello chepresentail più elevato turnover per l’acido

arachidonicoe l’acido laurico. L’ attività di idrossilazionedell’acido lauricoè statagià utilizzataanchenel

bovino, ma questaspeciesembracatalizzarequestareazione in manierameno rilevante rispetto al ratto

nonchéadaltrespecie daredditocome capra,maialee pecora(Sivapathasundaramet al., 2001;Szotáková et

al., 2004). L’uso dell’immunoelettroforesi ha permessodi individuare questa proteina in ratto e bovino,

mediante l’utilizzo di un anticorpoanti-CYP4A1 di ratto, ma anchein questocasoè stata evidenziata

un’espressione differenziale nelle duespecie sopracitate, confermandoquantovisto per l’attivi tà catalitica

(Sivapathasundaramet al., 2001).
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CYP Attività catalitica marker Induttori Inibitori
CYP1A 7-etossiresorufinaO-deetilasi

7-metossiresorufinaO-deetilasi
Benzo[a]pireneidrossilasi

PAHs
Omeprazolo
β-naftoflavone

3-metilclorantrene
(3MC)

Furafil lina
α-naftoflavone

CYP2A EtossicumarinaO-deetilasi
Curarina7-idrossilasi

Rifampicina
Barbiturici

8-metossipsoralene
Metoxalene

CYP2B BenzfetaminaN-demetilasi
7-benzilossiresorufinaO-deetilasi

Testosterone16α idrossilasi
Testosterone16β idrossilasi

7-pentossiresorufinaO-deetilasi

Barbiturici
PB

Antimicotici
Fenotiazine

Ticlopidine
Thiotepa

CYP2C AminopirinaN-demetilasi
Testosterone2α, 2β, 15α, 15β

idrossilasi
Tolbutamidemetil-idrossilasi

Barbiturici
PB

Antimicotici
Fenotiazine

Sulfafenazolo
Acido tienilico
fluvoxamina

CYP2D Debrisochina4-idrossilasi
Bufurarolo1-idrossilasi

DestrometorfanoO-demetilasi

? Chinina
Chinidina

CYP2E p-nitrofenolo idrossilasi
Anilina idrossilasi

Clorzoxazone 6-idrossilasi
DimetilnitrosaminaN-demetilasi

Acido laurico-11 idrossilasi

Isoniazide
Etanolo
Acetone

Dietilditiocarbammato
Disulfiram

4-metilpirazolo

CYP3A EtilmorfinaN-demetilasi
EritromicinaN-demetilasi
TriacetiloleandomicinaN-

demetilasi
Testosterone6β e 2β idrossilasi

DEX
PB

Fenitoina
Rifampicina

pregnenolone16α-
carbonitrile

Ketoconazolo
Eritromicina

CYP4A Acido laurico12-idrossilasi Clofibrati LPS

Tabella 1.3.1: Attività catalitiche, induttori ed inibitori specifici impiegati per valutareil coinvolgimento dei singoli
CYP in uomo, speciedalaboratorio e animali dareddito.
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1.4. Gli enzimi coniugativi

Gli enzimi di faseII consistonodi moltesuperfamigliedi enzimicheincludonole solfotransferasi(SULT), le

UDP-glucuroniltransferasi (UGT), le DT-diaforasi o NAD(P)H:chinone ossidoriduttasi o

NAD(P)H:menadioneriduttasi, le epossidoidrolasi, le glutatione-S-transferasi (GST) e le N-acetiltransferasi

(Xu et al., 2005). Ogni superfamiglia a sua volta è costituita da famiglie e sottofamiglie di geni che

codificanoper le varie isoforme, caratterizzatedadifferentespecificità di substrato, diversamodulazioneda

partedi composti induttori edinibitori, nonchédadiversadistribuzionein organi e tessuti.

In generale, la coniugazionemediata dagli enzimi di faseII porta ad un aumentodell’idrofilicità, ad una

maggior escrezionenella bile e/o nelle urine e conseguentementealla diminuzione del potenzialeeffetto

tossico dei compostiparenterali o dei loro metaboliti. Tuttavia, in determinate situazioni, la coniugazione

può portareall’opposto anche ad unaattivazionedel metabolitae ad un aumento dell’effetto tossico(Xu et

al., 2005).

La glucuronazioneè unadelle vie metaboliche di coniugazionemaggiormentecoinvolte nel metabolismo e

nell ’escrezionedi compostiendogeni edesogeni.Questareazioneè catalizzata dallasuperfamiglia di enzimi

denominati UGT. Sebbene la glucuronazione sia comunementenota come un meccanismo di

detossificazione,in letteratura ci sonomolti esempidi metaboliti glucuronidatiattivi o con attività tossica

(Burchell e Coughtrie,1989). Le UGT catalizzanoil trasferimento di partedell’acido glucuronicodal co-

substratoUDP-acidoglucuronico al substrato, producendocosì un metabolitadotato di maggior polaritàe

solubilità in acqua.Esistonomolte isoforme di UGT e 18 sequenze di cDNA sonostate finora clonate a

partire dafegatodi uomo (Burchell,2003).

Le UGT sono delle proteine legate alla membrana, che si rinvengono nelle frazioni subcellulari

microsomiali. Il dominio catalitico di questi enzimi si affaccianel lume del reticolo endoplasmaticoe per

questomotivo le preparazioni microsomiali richiedonol’attivazionecon detergenti prima della valutazione

dell’attivi tàbiochimicaspecifica.

La nomenclaturadei singoli isoenzimi appartenenti a questa superfamiglia è basatasulla strutturagenica e

sull’ omologiadi sequenza.Si conoscono infatti due famiglie di UGT, UGT1 e UGT2, checomprendonopiù

di 35 isoenzimi,presenti in molte specie. I membri della famiglia UGT1 nell’uomo sonoil prodottodi un

unico genelocalizzato sul cromosoma 2, costituito da 4 esonicomuni e da almeno13 esonivariabili che

derivanodauno splicing alternativo dell’esone1, mentre i membridella famiglia UGT2 sonoil prodottodi

diversi geni individuali, appartenenti ad un unico cluster localizzato sul cromosoma 4 nell’uomo. La

sottofamiglia UGT2B invece include le isoformeUGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15,

UGT2B17e UGT2B28edalcuni pseudogenirecentementescoperti (Nagare Remmel, 2006).

Gli enzimi UGT sonodifferenzialmenteespressisianel fegato siain tessuti extraepatici.

Mentre le isoformeappartenentialla famiglia 1 riconosconocomesubstrati la bilirubina, le amineed i fenoli,

e possonoconiugareanchealcuni farmaci comeanalgesici,ormoni sessuali,chemioterapici e cancerogeni
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ambientali come i PHAs, quelle della famiglia 2 presentano un ampio spettrodi substrati che includono

steroidi,acidi biliari edoppioidi (You, 2004).

Nell’organismoumano,molti sono gli xenobioticichevengonosottopostia glucuronidazione, ma in molti

casi non in modoselettivo e specifico: anchele varie isoformedi UGT, cosiccome i CYP, infatti presentano

unasovrapposizionedi specificità nei confronti di vari substrati. Peresempio, l’ acetaminofeneè un substrato

fenolico di molti isoenzimi UGT1A e UGT2B, edaltri fenoli semplici comeil p-nitrofenolo, l’ α-naftolo e il

4-metilumbelliferonesonocomunementeusati perdeterminarel’attività totaledelleUGT nei tessuti.L’unica

eccezioneè datadallabilirubinachevienequasiesclusivamenteconiugatadaUGT1A1. L’UGT1A6 invece

catalizzala glucuronazionedi piccoli fenoli planarie di aminearomatiche(NadareRemmel,2006).

In quasi tutte le isoforme di UGT sono stati individuati dei polimorfismi genetici, che pregiudicano la

farmacocinetica e la farmacodinamica di molti composti usati a scopo terapeutico, ma anchefunzioni

fisiologiche: a tal proposito, l’i soforma UGT1A1, principalmente coinvolta nella coniugazionedella

bilir ubina, puòpresentarenell’uomo delle mutazionicheportanoa iperbilirubinemia, sintomoalla basedella

sindromedi Gilbert (Nadare Remmel, 2006).

I membridella famiglia UGT2B (6 isoformenell’uomo) invecesonomolto più specifici nei confronti degli

ormoni steroidei. L’isoforma UGT2B17 nell’uomo infatti, è una delle isoforme appartenentialla

sottofamiglia UGT2B, chepresentala maggior affinità nei confronti degli steroidia 19 atomi di carbonio,

come il diidrotestosterone (DHT), il TST, l’androsterone e l’androstano-3α,17β-diol, nonché i

glucocorticoidi ed i mineralcorticoidi. Sebbene sia il fegatol’organo che presentala maggior espressione

dell’UGT2B, la glucuronidazione degli steroidi può avvenire anche in tessuti extraepatici, come cute,

ghiandolamammaria,prostata e tessuto adiposo,giocandocosìun ruolo nellaregolazionedella disponibilità

di steroidibiologicamente attivi nei tessutibersaglio.

Le UGT sonosuscettibili all’i nibizionedaparte di unavarietà di compostinaturali e sintetici. Alcuni fattori

di crescita sono in grado di inibire l’ espressionedell’UGT2B, mentre molti farmaci e contaminanti

ambientali inibisconoin misura diversa le attività delle UGT nei confrontidegli steroidi. L’espressione delle

UGT può ancheessereindotta da xenobiotici come il pregnenolone16α-carbonitrile (PCN), il 3MC e

l’Ar oclor 1254, i quali determinano un aumentodell’espressionedi diverseisoforme di UGT a livello di

mRNA nel fegatodi ratto; inoltre è stato evidenziatochenellastessaspeciel’espressionedell’UGT2B1, una

delle maggiori isoforme coinvolte nel metabolismo degli steroidi, subisceun incrementoa seguito del

trattamentoconPCNe PB(You, 2004).

Le GST sonoanch’essecostituite da unasuperfamigliadi proteine multifunzionali chesvolgonodei ruoli

fondamentali nella detossificazione di un ampio range di composti endogeni ed esogeni.In piante ed

animali, le GST rappresentano i principali enzimi di fase II coinvolti nel metabolismo.La loro funzione

chimica principale è quella di catalizzare la coniugazione del tripeptide glutatione con composti che

contengonouna porzioneelettrofilica, in modo tale da sintetizzareun derivatopiù solubile e non tossico,

pronto ad essere escreto da un trasportatoredi fase III. Le GST inoltre possonosvolgere il ruolo di

perossidasi,isomerasie tiolo-transferasioppureaddirittura non avereattività catalitica, ma di modulazione
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dei processidi biosintesi di leucotrieni e prostaglandine,nonchédi catabolismodegli aminoacidiaromatici

(Frova,2006).

Si conosconotre principali sottofamiglie di GST, ognunacodificatadaunadistinta famiglia multigenica:le

GST solubili o citosoliche (definite anchecanonicheda alcuni autori), le GST microsomiali ora definite

comeMAPEG(proteinedi membranacoinvoltenel metabolismodel glutationee degli eicosanoidi) e le GST

fosfomicina-resistenticodificateda plasmidi batterici (Frova, 2006). Recentievidenzesperimentalihanno

suggeritoche la famiglia Kappa, dapprima classificatacomeappartenentealle GST citosoliche, costituisca

invece una famiglia a se stante. Inoltre, tra le GST microsomiali sono state identificate delle GST con

struttura primaria e terziaria molto più simili alla classeAlpha che alle MAPEG (Frova,2006). In questo

capitolo verrannoperò trattatesolo le GST citosoliche, in quantole altre isoforme non svolgonoun ruolo

rilevantenelcontesto scientificodellapresentetesi.

La sottofamigliadelle GSTcitosolicheè ubiquitariae si rinvienein tutti gli organismiaerobi; è in assolutola

più abbondantee contaalmenodecinedi membriin ogni specie.Ad oggi, nell’uomo e nei mammiferisono

stati identificati 15-20 geni diversi, nelle piante40-60, nei batteri 10-15 e negli insetti più di 10. Sulla base

dell’identità aminoacidica/nucleotidica, strutturadel gene(posizione e numerodegli introni) e proprietà

immunoreattive,le GST citosoliche sonostate suddivise in numeroseclassi,alcunecomuni a più taxa e

regni, altre specie-specifiche. Attualmentenei mammiferi si conosconosetteclassi,denominateAlpha, Mu,

Pi, e le comuni Sigma, Theta,Zeta ed Omega.La maggior partedelle GST citosolichesonoattive come

dimeri, sia identici (omodimeri)sia differenti (eterodimeri), ma ciascunmembro è codificato da un singolo

gene. L’eterodimerizzazionetuttavia è ristretta alle subunitàdella stessaclasse,perchémonomeridi classi

dif ferentinonsonoin grado di dimerizzareper l’incompatibilità dei residuipostinella regionedi interfaccia

(Frova,2006).

Il completamento di molti progetti di sequenziamentogenomico e lo sviluppo di potenti programmi

bioinformatici, hanno permesso di analizzare estensivamenteil genoma e di costruire la mappa di

distribuzionedi questigeni nel menoma stesso: molteGST formano dei cluster compatti, preferenzialmente

della stessa classe(i geni codificanti per le classi Alpha, Mu e Theta umane e Pi di topo sono tutti

raggruppatiin specifiche e limi tateregioni cromosomiche).

Le GST citosoliche comunquepresentano una sovrapposizione di specificità di substrato; per determinare

l’attività catalitica generaledi tutte le classi viene utili zzato come substrato l’1-cloro-2,4-dinitrobenzene

(CDNB), mentrepervalutare l’attivi tà specificadella classeMu in ratto,topo,uomo e coniglio vieneusatoil

3,4-dicloronitrobenzene(DCNB), l’acido etacrinico per la classe Pi in ratto, uomo, topo e bovino, l’ 1,2-

epossibutanoperla classetheta in uomo, topoe ratto(Gussonet al., 2006).

Infine, le SULT sonodegli enzimi di faseII coinvolti nella biotrasformazionedi compostisia endogenisia

esogeni, che includonomolti agenti terapeuticie steroidi endogeni.Sonoprevalentementecitosoliche,anche

seesistonodelle isoforme di membranaresponsabilidella solfatazionedei residuiproteici di tirosina e dei

polisaccaridi, che però sono geneticamentedistinte dalle prime e che non verranno descritte (Nowell e

Falany,2006).
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Le SULT appartengonoadunasuperfamiglia di geni,suddivisain duesottofamiglie: le SULT specifiche per

i fenoli (SULT1) e quelle specifiche per gli idrossisteroidi (SULT2); ne è stata descritta ancheuna terza,

specificaperil cervello.Le SULT sonoampiamentedistribuite edespressenell’organismo(fegato,polmone,

cervello, cute,piastrine,ghiandolamammaria,reneedapparatogastrointestinale). La loro funzionebiologica

è quella di catalizzare il trasferimento del gruppo sulfonile dal 3-fosfoadenosin-5-fosfosolfatoai gruppi

ossidrile, sulfidrile, aminico o N-ossido dei vari substrati. Anche questi enzimi presentanouna

sovrapposizionenella specificità di substrato, ma possonoessere distinte in qualchemodoin basealla loro

affinità per i substrati,la loro stabilità termicae la sensibilità all’inibizione da partedi vari composti.Al

momentoattualesonostate identificatealmeno11differenti isoformedi SULT (Nowell e Falany, 2006).

La SULT1A1 è l’isoforma maggiormenteespressaa livello epatico ed è in grado di coniugareun elevato

numerodi xenobiotici fenolici, nonché le iodotironine, il metabolita anti-angiogenicodell’estrogeno,il 2-

metossiestradiolo(solo a concentrazioni fisiologiche), nonchéaltri estrogeni(a concentrazionimicromolari). 

La SULT1E1 dal canto suo invece è responsabiledella regolazionedella risposta agli estrogeni a

concentrazioni fisiologiche.

La SULT1A1 catalizza anchela solfatazionedi composti rinvenuti nell’ambiente,in particolarequelli

prodotti nella carne cotta ad alte temperature.In questocaso la solfatazione, invece di servire come

meccanismo di detossificazione, generadelle speciereattivedell’ossigenocapaci di formaredegli addotti

con macromolecole cellulari come il DNA, che, se non riparato, può dare l’avvio a processi di

cancerogenesi.Nei roditori, ma non nell’uomo, è stato dimostratoche l’espressionedella SULT1A1 è

modulatadai glucocorticoidi per mezzo del recettorespecifico per i glucocorticoidi (GR: Nowell e Falany,

2006).

La SULT2A1 invece è la maggiore isoforma delle SULT coinvolta nella sintesi di esteri solfato degli

steroidi, ed è in gradodi coniugare sia 3α e 3β idrossisteroidi,sia estrogeni, TST e xenobiotici alifatici

contenenti gruppi idrossilici. E’ l’isoformaresponsabiledellasintesi del DHEA-solfato sia nel surrenefetale

sia nella corteccia surrenalicadell’adulto; è espressaad alti livelli nel fegatoe catalizza la coniugazionedi

acidi biliari edegli xenobiotici introdotti con la dieta.
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1.5. Fattori in grado di modulare l’espressione degli enzimi biotrasformativi

I fattori checomplessivamente modulanola capacitàbiotrasformativa sonodi notevole interesse generale,

nonostante gli studi concernenti questo aspetto siano tuttora molto limitati negli animali domestici.

Diff erenzenell’espressione degli enzimi biotrasformativi soprattuttoa livello epatico,sede elettiva delle

principali reazioni di biotrasformazione, giustificano infatti le variazioni nell’entità del processo

biotrasformativodegli xenobiotici che si riscontranoin speciee razzediversenonchétra singoli individui. Il

contenuto totaledi CYP, la maggiore o minoreespressionedelle diverseisoformedi quest’ultimononché

l’eventuale presenza di geni polimorfici dipendono principalmente dalla costituzione genetica e

dall’eventualeprecedente esposizione a xenobiotici (inclusi farmaci e sostanze fitotossiche), dalla dieta

nonchéda condizioni fi sio-patologicheparticolari (Sivapathasundaramet al., 2003a).

Le informazioni tuttora disponibili a questo propositonelle specie da laboratorioe di interesseveterinario

sono rappresentateda diff erenzespecie-specifiche(Machalaet al., 2003;Nebbiaet al., 2003;Szotáková et

al., 2004),ontogenetiche(Gorski et al., 2003; Nebbia et al., 2004;Wauthier et al., 2007),legatealla razza

(Dacastoet al., 2005; Giantin et al., 2006), al sesso(Kedderis e Mugford, 1998; Bogaardset al., 2000;

Dacastoet al., 2005)ed a condizioni fisio-patologiche(Gómez-Lechón, 2004;Heet al., 2005ae 2005b).

Tra i fattori intrinseci in assoluto più studiati annoveriamole differenzespecie-specifiche,in particolarela

diversasuscettibilità nei confronti di vari composti tossici. Infatti, la minor espressione di un particolare

enzimacoinvolto in una determinata via biotrasformativa puòrendere unaspeciepiù suscettibilerispettoad

un'altranei confrontidi uncertocomposto.Peresempio, nell’ambitodellatossicologia veterinariaè noto che

il gatto, carentedell’attività di glucuronidazione,dimostrauna spiccata sensibilitànei confronti di molti

antinfiammatorinonsteroidei, come per esempioil paracetamolo(Clarkeet al., 1981).

Un minor numero di informazioni concernonogli effetti legati al sesso:nel ratto così comenelle specie

aviarie, è riportatochein generale il maschio metabolizzai compostiesogenimolto più rapidamenterispetto

alle femminedellastessaspecie, determinandounapiù veloceeliminazionedella molecola,ma, al contrario,

sono anchein gradodi metabolizzare più celermente i composticherichiedonounprocessodi bioattivazione

(Timbrell, 1982;Pampori eShapiro,1993).

D’altra parte,anchegli effetti della razzasonostati ampiamenteevidenziati nella specie umana: differenze

nel metabolismodei chemioterapici e nel conseguentetassodi sopravvivenzacorrelato sonostateinfatti

evidenziate in donne, affette da tumore al seno,appartenenti a razzedifferenti (Flaws e Bush,1998); tali

dif ferenze in molti casi sono state ascritte a polimorfismi genetici nella sequenza degli enzimi

biotrasformativie dei recettori checontrollanola loro espressione(Neberte Roe, 2000).

Assumonoinoltre molta importanza anche i fattori (imputabili allo xenobiotico) quali l’ induzione e

l’i nibizione enzimatica,che possonocomportare tanto modulazioni nel pattern biotrasformativoquanto

l’i nstaurarsidi interazioni farmacologiche(drug-drug interactions) anchepotenzialmentepericolose.

In generaleper induzionesi intendeun aumentodella quantità e/o dell’attività metabolica, a seguitodi una

singola o ripetutaesposizionead un compostoendogenoo esogeno, che determinaquindi una variazione
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adattativa della capacità di metabolizzazione da parte dell’organismo vivente (Pelkonen, 2004).

Classicamente,il termine induzione enzimatica indica la sintesi ex novo della proteina, come risultato

dell’aumentatatrascrizionedei relativi genicodificantio comediminuzionedel suocatabolismo;percontro,

l’ inibizione identifica l’esatto contrario. Nei meccanismidi induzione possonoesserecoinvolti anchela

stabilizzazione della proteina o quella dell’RNA (Nebbia., 2001); ad esempio,l’induzione dell’isoforma

CYP2E1 nell’uomo da parte dell’isoniazidee dell’etanolo è il risultato della stabilizzazione proteica e

dell’incrementodellatraslazione(Park et al., 1993).

Il meccanismo principale attraversocui gli xenobiotici provocanol’induzionedegli enzimibiotrasformativi è

dato dall’interazione con specifici recettori nucleari, che rappresentanoun’ampia famiglia di fattori di

trascrizione, la cui attivazionedipendedal legamecon uno specificoligando. Questi recettoriaumentanola

trascrizione dei geni codificanti per gli enzimi farmaco-metabolizzanti, interagendocon le loro sequenze

promoter edenhancer (Nakata et al., 2006).Questomeccanismoverràdescritto più in dettaglio nel prossimo

capitolo.

Molto spessole sostanzeinducenti sonoanchesubstratidegli stessiisoenzimi;si deve peròsottolineareche

non tutti i substrati sonodegli induttori, edè perquestomotivo chesi preferiscesepararei substratispecifici

dagli induttori specifici, anchese nel casodel CYP, delle UGT e delle GST, è spessodifficile parlaredi

specificità di substrato in senso assoluto, in quantomolte molecole possonoessere metabolizzate da più

famiglie anchesein manieradifferente (substrate overlapping).

L’ induzione enzimaticaincidemolto sul metabolismo degli xenobiotici manonin manierasubitanea; questo

processoinfatti è relativamentelento e richiedesomministrazioniripetuteperottenereil massimoeffetto,che

comunqueè facilmentereversibile; inoltre, il temporichiestoper l’induzione varia a secondadell’induttore

stesso.Ad esempio,la rifampicina incrementa in vivo i livelli dei CYP3A4, CYP1A2e CYP2Centro24 ore

dalla somministrazione, mentre l’induzionemediatadaPB richiedealmenounasettimanaprimadi divenire

apparente(Yane Caldwell, 2001).

Al contrario, l’ inibizione è un fenomenoimmediatoche può esseretanto reversibile quanto irreversibile;

rappresentaperaltroun valido strumentonegli studi in vivo ed in vitro, in quantopermettedi discriminare

l’i soforma maggiormente coinvolta nel metabolismodi uno xenobiotico, o responsabiledell’eventuale

attività tossicologica.

L’ inibizionereversibile è spessocausadi diverseinterazionifarmacologichee si riscontraquandosi realizza

una competizionediretta tra il substratoe l’inibit ore per il legame con il gruppoprostetico emeo con altre

regioni del sito attivo dell’enzima (Yan e Caldwell, 2001); uno dei primi esempidi questomeccanismoè

quellodellacimetidina(Furutaet al., 2001).

La generazionedi metaboliti reattivi , conseguenzadelle reazionienzimatichecatalizzate dal CYP, è invece

causadi unapossibilecomparsadi un’inibizioneirreversibile: i composticosìattivati sonoin gradodi legarsi

stabilmenteal gruppo eme, inattivandolo e precludendonela rigenerazione (Yan e Caldwell, 2001);

l’i nibizione del CYP3A da partedell’eritromicina è un classicoesempio di questomeccanismoinibitorio

(Zweers-Zeilmakeret al., 1998).
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Un’inibizione irreversibile del CYP può altresìcomparire in seguitoall’interazione degli isoenzimicon un

compostointermedioreattivo,in gradodi legarsicovalentementeconil gruppoprosteticoe distruggerlo;tra

questi compostisi annoverano l’ etinilestradiolo(Kent et al., 2002), il cloramfenicolo(Mi ller e Halpert,

1986)e lo spironolattone(Decker et al., 1986).

In conclusione,le conseguenze dei fenomenidi induzioneed inibizioneenzimatica dipendonodalla natura

del metabolita prodotto;nel caso in cui la biotrasformazione di un farmaco esiti nella produzione di un

metabolitainattivo, il fenomeno dell’induzione determinerà una riduzione del suo effetto farmacologico,

mentre l’inibizione nedaràunaumento(Pelkonen,2004).
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1.6. Regolazione dell’espressione degli enzimi biotrasformativi

La variabilità dell’espressione degli enzimi biotrasformativia secondadell’organoe del tessuto sottolinea

alquanto la complessitàdei meccanismi coinvolti nella loro regolazione che tuttora, per alcuni enzimi,

rimanesolo ipotetica. Recentementeperò,sonostati effettuatimolti passiin avanti in meritoalle conoscenze

sui meccanismidi regolazione.

Come è stato in parte descritto nel capitolo precedente,l’espressionedegli enzimi biotrasformativi è

potenzialmente soggetta ad una serie di meccanismi che possono intervenire a diversi livelli: pre-

trascrizionale,post-trascrizionalee post-traduzionale.

Perquanto riguarda la regolazionea livello pre-trascrizionaleè statodimostrato chemolti recettorinucleari,

quali l’A hR ed i cosiddetti recettori “orfani” (per le iniziali scarseconoscenzesui loro ligandi specifici),

rappresentanoi meccanismichiave nei processi di modulazione xenobiotico-mediatadegli enzimidi fase I e

II; è notoinfatti comei geni appartenentialla famiglia CYP1possanoessereindotti a seguitodell’ interazione

con AhR, chedimerizzacon l’Arnt in rispostaa molti PAHs. Questomeccanismodi regolazionegioca un

ruolo fondamentale nel metabolismoe nella clearance di contaminantiambientali potenzialmentepericolosi

per l’organismo(Wange LeCluyse,2003). L’ aryl hydrocarbon receptor appartienealla superfamigliadei

fattori di trascrizione “basic-helix-loop-helix (bHLH)-Per-Arnt-Sim” ed è in gradodi riconoscereun ampio

range di xenobioticidiversi, checomprendonocompostinonaromaticie nonalogenati.E’ ungenealtamente

polimorfico, il cui motivo bHLH (esistente in molti fattori di trascrizione) è altamentesequenza-specifico;

questomotivo giocaun ruolo importantesia nel legame al DNA (regionebasale) sia nella dimerizzazione

proteica (HLH: Huanget al., 2004).L’ AhR, in assenzadi ligando, è localizzatoa livello citoplasmaticoedè

complessato con una proteina (Hsp90), che previene la traslocazionenel nucleo, mentre a seguito

dell’interazionecon un ligando specifico entra nel nucleo, dove dimerizza con l’Arnt: il complessocosì

generatopresentaunamaggior affinitàperil DNA edunaminorecapacità di dissociarsidal composto(Hahn,

2002), si legaalla sequenzaenhancer definita drug response elements o dioxin response elements, posta a

monte dellasequenzadei geni target (peresempioil CYP1A) e nedeterminala trascrizione(Nakajima et al.,

2003).

I recettoriorfani invecesonounasottoclassedei recettori nucleari a cui si legano molecolequali cortisolo,

estradiolo,progesterone,aldosterone,TST e vitaminaD. Tutti i recettori orfani conosciuti presentanodue

domini modulatori,di cui uno è il DNA binding domain (DBD) altamenteconservato, mentrel’altro è il

ligand-binding domain (LBD: Wang e LeCluyse, 2003). Il DBD permetteil legamedel recettorealla

specifica regionepromotricedei geni target, definita comehormone response element (HRE) o xenobiotic

response element (XRE), contenentidelle specifiche sequenzedi 6 basinucleotidiche ripetute (motivi) ma

separateda una piccola serie di basi. I recettori orfani si possonolegareal DNA come omodimeri, come

eterodimeri conRXR o comemonomeri. Il LBD inveceè localizzatonellaporzionecarbossi-terminaledella

sequenza aminoacidica; non hasolo la funzionedi fornire il sito di legameper il ligando,macontieneanche

i motivi di dimerizzazione,quali i domini di attivazione della trascrizionee la sequenza che media la
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localizzazionenuclearedel recettore. Il legame con il ligandodeterminaun cambiamentoconformazionale

del LBD, determinandoil reclutamentodi cofattori e la trans-attivazionedei geni target (Wange LeCluyse,

2003).

In questa famiglia di recettori orfani possiamo annoverareil CAR ed il PXR, i quali formano degli

eterodimeri con l’RXR ed a seguito dell’interazione con composti quali PB, DEX e rifampicina, sono in

gradodi attivare la trascrizionedei geni CYP2Be CYP3A, rispettivamente.

Unarecente classificazionehadenominatoil PXR comeNR1I2; è un recettoreprevalentementeespressonel

fegatoe nell’intestino, edin minor gradoin renee polmone.La sequenzaaminoacidicapresentanel DBD più

del 95%di omologia tra speciediverse,mentreil LBD soloil 75-80%(Wange LeCluyse,2003).

Analisi bioinformatiche hanno dimostrato che i PXR response elements sono localizzati nella regione

promotricedel CYP3A ed infatti è statoaccertato cheil PXR può legaregli induttori specifici del CYP3A

ancheseconunaaffinità diversaa secondadella specie:la rifampicinainfatti, noto induttoredel CYP3A in

uomo e coniglio ma non in ratto e topo,è appuntoun buonattivatoredel PXR in uomoe coniglio ma non

nelle altre duespecie(Jones et al., 2000).

Il CAR (NR1I3), invece, è stato inizialmentedefinito comecostitutivo in quanto,a seguitodel legamecon

RXR, era in grado di legarsi alle sequenzeretinoid acid response elements in assenza di ligando

(Honkakoski et al., 1998). E’ espressosoprattuttoa livello epatico ed è menoabbondantenell’intestino.

Recentemente è stato evidenziato che due metaboliti dell’androstano,androstanolo e androstenolo,

rappresentanodueligandi endogenidel CAR, ma agisconocomeantagonistidissociandolodai cofattori ed

inibendone la transattivazione(Pascussi et al., 2003).Solitamentein assenzadi ligando,è localizzato nel

citoplasma ed è poi traslocato nel nucleo a seguito del trattamentocon compostiPB-like, induttori del

CYP2B.Studi recentihanno indicatoperò chel’attivazionedi CAR è un processocaratterizzato da diverse

fasi, in cui lo step iniziale è caratterizzato dalla traslocazionea livello nucleare,ancheindipendentemente

dall’interazionecon il ligando, mentrelo step finale invececonsistein un’attivazioneCalcio-calmodulina

chinasi-dipendente(Wange LeCluyse,2003).

Honkakoski e Negishi (1997) hanno dimostratoche il CAR può legare una regione di 51 bp localizzata a

monte della regionein 5’ del geneCYP2B: questasequenza infatti è indispensabile per l’induzionedaPB e

per questoviene definitaphenobarbital response element module (PBREM).

PerquantoriguardainveceRXR, esistono tremembriappartenentia questafamiglia: RXRα, RXRβ e

RXRγ. Il RXRα è espresso prevalentemente in fegato,muscolo,renee polmone ed a livelli più bassi in

milza, cuoree surrene; il RXRβ è espressoin tutti i tessuti, eccettofegato e intestino ed infine il RXRγ è

stato rinvenuto in pochi tessuti, quali muscolo scheletrico,cuore e sistema nervosocentrale (Wang e

LeCluyse, 2003). Questorecettore presentaun’elevataaffinità con il metabolita9-cis-acido retinico della

vitaminaA.

L’ RXR puòformaredegli eterodimeri conaltri recettorinucleari noti e questainterazionerisulta essereuno

step critico nel loro legame con il DNA e nella loro attivazione.Esistonoduetipi di eterodimericon RXR:

non permissivie permissivi. Nel casodi eterodimeri non permissiviRXR rimanecompletamentesilentee
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può essere attivato solo da ligandi specifici per il recettorepartner, nell’altro caso invece, può essere

tranquillamenteattivatodaligandispecifici siaperRXR sia pergli altri recettori nucleari.

Ancheil PPAR, unodei primi membri dellafamiglia dei recettorinucleariadesserecaratterizzati, dimerizza

conRXR eda seguitodi questainterazionee del legameconlipidi e/o composti come i clofibrati, determina

l’attivazione trascrizionale della regione promotrice del CYP4A (Xu et al., 2005). Ad oggi, sono stati

identificati tre membri appartenentia questafamiglia di recettori: PPARα, PPARβ e PPARγ. Il PPARα è

espresso soprattutto in fegato,cuore, rene, intestino e tessutoadiposobruno; il PPARβ inveceè espresso

soprattutto negli individui adulti in quasitutti i tessuti,ma la più elevata espressionesi rinvienein cervello,

rene e intestino; infine, PPARγ è presentein milza, intestino e adipociti e comprende due isoforme,

denominatePPARγ1 and PPARγ2. I recettori PPARdimostranonel complessodelle funzioni fisiologiche

distinte ma in alcuni casi sovrapposte.Sonoattivati da un cambiamento conformazionaledella struttura a

seguitodell’interazioneconil ligandospecifico e poi si leganoa delle regionidi DNA postea monterispetto

ai geni target (CYP4A) definite come peroxisome proliferator response elements. Al l’ inizio era stato

evidenziato che PPARα poteva essere attivato da composti che determinavano nel fegato di roditori

proliferazionedei perossisomi, iperplasiae cancerogenesi,anchesein seguito,invece, è statoipotizzatochei

PPAR svolgesseroun ruolo crucialenellaregolazionedel metabolismo dellelipoproteine e degli acidi grassi

(Yu et al., 2003).

Le regionidefinite comeresponse elements, specificheperi differenti enzimi di faseI possonoessereattivati

peròdapiù di un solo recettorenuclearee questofenomenoè comunementedefinito come“cross-talk”.

Studi recentihannoinfatti dimostrato cheil PXR può legarsi alle regioni PBREM localizzatea montedella

regione5’ del CYP2B(Pascussiet al., 2003): il DEX infatti, notoligandodel PXR nel topoedinduttoredel

CYP3A, può indurre l’espressionedel CYP2B10negli epatociti (Wange LeCluyse,2003). Negli epatociti

umani inoltre, tutti gli attivatori del PXR comerifampicina,PB, fenitoina e clotrimazolo(un attivatore del

PXR e deattivatoredel CAR) possonoindurre in modoefficacei geni reporter regolatidal PBREM umano

(Honkakoski et al., 1998). Questocross-talk avvienegrazie ad una regioneenhancer definita xenobiotic

responsive enhancer module localizzatarecentemente nella regionepromotricedel CYP2B6,chepermette il

legame siadi PXRsiadi CAR (Wange LeCluyse.,2003)e chespiegaquindi il coinvolgimento di PXR nella

regolazionedel CYP2B.

Anchel’espressionedi CYP2C8e CYP2C9 puòesseremodulatadaattivatori del PXR, comela rifampicina,

suggerendo anchein questocaso che la regionePXR response element module (PXREM) sia localizzata

nella regionepromotrice di questi due geni (Pascussiet al., 2003),ancheseal momentoil meccanismodi

regolazione del CYP2C rimane ancora scarsamentestudiato. Nel coniglio per esempio, sembra che

l’espressione del CYP2C sia regolata a livello epatico da un altro recettore orfano definito hepatocyte

nuclear factor 4 (HNF4: Honkakoskie Negishi,2000).Questo recettoreè espressoa livello epatico,renale,

intestinale e pancreatico; giocaun ruolo importantenel controllo dell’espressione di geni codificanti per gli

enzimi deputatial metabolismodegli acidi grassi,colesterolo,glucosio,nella biosintesi dell’urea e delle

apolipoproteinee delladifferenziazioneepatica(Akiyamae Gonzalez,2003).
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SebbeneCAR e PXR siano sempre stati definiti come modulatori specifici di CYP3A e CYP2B,

rispettivamente,ad oggi quindi ci sono molte evidenzesperimentaliche attestano comequesti ruoli non

siano in realtà così univoci. In generale,la regolazione pre-trascrizionaledegli enzimi di fase I è

multisfacettatae complessa: un singolo recettore nuclearepuò mediarel’ induzionedi molti geni target e,

viceversa,un singologenepuòessere modulatonello stesso tempodapiù recettorinucleari e ligandi (Xu et

al., 2005).

Perquanto riguarda invecegli enzimi di faseII, nonostantesianostati ampiamente studiati, il meccanismo

alla basedella loro regolazione rimanead oggi non molto chiaro.E’ statodimostratoche molti composti

strutturalmentediversi come i PAHs, i barbiturici e molti chemioterapicinaturali come gli antiossidanti

fenolici, gli isotiocianati edi flavonoidi, sonoin gradodi indurre gli enzimidi faseII (Xu et al., 2005); studi

successivi sulle regionipromotrici dei genicodificantiperquestienzimi,hannorivelato la presenzadi molti

siti regolatori cis-attivanti, come l’anti-oxidant responsive element (ARE)/electrophile response element

(EpRE),XRE/aromatic hydrocarbon responsive element, l’ attivatoredellaproteina-1 e nuclear factor-kappa

B, nella regionesita in 5’ (Xu et al., 2005).Recentemente,alcuneevidenzesperimentali hannosuggerito e

supportato il ruolo chiave delle regioni ARE/EpREnella regolazionedegli enzimi GST e UGT a seguito

dell’interazioneconi ligandi, quali gli antiossidantifenolici edalcunichemioterapici(Xu et al., 2005).Sono

stateproposteedidentificate molte proteinechesi leganoalle regioni ARE/EpRE, comeNrf1, Nrf2 e piccole

proteine Maf, ma in particolare Nrf2 sembrapresentareun ruolo centrale nella modulazionedei geni

responsivi alla regione ARE, medianteil coinvolgimentodelle mitogen-activated protein chinasi (Yu et al.,

2000).

Gli induttori degli enzimi di faseII solitamentemodulano la rispostaallo stressossidativo, attivandoNrf2

cheasuavoltadimerizza conle proteineMafse si legacosìalla regionipromotriciARE/EpRE.

Alla regolazionepre-trascrizionale degli enzimi coniugativi possonopartecipare anchei recettorinucleari

descritti in precedenza:infatti è statodimostrato cheil PB può indurrel’espressionedi UGT1A1 (l’enzima

responsabile della coniugazione e successiva detossificazione della bilirubina), graziealla presenza di una

regione enhancer contenente tre motivi putativi dei recettorinucleari, postaa montedi 290 bp rispetto alla

sequenza e necessariaper l’ induzionedaPB medianteil coinvolgimentodi CAR (Wange LeCluyse,2003).

Inoltre, in ratti trattati conPB è stato evidenziatoun incrementodell ’mRNA specifico per UGT2B1, GSTA1,

GSTA2, GSTA3 e GSTM1, anchesenon sonostatericonosciutesequenzePBREM nelleregioni promotrici

di questigeni(Xu et al., 2005).

Il 3MC, notoinduttoredelleisoformeenzimaticheappartenetialla famiglia CYP1A mediantel’attivazionedi

AhR, è in grado di modulare anchel’ espressionedi UGT1A6, GSTA1, GSTA2 e GSTM utilizzando lo

stessomeccanismodi regolazione,poichétutti questipresentanola regioneARE nellasequenzapromotrice

(Xu et al., 2005).

La regolazione dell’ espressione degli enzimi biotrasformativi può avvenire anche a livello post-

trascrizionale.Studirecenti infatti, hannoevidenziatochei microRNA, cioèpiccole sequenzenoncodificanti
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di RNA della lunghezzadi circa 20 bp, sono in grado di legarsi a sequenze di mRNA complementare,

determinandounadiminuzionedell’ espressionedei rispettivi genitarget (Massirere Pasquinelli, 2006).

I microRNA (miRNA) solitamenteregolano i genicoinvolti in vari processicellulari comela proliferazione,

la morfogenesi,l’apoptosi e la differenziazione, ma recentementeè statodimostrato che partecipanoalla

regolazioneanchedi alcuni genicoinvolti nelmetabolismo.

Negli animali i miRNA vengono prodotti a partire da un trascritto primario noto come pri-miRNA, poi

vengono trasformati prima in un precursorea forcinadi circa 60 bp chiamatopre-miRNA ed infine nella

forma maturadella lunghezzadi circa 22 bp; questitagli consequenzialivengonoeffettuati da due enzimi

RNasi III . Il miRNA maturo è così in grado di controllare l’espressionedi un gene legandosi alla 3’ -

untranslated region (UTR) dell’mRNA, determinandounasuccessivadegradazionedapartedi unaproteina,

dell’RNA a doppiofilamento formatosi.

Ad oggi, la regolazionemiRNA-mediatadegli enzimi biotrasformativi è stata dimostrata, in campioni

neoplastici nell ’uomo e per il CYP1B1 (Tsuchiya et al., 2006). Questi autori hanno dimostrato che

l’i nibizione dell’espressione di un miRNA (miR-27b) complementare alla sequenza3’-UTR del CYP1B1

determinava un aumentodell’ espressionedello stessoenzima.Comunque,anche seadoggi sonodisponibili

informazioni di questotipo solo per il CYP1B1,è statoipotizzatocheanchealtri importantiCYP possano

subire la stessa modulazione. Basandosi infatti sul concettoche la regolazione mediantemiRNA è più

plausibilein genichepresentanounaregioneUTR di lunghezzaelevata,Ingelman-Sundberge collaboratori

(2007), mediante analisi bioinformatica, hannoipotizzatoche nell’uomo altri CYP che, per la lunghezza

della regione UTR, possano essere modulati dai miRNA, ed in particolareCYP1A2, CYP2B6,CYP2S1e

CYP3A4.

E’ necessariocomunquesottolineare chela regolazionedell’espressionedegli enzimi biotrasformativi,oltre

che a livello genico,può esserecontrollata anchea livello epigenetico, cioè in quella fasein cui processi

chimici comeper esempiola metilazionedel DNA e l’acetilazionedegli istoni noncomportano cambiamenti

nel codicegenetico, maalteranol’ accessibilità fisicaal genoma,modificandocosì il fenotipo dell’individuo

e/odella progenie. La metilazionedel DNA puòavveniresolitamentesecondoduedifferenti meccanismi:nel

primo caso, la metilazionea livello delleporzioni nucleotidichecorrispondentialle sequenzepuòimpedireil

legamedi alcuni fattori di trascrizioneconi corrispondenti siti di legame, mentrenel secondola metilazione

determinail silenziamentodel DNA percambiamenti nella conformazionecromatinica(Ingelman-Sundberg

et al., 2007).E’ statodimostratochealcuni CYP risentono di cambiamenticonseguentialla metilazione: in

particolare, nell’uomo sono state individuate delle alterazioni aberranti nello stato di metilazione dei

dinucleotidi CG (siti di metilazionepresentinel genomadei mammiferi)nelleregioni promoter edenhancer

del geneCYP1B1 in casodi cancro alla prostata(Tokizaneet al., 2005);per contro,il CYP1A1 puòessere

silenziato dall’ipermetilazione(Okino et al., 2006).E’ statoinoltre notato chenell’uomo,oltre a CYP1A1e

CYP1B1,anchei geni CYP1A2, CYP2C19,CYP2D6, CYP2E1ed altri ancora,presentano nella sequenza

nucleotidicadei potenziali siti di metilazione(Ingelman-Sundberget al., 2007).

Infine, nondevonoessere trascurati i meccanismialla basedella regolazionepost-traduzionale.
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Modificazioni che comprendonola fosforilazione,la glicosilazionee l’ubiquitinazione (legame covalente

della proteinaconunoo più monomeri di ubiquitina e conseguentedegradazionedella proteinastessa) sono

stati descritti per il citocromo P450; tali modificazioni determinano o una potenziale modulazione

dell’attivi tà enzimatica, o una compartimentazione in siti cellulari definiti o una “etichettatura” per la

successiva degradazionedapartedel proteosoma (Aguiaret al., 2005).

Recentemente, alcuni autori hanno dimostrato che la fosforilazione del CYP2E1 mediata dalla protein

chinasi A, può portare o ad un aumento della suadegradazioneo ad unamarcatadiminuzionedelle attività

catalitiche CYP2E-dipendenti senzaperòdeterminareun aumento della degradazionedella proteina stessa.

Gli stessi autori hannoevidenziatocheancheil CYP2B può esseresoggettoa questotipo di modulazione

(Oesch-Bartlomowicse Oesch,2005).

Tuttavia i meccanismidi regolazione post-traduzionale non sonostati tuttoracaratterizzati per molti CYP e

dovranno necessariamenteessereapprofonditi in futuro: a questo scopo, l’utilizzo della proteomica

permetteràdi raccogliere ulteriori informazionia questoriguardo.
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1.7. Metodi alternativi in vitro (MAV) per lo studio del metabolismo degli xenobiotici

Si definisceMAV ogni metodoo procedurachepermetta la sostituzione o la riduzionedel numerodi animali

richiesti per l’esecuzione di un esperimento,nonché l’ot timizzazione di procedure sperimentali atte a

limitarnecomunquela sofferenza.

Nelle condizioniattuali, in cui la valutazionedei farmaci adusoumanonecessitadell’impiego di un numero

sempremaggioredi animali daesperimento peri testdi tossicità pernuovi compostie ancheperquelli già in

uso, la richiesta di sistemi in vivo sta raggiungendolivelli insostenibili (Paine,1996).I test in vitro invece,

evitano o riducono l’utiliz zo di questi animali ed il loro potenziale è di gran lunga superiorerispetto ai

sistemi in vivo (Wendel,2002). I metodi in vitro sono ideali per lo studio dei meccanismimolecolari e

cellulari fisiologici nonchéquelli alla basedellatossicitàindottadaxenobiotici, chealtrimentinonsarebbero

facilmentevalutabili in vivo; sonoaltresì impiegati per lo studio della tossicità in organi e specie target

(Kniewald et al., 2005). Percontro, gli studidi tossicitàcronicarichiestiperlo sviluppodi unnuovofarmaco

sono generalmente eseguiti suduespecieanimali: un roditoreedun nonroditore (per esempio, un canide o

un primate).

I MAV trovanoimpiegoper la messaa puntodi saggidi screening di sostanze potenzialmentetossiche,la

comprensione dei meccanismi di tossicità, lo studio del metabolismo e della biotrasformazionedegli

xenobiotici.

Off rono vantaggi comela rapidità, la riproducibilità ed il controllo della variabilità intra-test(Cinelli et al.,

1991); inoltre, non devono risponderead alcunanormativa sul benesseredegli animali da esperimento,alle

quali invecedevonosottostare i testin vivo (Grubere Hartung,2004).Questiultimi, per di più, a volte non

sono esaustivi, poichégli animali utilizzati per le sperimentazioninonvengonoimpiegatiin manieraidonea:

adesempio,in certi casi,i soggetti a disposizionenonvengonosuddivisi in gruppi numericamenteadeguati

e,perciò,nonsi riescono adestrapolare le conclusioninecessarie(Grubere Hartung, 2004).

Un limite del MAV risiede nel fatto chesono sistemi semplificati dell’organismoin toto, perciòdifficilmente

mimanoi processi farmaco- o tossicocinetici (assorbimento,distribuzione,metabolismoed escrezione)che

avvengonoin vivo. Il destinodi una molecola in vitro infatti, dipendeesclusivamentedall’attività delle

cellule bersaglio,mentre la distribuzione sistemica in vivo poneil compostosotto l’ influenzadi tessuti a

volte anche differenti. In vivo, le barriere biologichecreanogradienti di permeabilità,mentre nei metodi in

vitro l’assorbimentodegli xenobiotici e l’esposizione dellecellule a questiultimi puòesseredifferente, visto

chenonè mantenutal’integrità dellebarrierebiologiche(Freshney,2001);il tuttosi traducenella difficol tà a

correlarele concentrazioni ottenutein vivo conquelle da impiegarsiin vitro. Negli studidi tossicitàcronica,

peraltro, sono richiesti lunghi periodi di esposizione, per cui (visto che i MAV non rimangonovitali

illimitatamente) si rendenecessario l’impiego dei testin vivo: questospiegaperché i metodiin vitro vengono

utili zzati solo pergli studi di tossicitàacuta.

L’ introduzionedelle tecnologie “ -omics” rappresentaun ottimo ausilio per lo sviluppodei testdi tossicità in

vitro: le future applicazioni dei MAV potranno essereottenute grazie alle innovazioni degli studi di
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espressionegenica(Piersma, 2006) nonchéalla messaa punto di sistemi matematiciper trasferirei dati

ottenuti sucellulea organismi in toto.

I MAV chepossonoessere utili zzatinello studio del metabolismoin vitro e chepiù genericamenterientrano

negli studidi epatotossicità,permettonodi:

- studiareil metabolismo e l’attivazionedegli xenobiotici;

- indagare le differenze di specieedi meccanismi degli effetti collateralidei farmaci;

- compararele biotrasformazionitra speciediverse;

- valutarele possibili interazionitra farmaci(induzioneinclusa);

- scopriregli effetti di nuove molecole primadi svolgerestudi in vivo;

- identificarebiomarcatori prognostici;

- determinarele concentrazioni alle quali l’epatotossicità è reversibile o irreversibile;

- sviluppareil potenzialeusodi sostanzeepatoprotettrici perattenuarela tossicità degli xenobiotici;

- comprenderei meccanismie gli stimoli cheinducono la rigenerazioneepatica, la fibrosi, i dannida

ischemiae dariperfusioneepatica.

I principali MAV utili zzati a tali scopi sonorappresentatidalle linee cellulari stabilizzate di epatoma,le

fettine di fegato, gli epatociti in sospensioneed in coltura primari, le frazioni subcellulari e le cellule

ingegnerizzateconenzimi biotrasformativi.

Linee cellulari stabilizzate

L’ utilizzo di linee cellulari stabilizzate di origine epatica è stato propostocome alternativaalle colture

primarie e vengono fondamentalmenteutilizzateper studi in vitro sul metabolismodei farmaci nonché per

l’esecuzione di studi di tossicità(Aninat et al., 2006). Essesonofondamentalmenteottenute a partire da

epatomi(Donato,2004), vengonomantenutein colturaa 37°Cin atmosferacontrollata(conil 5% di anidride

carbonica), in terrenodi coltura comequello modificato di Dulbeccoed addizionatocon il 10% di siero

fetale bovino (FCS). Queste cellule proliferano in coltura, mantengonoun fenotipo stabile e sopportano

processi di congelamentoe scongelamentosenzaperderevitalità e funzionalità. Si tratta perciò, di un

modello sperimentaleil limitato,disponibilein qualsiasimomento e facile daottenere;sfortunatamente, tutte

le lineecellulari con le caratteristiche precedentemente descritte ed oggigiorno conosciute, possiedonouna

capacitàmetabolicamolto limitata rispetto agli epatociti(Donato, 2004),anchese ne sono stateisolate un

gran numeroa partire da colture primarie di cellule neoplasticheresepoi immortali grazie all’impiego di

oncogeniricombinanti (Battle e Stacey, 2001). In particolare,l’espressione del CYP solitamenteè molto

bassao non facilmentedeterminabile nelle cellule di epatoma umano; in esse è stata ottenuta la ri-

espressionedel CYP tramite le transfezionedi fattori di trascrizione specifici del fegato,come c/EPB-α; ad

ogni modo, questelineecellulari nonsottendonoai fenomenidi regolazionedell’espressionegenicaosservati

in epatociti normali(Aninatet al., 2006).

Gli svantaggidi questo MAV consistonoessenzialmentenel fattochesonolineecellulari immortali dotatedi

unacapacità di crescita molto rapida,caratteristichemolto differenti separagonatea molti tessutinormali di
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mammifero (Townsend et al., 1999); inoltre, molte attività enzimatichemetabolizzanti sono perseo ridotte

(Donato e O’Connor, 2004).

Le fettine di fegato

Le fettine di fegato solitamentevengono allestite tramite l’uso di microtomi, scegliendo uno spessoreutile

per preservare l’integrità dell’ organo e le suefunzioni, evitando perciò di infliggere dei traumi; in questo

modo, i recettori di superficie ed i trasportatori rimangonointatti (Vickers e Fisher, 2005).Il tessutoepatico

è preparato in ambiente sterile: l’organovieneperfusocontamponiossigenati(con il 5 % di CO2), tagliato a

fettine dello spessoredi 200-250 µm (corrispondentiad uno spessoredi circa 8 cellule); le sezioni così

ottenute vengonoconservatein tamponedi Krebs,deposte sugriglie di acciaio inox contenute in unsupporto

di teflon, posizionateorizzontalmentein bottiglie di vetroconil terrenodi coltura (Catania et al., 2007).Per

l’i ncubazionesi puòporrela fettina anchesuunapiattaformadi supporto, chevienesemplicementecoperta

dal terrenodi coltura (per facilitare gli scambi gassosi)e mantenutain agitazione. In alternativasi può

utili zzare un sistema che permette la rotazionedel tessuto all’interno di quantità di terreno sufficienti a

coprirela fettinaogni volta chevienecompiutaun’oscillazione;la rotazionein questocasoè orbitale(circa2

rpm in atmosferacontrollata) e viene bucato il tappoper permettere gli scambigassosi.

La qualità del fegatoutilizzato è fondamentale per l’ottenimentodelle fettine:sel’organoinfatti è in buone

condizioni,le fettine sopporteranno meglio il congelamento.Inoltre, i vari metodi di incubazione impiegati

determinanounadiversasopravvivenzadelle stesse.

Esserappresentano un sistemain vitro chemantienele caratteristiche multicellulari, strutturali e funzionali

del sistema in vivo; sono utili per chiarire i meccanismi di danno cellulare indotto da farmaci e per

caratterizzarela suscettibilità di specie(Vickerse Fisher,2005),nonchéper studiareil metabolismoepatico

(Nahmiaset al., 2006)e l’inducibilità del CYP(Glockneret al., 2002).

Rispetto ad altri MAV, offrono molti vantaggi, tra cui la conservazionedell’architettura tissutaleed il

mantenimentodella comunicazione intercellulare (Cataniaet al., 2007); sonoinfatti rappresentati tutti i tipi

cellulari presentinell’organointegro checonservanole normaliinter-relazioni spaziali (Rekkaet al., 2002).

Inoltre, possono essere congelate e scongelate, permettendocosì il mantenimento della vitalità per un

periodosuperiorealle24oredi incubazione.

Seconfrontatecongli epatociti sono più semplicidapreparare,richiedonominor tempoper lo svolgimento

dell’esperimento,non necessitanodi esposizione alla collagenasied i livelli di attività delle monossigenasi

costitutivamente espresse variano in modo contenuto a seguito di congelamento,scongelamento o

incubazione per più di 24 ore (Glockner et al., 2002). Grazie inoltre alla possibilità di conservazione,le

fettine di fegatopermettonodi ridurre notevolmenteil numerodi animali necessariper le varie ricerche

(Lupp et al., 2002).

Esseesprimonoun range pressochécompletodi enzimi di faseI e II, quindi presentanoun’elevatacapacità

metabolica;permettono di eseguirestudi sumolti compostia diverseconcentrazionie rimangonovitali da6

fino a 48 ore: il metabolismoCYP-dipendenteinfatti, è quasi paragonabiletra fettine fresche e quelle
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incubateper 24 ore,mentrel’ attività coniugativaè inferiorema comunquesemprebenrilevabile (Glockner

et al., 2002).

Un loro svantaggio è che l’elevata quantità di ossigenorichiestaper mantenerlein coltura può alterare

significativamenteil loro metabolismo, influenzandola rispostadel sistemaai vari stimoli (Nahmiaset al.,

2006).Questo MAV, inoltre, nonassicurachetutte le cellule sianoossigenate allo stessomodo(problemidi

anossia), sianoraggiunteugualmentedai principi nutritivi presenti nel medium(inadeguatapenetrazione) ed

è facilmentesoggettoa contaminazioni batteriche. Inoltre è noto che esistono in vivo delle differenzedi

espressioneed indicibilità del CYP in base alla regionedell’organoconsiderata,che si ripresentanonelle

fettinedi fegato; pertanto la variabilità del tessutoal momentodel prelievopuò aumentarenotevolmente la

variabilità inter-individuale dell’espressione del CYP sia basale sia modulata da induttori specifici

(Hariparsadet al., 2005).

Le colture primarie di epatociti

Le colture primarie di epatociti costituiscono un’importante risorsa per lo studio del metabolismo

biotrasformativoed i recenti progressi ottenutinelle tecnichedi mantenimentoin colturahannopermessodi

ottenere informazioni più dettagliate sulle influenze di componentiextracellulari nella differenziazione

epatica,nellaloro crescita esopravvivenza(Jaspreet et al., 2004).

La tecnicapiù comunementeutilizzataper il loro isolamento è stataintrodottada Seglen nel 1976: consiste

in una iniziale perfusione in due tempi del tessutoche prevedel’uti lizzo della collagenasi,seguita da

frazionamentomeccanicodel tessuto e da unapurificazione(basata sulla densità cellulare); questo metodo

permettedi ottenereun’alta vitalità (> del90%) edunapopolazionerelativamentepura(> del 95%).

Il puntocritico di questo sistemaperò,consiste nellarapidaperditadellastrutturadifferenziatadelle cellulee

delle loro funzioni: la morfologia cuboidalee le funzioni specifiche (metabolismo degli xenobiotici e

produzionedi proteineematiche)sonoalterate, l’actinaè accumulatasullasuperficie a contattocol substrato,

i canalicolibiliari vengonopersie la mortesopraggiungein 1-3 giorni.

Lo statodi differenziazione e di sopravvivenzadegli epatociti dipendonostrettamentedal sistema impiegato

per mantenerliin coltura (Tuschle Mueller, 2006): oltre alla tipologia del terrenoe delle sostanze ad esso

addizionate,hannonotevole importanzai li velli di alcuniaminoacidi (Battlee Stacey, 2001).

Molte delle funzioni epatiche vengonomantenute anchese ridotte, come ad esempioil trasporto Na-

dipendentedegli acidi bil iari, degli aminoacidie degli zuccheri:questodecrementoè statoattribuito ad un

processodi sdifferenziamento. Vista la sostanzialeperdita dell’attività del CYP in funzionedel tempoe

un’alterazione della struttura fine, sonostati eseguititentativi per ottenerecolture con livelli stabili delle

attività enzimatiche, tramite l’ aggiunta al terreno di coltura di cofattori e vitamine, oppure con il

congelamentoin azotoliquido,mai risultati ottenuti sonostati insoddisfacenti (Testai, 2001).

La metodicapiù utilizzataprevedel’in oculodellecellulein piastre ricopertedaunsingolostratodi collagene

e l’ utilizzo di un terreno condizionato; questo,generalmente,contieneFCS, corticosteroidi,insulina, ed

epidermal growth factor (Nahmiaset al., 2006; Thomaset al., 2005).L’addizionedi proteoglicanoeparan-
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solfato al di sopra del collagene,inoltre, permette l’espressionedei marker della superficie basalee delle

proteinedelle gap-junction (Nahmiaset al., 2006).La deposizionedi unsecondostratodi collagenesopragli

epatociti, inducendoun forte aumentodell’ espressionedellefunzioni epatichespecifiche, puòmantenernela

polarità e la funzionalità,fino adalcuni mesi.

Un’altra tecnicadi coltura consiste nella formazione di sferoidi epatici in una matrice extracellularenon

adesiva(Nahmiaset al., 2006; Thomaset al., 2005):questatecnicasi è dimostrata particolarmente utile per

preservarela polarità di membrana,la struttura cellulareed i livelli di CYP3A e CYP2B (Thomaset al.,

2005).

Sono state messea puntoancheco-colturedi epatocitie di cellule diverse,comequelleepiteliali epatichee

di Kupffer, per prolungare la sopravvivenzadegli epatociti e mantenernele proprietàspecifiche(El-Ali et

al., 2006),comequella farmaco-metabolizzantechedecrescenella prima settimanadi coltura (Nahmiaset

al., 2006;Thomaset al., 2005). Il procedimentoper prepararesospensioni di epatocitiè identico a quello

impiegatopergli epatociti in monostrato;la differenzarisiedenel fatto chele sospensionivengonoutilizzate

immediatamente,senza quindi fornire il tempo necessario per riprendersi dal trauma subito durante

l’i solamento in cellulesingole (Paine,1996).

Le colturedi epatocitirappresentanoil MAV più completoe complesso,specieseparagonateai microsomi

epatici: infatti, possiedonola serie completadegli enzimi di faseI e II, oltre a tutti i trasportatoricellulari.

Rappresentano uno dei migliori modelli per studiareil metabolismodei farmaci, perchépermettonodi

individuare i diversi metaboliti che da essoconseguono(Testai, 2001), anchequandosonocoinvolti più

enzimi ed il substratosubiscemultiple trasformazioniossidative(Montesissaet al., 1996);in aggiuntaa ciò,

rappresentanopiù verosimilmente quanto accade in vivo, poiché in addizione alle ossidazioni e

idrossilazioni, compionoancheriduzioni dei legamiinsaturi(VanPuymbroecket al., 1998a).

Poichégli enzimichemetabolizzanogli xenobiotici sono essenzialiancheperi meccanismi di bioattivazione

di sostanzegenotossichee cancerogene, l’espressionedegli enzimi biotrasformativi può determinare la

suscettibilità e/o la resistenzaall’i nsorgenzadi neoplasie;quindi questi studi sono importanti ancheper

comprenderei meccanismi d’azionedei composticancerogeni(Testai, 2001).

L’ incubazionedegli epatociti in presenzadi un farmaco,puòprolungarsipervarieoreo giorni: ciò permette

di analizzarecomposti che vengono metabolizzatimolto lentamente,o di realizzarestudi di induzione.

Questapossibilità differenzia gli epatociti primari dalle frazioni subcellulari microsomiali,che per ragioni di

stabilità si limitano ad un’ora al massimo.Infatti, trattandosi di cellule intatte, l’ integrità di membranasi

conserva,tutti i sistemi enzimatici sono integri e lavoranocontemporaneamente,i livelli fisiologici dei

cofattorie dei coenzimi necessari sonogarantiti (Donato,2004).

Le colturein monostratodi epatociti nonrappresentanonecessariamentela situazionefisiologica,nellaquale

l’i nterazione cellula-cellula è ottimizzata: quandole cellule proliferano, i contatti cellulari diventanopiù

frequenti. Ciò comporta una diminuzione della crescita (inibizione da contatto) ed un incremento

nell’espressionedi caratteristichelegateal differenziamento(Battlee Stacey,2001);conseguentemente,ogni
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esperimento necessita dell’allestimento di una nuova preparazione cellulare a partire da fegato fresco

(Donato, 2004).

Perquanto riguardagli animali dareddito,sonostati condotti diversistudi relativi all’ottenimentodi colture

primariedi epatociti;tra i più recentisi possonoannoverarequelli relativi al suino e al coniglio (Sinclair et

al., 2005;Schnelzeret al., 2006;Lorenti et al., 2006;Ma et al., 2003; Montesissaet al., 2004; Kuniedaet al.,

2003). Le colture primarie di epatociti di bovino inoltre costituisconoun mezzorapido, economico ed

affidabile per ottenere un profilo metabolico relativo ad un nuovocompostoPdC util izzatoa scopoillecito.

Infatti, essendoun sistema in vitro, permettono l’util izzo di alte concentrazioni di questicomposti; possono

cosìessere eseguitistudiesaustivi del profilo metabolico consecutivamenteall’individuazione dei metaboli ti

in vivo (Coulet AS et al., 1998).

Le frazioni subcellulari epatiche: i microsomi

Le frazioni subcellulari sonorappresentateda microsomi, citosol e frazionepost-mitocondriale(S9). Esse

sono preparatea partire da omogenato di fegato, sottoposto ad ultracentrifugazione differenziale per

rimuoverenuclei e mitocondri, permettendo così di otteneredapprima la frazioneS9 e quindi microsomi

(vescicoledel reticoloendoplasmatico)e citosol (Testai, 2001).

I vantaggi delle frazioni subcellulari sono essenzialmente rappresentatidalla loro facile preparazione,la

flessibilità dellecondizioni di incubazione(cofattori, tamponi,pH e temperatura),la disponibilitàillimitata,

la possibilità di produrreelevatequantitàdi metaboliti per l’analisi strutturale,nonchéla mantenutaattività

catalitica degli enzimi farmaco-metabolizzanti. Gli svantaggiinvececomprendono essenzialmentela labilità

di alcuni enzimi che si riscontra durante il procedimento di preparazione, la perdita dell’eterogenicità

cellulare (quandogli organi sonocompostidapiù tipi cellulari) e la limitazionedel metabolismosequenziale,

cheperesserecompletorichiedecofattori multipli o componentisubcellularimultiple.

I dati ottenuti da frazioni subcellulari permettonola comprensionedelle relazioni tra il metabolismo e la

tossicità degli xenobiotici a livello di organibersaglio e di ottenere le informazionidi quale sia la frazione

checontribuiscein maggiorgradoalla loro biotrasformazione,suggerendocosì il modello da utilizzareper

l’ approfondimentodegli studi.

I microsomi in particolare,costituisconoun sistema subcellulare ottenuto medianteultracentrifugazione

(100.000xg) di omogenatodi fegatoin tamponefosfato (0.1 M pH 7.4), che permetteuna purificazione

parzialedelle membranedel reticolo endoplasmatico liscio, le quali sonounite al P450e ad altri enzimi

(Donato e O’Connor, 2004; Machalaet al., 2003). I microsomi epatici in tutte le specie di mammifero

contengono numerosi CYP ed ognuno di essi ha la capacitàdi catalizzaredifferenti tipi di reazioni

(Parkinson, 2001). Proprio perché sono un sistemain vitro ampiamenteutilizzato, in commerciosono

disponibili microsomi provenienti da differenti specie animali, inclusol’uomo (Baranczewski et al., 2006);

spessoquestoMAV rappresenta il primo modelloepatico impiegatonel corsodello sviluppo di un nuovo

farmaco:infatti, la stabilitàmetabolica di unanuovamolecolapuò esserefacilmentestudiata,comeprimo

approccio, tramite incubazionecon microsomi e, successivamente,eseguendol’analisi cromatografiadella
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miscelaottenuta. Questetecniche hannoconsiderevolmentesemplificatoe velocizzato l’identificazione dei

CYP coinvolti nella sintesi di vari metaboliti (Donato, 2004). In merito a questo, l’utilizzazione dei

microsomi,ottenutipartendodaun pool di fegati, permettedi ottenere unavisionegeneraledel metabolismo

di un farmaco indipendentemente dai fattori individuali (età, sesso,razza, fattori dietetici, ambientali,

patologici, ormonali) checoncorronoa modularnel’attività biotrasformativa.All o stessomodo,la possibilità

di averea disposizione vari lotti di microsomiperfettamentecaratterizzati e ognunoottenutoda un unico

fegato,permettelo studio dell’influenza di certi fattori di specialeinteresse,comeadesempioi polimorfismi

genetici (Donatoe O’Connor, 2004).

Il maggiorvantaggio di questoMAV è la suasemplicitànonchéil fatto che possiedeun’elevataattività

biotrasformativa (i microsomi contengono tutti i CYP chemetabolizzanogli xenobiotici edalcuni enzimi di

coniugazione). Questometodorichiede essenzialmentel’uso di un’ultracentrifugae le aliquotedi microsomi

possonoessereconservatea -80°Csenzaperditesignificativedell’attività (Donatoe O’Connor, 2004).

Gli svantaggidi questatecnica invecesonorappresentatidall’impossibilitàdi eseguirestudi di induzione

enzimatica,per i quali inveceè necessario l’utilizzo di sistemi cellulari; la possibilità di eseguire solo studia

breve termine; l’assenza di enzimi di fase II, con l’esclusione delle UGT; la richiesta di cofattori

(essenzialmenteNADPH). Perquestomotivo, questo modellosubcellularenon permettedi realizzarestudi

che richiedono l’utilizz o contemporaneodi più enzimi o compartimenti cellulari, come ad esempio

l’i nduzionee il trasporto intracellulare (Donato e O’Connor,2004).

Le cellule ingegnerizzate

Le cellule ingegnerizzate nell’ ambitodel DM conseguonoalla transfezionedi linee cellulari con particolari

enzimi farmaco-metabolizzanti, in modotaledapermetterel’incrementodell’espressionegenicaspecifica.

La transfezioneha fatto negli ultimi anni grandiprogressi:si è giunti all’impiego di vettori di espressione

virali o di origine plasmidica, comprendenti solo la sequenzarichiestaper l’espressione; inoltre, ora è

possibiletransfettaresequenzialmenteo co-esprimere conunsingolovettorepiù di ungeneall’in ternodi una

stessalinea cellulare (il che permette ad esempio,di ricreare più reazioni appartenentialla stessavia

metabolica).

La scelta dei vettori di espressione rappresentaun punto critico, in primis per la sceltadel tipo di vettore

(virale o nonvirale)e poi per la scelta di unsistemadi espressionetransitoriao definitiva.

I vettori virali risultanoutili quandoci si attendedi ottenerenella lineacellulare target l’espressionein un

gran numerodi cellule; vantaggi di questotipo si possonoottenereanchetramite la transfezione transitoria

conun replicanteautonomoo conun vettore plasmidicoepisomiale; alcunivettori virali sonoutili al fine di

ottenere un’espressionestabile, ma può anche esseremolto diffi cile ottenere,per ogni linea clonale

transfettante stabile, livelli di espressioneparagonabilia quelli ottenibili utilizzandoun vettore plasmidico.

L’ espressionedefinitiva è preferibile ogni qualvolta sia richiesto il mantenimentodi livelli costanti di

espressionenel corso di un lungo periodo di tempo. Gli svantaggidi alcuni vettori virali includono la
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produzione difficoltosa, la necessitàdi virus helper ed un ristretto range di linee cellulari ospiti che

presentinounpatterndi recettoriappropriati.

L’ applicazionedella tecnologia del DNA ricombinante(comead esempio l’utilizzo di linee cellulari che

esprimono i singoli CYP), ha considerevolmente semplificato l’identifi cazione dei citocromi umani

responsabili del metabolismo dei vari xenobiotici: ora è possibile ottenere informazioni sul metabolismodi

molecole in via di sviluppo e sulle interazioni tra farmaci prima dell’avvio dei trials clinici; ciò esita in un

minor costodegli studie metodi eticamentepiù accettabili (Donatoe Castell,2003).

Sono state prodotteda tempo molte linee cellulari cheesprimonostabilmenteunasingola forma di CYP di

mammifero,per test di geno- e citotossicità; inoltre per aumentarela capacità biotrasformativa di alcuni

CYP, è statamessaa punto la co-espressionedello stessoenzimaassiemead altri componentidella catena

monossigenasica,come peresempio la NADPH citocromoc riduttasi. Inoltre,perricostruire l’intero sistema

di attivazione metabolica per alcune sostanze(come le amine eterocicliche), sono state prodotte linee

cellulari che esprimono contemporaneamenteuna forma di CYP e di enzimi di fase II (i.e. N-acetil-

transferasi: SawadaeKamataki, 1998).

Le cellule ingegnerizzatesono utilizzatenegli studi volti all’identificazionedel meccanismobiologico che

sta alla base della differenziazione dei sinusoidi epatici e delle funzioni epatiche,le quali sono persee

riacquistate nel processodi rigenerazione epatica. Inoltre, con l’ausilio di promotori fluorescenti, che

possonoessereattivati da vari stimoli, comefarmaci,tossinee citochine,si potrannostudiare gli effetti di

epatotossicità dei farmaci e delle sostanzetossichepresentinell’ambiente,individuarei potenziali fattori di

crescita per la differenziazioneepatica delle cellule staminali, o seguirela risposta dei tumori alle varie

terapie antitumorali (Nahmiaset al., 2006).

Sono stateingegnerizzatevarielinee cellulari di mammifero,a secondadelloscopodellostudio;tra queste la

linea cellulare AHH-1TK+/- (linfoblasti di tipo B) e le V79, le HepG2 e le Caco2. Altri sistemi

comunementeutilizzati per l’ espressionedegli enzimi biotrasformativi sono i lieviti (principalmente

Saccharomyces cerevisiae) e batteri (Escherichia coli), che superano alcuni degli svantaggi delle linee

cellulari di mammifero(i.e.,la necessità di attrezzatureparticolari, bassi livell i di espressionee la stabilità di

espressionein colturaa lungo termine:Testai, 2001).

Concludendo,i vantaggi di questoMAV sonoi seguenti:l’elevatacapacitàdi crescita,il numeroill imitato di

cellule disponibili, il fatto che possonoesprimereuno o più geni e l’attivi tà enzimaticaaltamentedefinita.

Tra gli svantaggi invece,possiamo annoverareil fatto chenonpossiedonoquantità rilevanti di enzimi e che

sonoutilizzabili soloperscopibenprecisie definiti.
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1.8. I trattamenti illeciti

Il Decreto Legislativo del 16 marzo 2006 n.158, che rappresental’attuazione su scala nazionale della

Direttiva Comunitaria 2003/74/CE, definisce un trattamentoillecito come “l’utilizzazione di sostanze o

prodotti non autorizzati, ovvero di sostanze o prodotti autorizzati, ai fini o a condizioni diversi da quelli

previsti dalledisposizioni vigenti” (art.1, comma3, g).

Le sostanzea cui si riferisceil sopraccitatoDecretoLegislativo sonoelencatenell’allegato II dellaDirettiva

2003/74/CE, modifica della precedenteDirettiva 96/22/CE (concernenteil divieto di utilizzazione di talune

sostanze ad azione ormonica, tireostatica o delle sostanzebeta-agonistenelle produzioni animali) e sono

distintein dueelenchi.

ElencoA:

- tireostatici;

- stilbeni,derivatidellostilbene,e loro sali edesteri.

ElencoB:

- 17β-estradioloe suoiderivati sottoformadi esteri;

- sostanze beta-agoniste.

Per tutte queste sostanze,sempre nel D.L.vo 158/06, si vietano “la somministrazione, mediante qualsiasi

metodo,agli animali d’aziendae agli animali d’acquacoltura” (art.3, comma 1, a) nonchél’immi ssionesul

mercato “ai fini della loro somministrazionea tutte le specieanimali” (art.2, comma 1, a) per le sostanze

appartenenti all’elencoA o “ai fini della loro somministrazionead animali le cui carni e i cui prodotti sono

destinatial consumoumano”(art.2, comma 1, b) perle sostanzeinclusenell’allegatoB.

Allo scopodi garantireil rispetto delle disposizionifin qui descritte,l’Unione Europea,tramitela Direttiva

96/23/CE “concernentele misure di controllo su talunesostanzee sui loro residuinegli animali vivi e nei

loro prodotti”, hasottolineato la necessità di avviaredei piani di sorveglianzaperla ricercadei residuie delle

sostanze “negli animalivivi, nei loro escrementie liquidi biologici, nonchénei tessuti,nei prodotti di origine

animale,negli alimenti per animali e nell’acquadi abbeveraggio”(art.3, comma1). L’attuazionedi questo

proposito,nel territorio nazionale,è rappresentatadal “PianoNazionaleResidui”, coordinato e promossodal

MinisterodellaSalute.

Le modifiche e le disposizioni rispettivamentepropostee contenutenelle Direttive 96/22/CEe 96/23/CE,

nonchéla loro ricezionesuscalanazionale,si sonoresenecessariepergarantire la sicurezza del consumatore

nei confrontidei residui presentinellecarnidi quegli animali cui sianostati somministratiPdC, inclusi anche

i prodotti di origineanimale importati da Paesidovel’utilizzo a scopoauxinicodi moltesostanze comprese

negli elenchiA e B è legalmente autorizzato,comegli USA e il Canada.

Una pubblicazionedel 2002ad operadi Courtheynet al., riporta comeall’interno dell’Unione Europea, a

fronte di una riduzionedel numero di bovini e suini risultati positivi ai controlli per la ricercadi PdC, l’uso

illecito di queste sostanzecostituiscatuttora un serioproblema; ciò si dimostracon l’analisi di preparazioni

illegali sequestrateche contengonosoprattutto steroidi(in particolaregli esteri degli ormoni naturali),beta-
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agonisti e corticosteroidi, che sonodiventati la classedi compostimaggiormenteutilizzata.Perottenereun

miglioramentonell’efficienzadei piani di sorveglianza,si incoraggiasia l’esecuzionedi studi sulla cinetica

ed il metabolismodei PdC in specieanimali target, sia l’organizzazionedei dati relativi ai diversi PdC,

inclusi i lorometaboliti, in un database di riferimento(Courtheynet al., 2002).

Un ostacolo nella lotta all’utili zzo dei trattamentiilleciti è rappresentatodalla diff icoltà nel determinarela

presenzadi residuidi PdCnellematrici biologichechepuòessere ascrittaacausediverse:

- usodi compostichevengonoestensivamentemetabolizzati o i cui metaboliti sianosconosciuti;

- somministrazione,a bassedosi, di composti diversi, appartenentiallo stessogruppo o a gruppi

differenti, cheperòdimostranodi possedereuneffettoaddizionaleo sinergico;

- utilizzodi analoghi sintetici di PdCnoti.

Sono necessarieinfatti metodiche diagnostichesempre più sensibili e specifiche per rivelare questi

trattamenti. I controlli analitici tradizionali, attualmente adottatidagli Stati dell’Unione Europea,sono basati

su metodi chimici e biologici di screening, quali il radio immunoassay, l’enzyme-linked immunoassorbent

assay (ELISA), la cromatografia sustratosottile o high-performance liquid chromatography (HPLC),seguiti

da test di confermamediante gas-cromatografia o cromatografia liquida combinate con spettrometria di

massa.

I risultati sonogeneralmentebuonipermolti anabolizzantidi originesintetica;nel casodegli ormoninaturali

(i.e. TST ed estradiolo)esistono problemi legati al fatto chequestisteroidi sono fisiologicamente prodotti

dall’animalee, ad oggi, non sonostati definiti criteri chepermettanodi distinguere tra origine endogenao

somministrazione esogenadi questiultimi, né esistonosoglieufficiali di concentrazione riconosciutecome

illecite, poichéquesteultime dipendonoin largamisurada sesso,età,alimentazionee variazionistagionali

(Buissonet al., 2005).

Grazie ai continui progressidelle tecniche analitiche,oggi possonoessere rilevateconcentrazioni molto più

bassedelle singolemolecole; d’altra parte,però,semprepiù spessovengonoadottaticocktail di più steroidi a

basseconcentrazioni,in mododaottenereun effettoanabolizzantecumulativo, riducendotuttavia le quantità

dei singoli compostisomministrati.

Considerandoil numero di residuipossibili, l’util izzo dei metodianalitici diretti è spessoin contrastocon i

budget limitati, il numero di campioni e la necessitàdi risposte in tempi rapidi. Recentemente la

CommissioneEuropeahadefinito nuovi criteri di validazioneper la messaa puntodi metodianalitici e per

l’i nterpretazionedeidati ottenuti(Decisione 2002/657/CE).

Alla lucedelledifficoltà sopra descritte,si rendenecessarial’applicazionedi nuove metodicheanalitiche,più

sensibili e specifiche(Nebbia,2005), chenondevonosostituire i testtradizionali:questiultimi infatti devono

rimanerein usoper i controlli ufficiali. Le nuovemetodologiepotrebbero ancheesseredi grandeinteresse

per i disciplinari di produzionedefiniti nel campodelle procedurehazard analysis of critical control points

(HACCP), per garantire la qualità e la salute degli alimenti. Tra questemetodiche, potrebbe essere

annoveratal’individ uazionedi biomarcatorimolecolariindiretti di trattamento,mediantelo studiodei profili

di espressionegenica: tale approccio permetterebbedi evidenziareun potenziale trattamentocon sostanze
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pericolosein assenzadi residui negli animali o nei prodotti derivati e di discriminare un animalesanodauno

trattato.A questoproposito, le nuovetecnologie“ -omics” quali trascrittomicae proteomica,sembranoessere

fra le metodichepiù promettenti, poiché,quandoapplicatea studi di epidemiologia molecolare,permettono

di stimare le variazioniindottedagli xenobioticia livello genicoeproteico.

Le molecolechead oggi sonomaggiormente impiegatea scopoil lecito per l’incrementodelle performance

produttive degli animalisonoi beta-agonisti, gli steroidi sessuali edi corticosteroidi (Courtheyn et al., 2002).

Beta-agonisti

I beta-agonistisonodei compostifarmacologicidi sintesichesolitamentevengono impiegati in allevamento

per il trattamentodi patologie respiratorie per le loro proprietà broncodilatative ed anchecome agenti

tocolitici. Tuttavia,è statoevidenziato chequesticomposti presentanoancheattività lipolitica o dettaanche

di ripartizionedi energia, che viene sfruttata a scopoillecito per diminuire la massa grassaed aumentare

quellamagra(Meyere Rinke,1991): questoeffettoè statodescritto in pollame(Hamanoet al., 1998),bovini

(Hanrahan et al., 1986),ovini (Beermanet al., 1986)esuini (Warrisset al., 1990).

Queste sostanze,simili alle catecolamine endogene,esplicano la propria azione legandosiai recettori di

membranaβ2–adrenergicidei vari distretti dell’organismo. La conseguenzadi tale legameè rappresentata

dall’attivazione dell’enzima adenil-ciclasi e conseguentemente dell’adenosin monofosfato ciclico

intracellularecheprovocai seguentieffetti metabolici:

- lipolisi a livello del tessutoadiposodi rivestimentoconinnalzamentodei livelli sierici di acidi grassi

liberi;

- glicogenolisi a livello epatico e muscolare(muscolostriato);

- secrezionedi insulina(in casodi trattamentia brevetermine)a livello del pancreas,perazionesulle

celluleβ delle isoledel Langerhans;

- rilassamentodellamuscolaturaliscia, soprattutto a livello di utero,tracheae bronchioli.

Non va trascuratainoltre l’affinit à di legamedi questicomposticon i recettoriβ1–adrenergiciche,anchese

inferiore, è comunqueresponsabile di un effetto isotropo, cronotropo e dromotropopositivo a livello

cardiaco.

Nell’impiegoillecito di questesostanzesin dagli inizi degli anni ’80 sembraprimeggiareil clenbuterolo, per

la suaefficacia,la sua facilità di somministrazione(generalmenteper os) edil suorelativamentebrevetempo

di sospensione.Solitamentevengono utilizzati dosaggiapprossimativamenteda 10 a 100 volte la dose

terapeutica,determinandoperciò l’accumulodi residui in diversi tessutie organi,quali peli, retina, fegato,

rene,muscolie milza edil conseguente potenzialerischiodi intossicazionealimentarenell’uomo(Kuiper et

al., 1998). L’associazione dei beta-agonisti con altri PdC come estradiolo e DEX, può influenzarne

l’ef ficacia: la combinazionedei tre composti può aumentare infatti l’ef fetto di ripartizione, mentreil DEX

può alterarel’escrezione dei β-agonisti (diminuendoneil contenutoa livello epatico), influenzando così i

controlli ufficiali: Abrahamet al., 2004; Groot et al., 1998). Purtroppoperòla somministrazionedi cocktail

può ancheaggravaregli effetti anatomici ed istologici normalmentedeterminatidalla somministrazione del



Introduzione

49

solo clenbuterolo (Groot et al., 1998). E’ nota infatti l’azione immunosoppressiva dei corticosteroidi, che

influenzano negativamente la morfologia e la funzionalità del timo, nonchéla capacità degli estrogeni di

influire negativamentesul numerodi timociti (Grootet al., 1998).Lo stessodicasiperle lesioni a caricodelle

gonadie del trattogenitale(Groot et al., 1992).

Steroidi

Gli steroidi sono composti naturali o di sintesi che presentanonella loro molecola, un nucleo comune

tetraciclico di atomi di carbonio (ciclopentanoperidrofenantrene).La sintesi degli steroidi, nella cellula

animale,prendeil via dal colesterolo, che si trovaall’i nterno del reticolo endoplasmaticoliscio della cellula

e viene trasportato nel mitocondriodove,a seguitodel distaccodella catenalateralead operadell’enzima

mitocondriale cytochrome P450 side chain cleavage (Sandersone Van Den Berg, 2003),vienetrasformato

in pregnenolone, cioè nel precursore diretto di tutti gli steroidi. Quest’ult imo, a seguitodi vie biosintetiche

diverse, viene biotrasformato in vari steroidi, a secondadella tipologia di enzimi espressanel tessuto

considerato;ad esempio,nelle surrenali dal pregnenoloneoriginano i corticosteroidi (mineralcorticoidi e

glicocorticoidi), mentre nellegonadi gli ormonisessualisteroidei(androgeni,estrogeni e progesterone: vedi

figura 1.8.1).

Figura 1.8.1: Biosintesi dei principali compostisteroidei.

Gli steroidi sessuali sintetici sono composti che mimano l’attività degli ormoni steroidei naturali, ma

vengono metabolizzati più lentamente; tra questi si annoveranoestradiolo benzoato,TST palmitato,

etinilestradiolo, metil testosterone, 19-nortestosterone o nandrolone, stanozolo, melengestrolo acetato,

trenboloneacetato,dietilstilbestrolo,boldenone.

Colesterolo

Pregnenolone

17OH-Pregnenolone

DHEA Androstenedione

17OH-Progesterone

Androgeni
Estrogeni

Glucocorticoidi

MineralcorticoidiProgesterone
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Androgeni

Gli androgenisono steroidi a 19 atomi di carbonio, che si trovano prevalentementenel maschio: i due

principali compostisono l’androstenedione,chesi forma nella corteccia surrenale,ed il TST, chesi forma

solo nelle gonadi (testicoli e ovaie). Nel maschio,il TST viene prodotto,quasi totalmente, a livello del

testicolo e (meno del 10%) consecutivamente all’ interconversione dell’androstenedioneplasmatico;

quest’ultimoa suavolta vienesintetizzatoper il 60%dalla cortecciasurrenalica, dai testicoli e dal fegato (a

seguitodell’interconversionedel DHEA). Nella femmina, il TST vieneprodottoper il 40% dalla corteccia

del surrene,dalle ovaiee dal fegato(DHEA), e per il 60%dall’androstenedioneplasmatico, chederiva per il

90% dal corticosurrene.La forma attiva delTST, in gradodi legarsi ai recettoricellulari, è il DHT.

Nel testicolo, la maggior partedegli enzimi steroidogeneticisi trova nelle cellule del Leydig; sottol’azione

dell’ormoneluteinizzante(LH) e dell’ ormonefollicolo-stimolante(FSH), il progesterone vieneidrossilatoa

17α-idrossiprogesteronee quest’ultimo, per perdita della catenalaterale e ossidazione in C17 diviene

androstenedione e successivamenteTST, dopo riduzione dello stesso C17. Il TST viene poi secretonel

plasmae trasportatolegatoadunaα-globulina(SHBG, sex hormone binding globulin), chevienesintetizzata

a livello epatico.Sempre nel testicolo, ma nelle cellule del Sertoli, sotto stimolazionedell’FSH, viene

prodotta unaproteina in gradodi legarsiagli androgeni(androgen binding protein) chenemantieneelevata

la concentrazionenei tubuli seminiferi. Il TST può essereconvertito in DHT in molti tessuti: il DHT è

l’ormonemaschile più potente(attività 10 volte maggiore rispettoa quelladel TST) ed agisce legandosiad

un recettorespecifico intracellulare, denominato androgen receptor: la formazionedel complessoormone-

recettorecomporta unatrasformazioneconformazionale del recettore stesso,chelo attiva e lo rende capace

di interagire con specifiche sequenze nucleotidiche del DNA (HRE), andando a modificare (attivare o

reprimere) la trascrizionedei geni associati. 

Il TST è indispensabileper il mantenimento della spermatogenesi,il comportamentosessualee la libido.

Espletaancheun’azione sullo sviluppo corporeo: in molte specie animali, i maschi hanno dimensioni

superiori a quelle delle femmine, fino ad arrivare a dimorfismi evidenti. Infatti, gli androgeni agiscono

sull’ ossificazionedelleepifisi ossee,promuovono lo sviluppodellemassemuscolari e lo sviluppolaringeo e

possiedonounanettaazione anabolizzanteproteica. In particolare, gli androgenideterminanounaumentodel

pesocorporeo,dovutoessenzialmentead un aumentodel depositoproteico a livello cellulare del muscolo,

stimatointornoal 9% edunadiminuzionedel grassocorporeodi circail 32%(Chooet al., 1991).Decisivo è

ancheil ruolo nella differenziazione del comportamento sessuale e nello sviluppo dei caratteri sessuali

secondari.

Il DHEA è un ormone steroideonaturalesecretodallacorteccia surrenale.E’ un precursoreendogenodegli

steroidi poiché, in vivo, può essereconvertito in diversi composti,ivi compresiil TST (di cui è diretto

precursore), l’androstenedione,l’androstenediolo o l’estradiolo(Grifin e Ojeda,2004).

Il DHEA vienesintetizzatoa partire dal colesterolograzieall’azionedi dueenzimi,entrambiappartenenti al

sistema enzimatico del CYP. La conversione del colesterolo in pregnenoloneè mediata dall’enzima
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CYP11A1,chesi trova nei mitocondri; il successivopassaggio, da pregnenolonea DHEA richiede la duplice

attività 17α-idrossilasicae 17,20-liasicadel CYP17,chesi trovanel reticolo endoplasmatico. Inoltre il flusso

di colesterolonella via biosinteticasottostàalla regolazionedi unaparticolare proteinadefinita steroidogenic

acute regulatory protein (Auchus, 2004). Subisce solfatazione per mezzo della DHEA-ST (DHEA

solfotransferasi)peressereconvertito in DHEA-S,più idrofobicoe più faciledatrasportare (Falany,1997).

Il DHEA è un compostoendogenochepuò promuoverela proliferazionedei perossisomi a livello epatico

nonché indurre la trascrizione di geni coinvolti nel metabolismo dei lipidi e nella β-ossidazione dei

perossisomi stessi, attraversoPPAR.

A seguito di somministrazioni in dosi elevate, il DHEA può provocarelesioni non solo a livello epatico

(carcinoma)maanche,più genericamente, a livello cellulare(i.e., apoptosi); è statoinfatti dimostratocheil

DHEA provocaapoptosi ed inducefenomeniperossidativiin fegato,renee cuoredi ratto (Correaet al.,

2003),inibiscela proliferazionecellularee la respirazionemitocondriale,quest’ultima sia in vivo, sia in vitro

(Yang et al., 2002).Comparandoil profilo di espressionegenica,il DHEA esercitaun effetto sovrapponibile

a quello del DHT, la forma biologicamenteattiva del TST, e per questa ragioneviene consideratosenza

dubbiounanabolizzante(Labrie et al., 2006).

Nell’uomo, la concentrazioneplasmaticadi DHEA diminuisce gradualmentedopo la pubertà; tuttavia,

recentemente, oltre all’intrinsecaazione androgenica, medianteesperimentiin vivo ed in vitro, sonostati

scoperti gli effetti del DHEA sull’invecchiamento(Baulieauet al., 2000;Morales et al., 1998), sul sistema

immunitario, sull’obesità (effetti anti-obesità, grazie alla conversionein TST a livello del testicolo:

Taniguchi et al., 1995), sul metabolismolipidico, aterosclerosi, diabetemellito, memoria,osteoporosi ed

effetti anti-stress favorendo l’inibizione del rilascio di catecolamine(Liu e Wang, 2004). Tali effetti si

manifestano attraversotre meccanismi d’azionealternativi:diretto, medianteun recettore specifico, sul gene

target; indiretto, medianteconversione enzimaticadel DHEA in TST ed estradiolo nei tessuti periferici e

successivo legamea recettori per gli androgenie per gli estrogeni; mediantealterazioni delle funzioni

cellulari dopolegamead alcunemacromolecoleproteiche,graziealle caratteristiche idrofobichedel DHEA

(Nawata et al., 2002).

Il boldenone(androsta-1,4-diene-17 β-ol-3-one), chiamato anche 1-deidrotestosteroneo 17β-boldenone

(17β-bol) è unosteroidedi sintesi conattività androgenica chedifferiscedal TST solamenteper la presenza

di un doppio legamein posizione 1. E’ stato sintetizzatoper la prima volta nel 1956 e ottenutodalla

deidrogenazionedel TST con idrossido di selenio (Meystre et al., 1956). Tra gli steroidi strettamente

correlati al 17β-bol e e al TST si annoveranol’ epimero del 17β-bol, il 17α-boldenone (17α-bol),

l’androstadienedione (androsta-1,4-diene-3,17-dione), noto anche col nome di boldione (ADD) e

l’androstenedione(androsta-4-ene-3,17-dione).

Nell’uomo l’ADD è il diretto precursore di 17β-bol (De Brabanderet al., 2004; Draisci et al., 2003) e

l’enzima checatalizzala conversioneè la 17β-idrossisteroidodeidrogenasi.Lo stessoenzimaè presentenel

bovino, pertantosi ritiene che il 17β-bol possaessere il prodotto della conversionemetabolica di ADD,
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anchein questaspecie(Juarez-Oropeizaet al., 1995).L’utilizzo di 17β-bol, di esteri del 17β-bol (adesempio

gli esteri undecilinati) e di ADD, negli animalidaredditoè vietatoall’i nternodell’UnioneEuropea. Tuttavia

questesostanze,oltre ad essere impiegate dall’uomo, possonoesseresomministratea scopo illecito nel

bovino comePdCe nei cavalli da corsaper aumentare le performance sportive. Gli esteridel 17β-bol sono

idrolizzati a 17β-bol a seguito di somministrazione intramuscolare(Van Pouckee Van Peteghem,2002); il

17α-bol è consideratoil principalemetabolita del 17β-bol nelleurinedi equini e di bovini edè statotrovato

insieme all’ADD e al 17β-bol in urinebovine,a seguitodi trattamento illecito conboldenoneo i suoiesteri

(Van Puymbroeck et al., 1998b). Tali metaboliti vengonoescretinelle urine in forma coniugata, come

glucuronati(Merlantiet al., 2007).

In unostudio effettuatonel 2003eseguitonel vitello a carnebiancadi 1-3 mesidi età, è statodeterminatoil

profilo residualeurinario a seguito di trattamentocon17β-bol, i suoi esteri,ADD, o ancora, un’associazione

di 17β-bol e ADD: tutti i campioni sono risultati semprepositivi per 17α-bol, 17β-bol e ADD, ed il

metabolita più rappresentatoè risultato esseresempre il 17α-bol. Laddovel’ADD veniva somministratoda

solo, o in associazionecon il 17β-bol, aumentavala concentrazione di 17α-bol e 17β-bol nelle urine,

dimostrandocosì la naturadi precursoredell ’ADD . Pertantoquesti tre metaboliti sonostatidefiniti marker di

trattamentoillecito (Poelmanset al., 2003). Esistono inoltre tesicontrastantisulla possibileorigine endogena

del 17β-bol o sulla conversione, mediatadamicrorganismi, di fitosteroli introdotti conla dieta.

Istologicamenteil 17β-bol puòportarea degenerazione dell’epitelio germinaledel testicolo, ipersecrezionee

formazione di cisti nellaprostata e nelleghiandole bulbouretrali:questelesioni sonoperaltroreversibili e la

loro gravità si riducenel tempo;quindi il loro ritrovamentoe la gravitàdelle lesioni riscontrabil i al macello

varianoin funzionedel tempotrascorsodall’ultimo trattamento(Groote Biolatti, 2004).

Il 17β-bol è classificato dall’Agenzia Internazionaleper la Ricerca sul Cancro come un probabile

cancerogenonell’uomo, con un indice di cancerogenicitàpiù alto di quello di altri androgeniquali

nandrolone,stanozoloe clostebolo (De Brabanderet al., 2004);in merito a ciò, il 17α-bol sembra giocareun

ruolo nellosviluppodi carcinomi alla prostata(Baischet al., 1998).

Estrogeni

Il 17β-estradiolo(E2) e l’estrone sonoi principali estrogeni presentirispettivamentenegli animali nongravidi

e gravidi; vengonoprodotti principalmentea livello ovarico, sotto il controllo dellegonadotropineipofisarie.

L’ LH stimola le cellule tecalidel folli colo a secernereTST, il quale vienesuccessivamenteconvertito adE2

nelle cellule della granulosa, sotto influenzadell’FSH (Kaltenbache Dunn, 1984). In misura inferiore la

sintesidegli estrogeni può avvenire anchea livello di feto e placenta(Schuler et al., 2006) nonchénella

cortecciasurrenalica(Weng et al., 2007).

Gli androgeni(essenzialmente il TST) vengonoconvertiti ad estrogeniper azionedell’aromatasi (CYP19),

un enzima appartenentealla famiglia del CYP che,a livello ovarico, testicolare e placentare,catalizza le

reazioni di rimozione del gruppo metilico in C19 e di aromatizzazionedell’anello A dello steroide
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(Sandersone Van Den Berg, 2003). L’aromatasiè espressaanchein alcuni tessuti non steroidogenici quali

fegato,tessutoadiposoe sistemanervosocentrale(You, 2004).

Essendomolecolelipofile, gli estrogeni diffondonopassivamente attraversole membranecellulari ma, una

volta entrati nel circolo ematico,il loro trasporto richiedeil legamecon alcuneproteineplasmatiche,tra le

quali la SHBP(dotata di più elevataaffinità) e l’albumina.Solo la frazione circolantelibera degli steroidi,

non legataa proteine, rappresenta quellabiologicamente attiva(You, 2004).

Il meccanismod’azionedi basedegli estrogeni è lo stessodi quello degli androgenie prevedel’interazione

diretta tra l’ormone (ligando) e specifici recettori per gli estrogeni (ER) presenti nelle cellule target

(Akingbemi,2005)e la successiva modulazionedellatrascrizionedi specifici geni target.

Esistonodue ER, ERα e ERβ, che non sonoisoformeuno dell’altro ma sonoil prodotto di geni distinti

collocatisu cromosomi separati; ERα e ERβ formanoomodimeri e eterodimeri chehannoaffinità simile per

E2 manonper altri ligandi (Mutembeiet al., 2005).C’è unanotevolespecificità tissutalenell’espressionedei

due recettori; infatti, ERα è la forma dominantee si trova in utero, fegato, tessutoadiposo, muscolo

scheletrico, ipofisi e ipotalamo, mentre ERβ si trovaprevalentementein prostata, ovaioed in alcuneregioni

del cervello(O’Donnel et al., 2001).

Il ruolo primario degli estrogeni è da sempreconsideratoquello di garantire la funzionalitàe lo sviluppo

dell’apparatoriproduttore femminile; in particolare,questiormoni sonoresponsabilidell’accrescimentodelle

ghiandoleendometriali e dei dotti della ghiandola mammaria; delle modificazioni istologichedell’epitelio

vaginale duranteil ciclo estrale;della regolazionedellasecrezionedellegonadotropine,fra cui il rilasciopre-

ovulatorio dell’LH, e del rilascio della prostaglandina F2-alpha (PGF2α) da parte dell’utero (Stabenfeldt,

2002). Tra gli altri effetti che concernonola riproduzionesi annoveranol’induzione delle manifestazioni

comportamentalitipichedell’estro nella femminae, in parte, anchenel maschio(Ball e Balthazart,2004).Gli

estrogenisvolgono funzioni importanti anchea livello testicolare, dal momentoche vengonosintetizzati

nelle cellule del Sertoli, sotto lo stimolo delle gonadotropine, secondoun meccanismo di regolazione

endocrinasimile a quello della femmina. Diversi studi hannodimostrato che, nel topo, la delezionedei geni

codificanti aromatasi e ER interferisce negativamentecon la spermatogenesie la steroidogenesi(Akingbemi,

2005).

Gli effetti aggiuntivi non strettamente attinenti alla riproduzione includono l’ossificazione e l’effetto

anabolizzanteacaricodelle proteine (Parikka et al., 2005).

I farmaci ad attività estrogenica impiegati nel bovino sono per lo più costituiti da esteri sintetici

dell’estradiolo, quali l’estradiolo benzoato, il valeratoed il p-idrossibenzoato. Dopo somministrazione per

via parenterale, tali esteri vengono rapidamente assorbiti, convertiti in estradiolo tramite idrolisi,

metabolizzatiedescreti, in manieraanaloga all’ormonenaturale.Nei ruminanti,il metabolitaprincipaleè il

17α-estradiolo, la cui escrezione avvieneper via biliare e fecale(>75%: EMEA, CVMP-oestradiol, 1999).

Nell’ambito della medicina veterinaria, l’uso terapeuticodegli estrogeni negli animali destinati alla

produzione di alimenti per l’uomo, è regolamentatodal D.L.vo 158/06cheprevededuederoghe rispetto al

divieto di utilizzazionedellesostanze adazioneormonica,tireostaticae delle sostanze beta-agoniste(art.2e
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art.3): in taledecretosi affermacheè possibilela somministrazionedi medicinaliveterinari contenenti E2 e/o

suoi derivati sottoforma di esteri“per il trattamentodi macerazioneo mummif icazione fetaledei bovini o

della piometraper i bovini” (art.4, comma1, d) oppure per “l’induzione dell’ estro nei bovini, negli equini,

negli ovini e nei caprini, fino al 14 ottobre 2006” (art.5,comma1, c). Attualmente,quindi, l’unico utilizzo

consentitoè quellocontemplato dall’articolo 4.

Cometutti gli ormoni sessualisteroidei utilizzati comePdC,gli estrogenistimolanol’accrescimentotramite

un’azione diretta sulle cellule muscolari, in particolare medianteuna modulazione della trascrizionedi

specifici geni che esita in un incremento della sintesi proteicae nell’aumento del volume delle masse

muscolari(Schmidely, 1993). La capacitàdegli estrogenidi promuoverela crescita varia tra lo 0% e il 20%,

in quanto strettamentedipendente da diversi parametri quali specie, razza,sesso, età, stato riproduttivo e

regime alimentaredell ’animale oggetto di trattamento(Meyer, 2001). L’E2 manifesta un ulteriore effetto

auxinico, che consegue alla sua azione indiretta di modificazione dell’attività di ormoni coinvolti nei

meccanismi di regolazionedella crescita, quali l’ormonedella crescita (GH) e l’insulin-like growth factor I

(IGF-I). L’interazione tra gli estrogeni e l’ipofi si anteriore è classicamenteconsideratocomeil principale

meccanismo responsabiledella loro azioneanabolizzante;infatti, bovini da carne trattati con estrogenio

compostiestrogeno-simili nella fasedi finissaggiohannoevidenziato,rispetto ai soggetti di controllo, un

incrementodel pesodell’ ipofisi, delle dimensioni e del numero delle cellule acidofile (responsabili della

produzionee dellasecrezionedel GH) e conseguentemente,delleconcentrazioniplasmatichedi GH (Grif fin,

1999). Uno studio di Kamanga-Sollo et al. (2004), in cui colture cellulari primarie ottenutedal muscolo

semimembranosodi bovino sono state incubate con E2, hanno evidenziatoun aumentodei profili di

espressionegenicadell’IGF-I, di ERα e dell’IGF binding-protein 3.

Nei Paesi in cui l’uso di questi composti è consentito,la somministrazioneavviene tramite impianti

sottocutanei (inseriti nel sottocutedell’orecchioedin prossimitàdei vasivenosidi maggior calibro).

Teoricamente,la massimaassunzionegiornaliera(Total Maximum Daily Intake, TMDI) di E2 è pari a 4.3ng;

questodato consegueal fatto che estrogenie/o loro metaboliti sononormalmente presenti negli alimenti di

origine animale,in quantità che variano a secondadi specie, sesso,età, alimentazione e statofisiologico

dell’animaledi origine.E’ stato dimostratocheconseguentemente all’uso di PdCa basedi E2, la TMDI può

aumentaredi un fattoreparia 4.6(Daxenbergeret al., 2001).

Questi ormoni palesano un effetto cancerogenetico, provocandoneoplasie alle ghiandole mammaria ed

endometriali,in quantostimolanola proliferazionetissutalee si comportanocomepro-cancerogeni in grado

di indurregenotossicità (Tsuchiya et al., 2005); nello specifico sembrachealcuni metabolitidegli estrogeni

(in particolare i catecolestrogeni), dopo ossidazionee la formazionedi chinoni e semichinoni,possano

interagirecon il DNA, determinandola formazionedelle mutazioni responsabilidella comparsadel tumore

mammario(Zhanget al., 2007).



Introduzione

55

Glucocorticoidi

I glucocorticoidi sono ormoni steroidei prodotti nella zona fascicolata della corteccia surrenale,

consecutivamente all’attivazionedell’asseipotalamo-ipofisi-surrene.Taleattivazionerichiede l’increzione,a

livello ipotalamico,del fattore di rilascio della corticotropina(CRH) e, a posteriori,il rilascio dell’ormone

adrenocorticotropo (ACTH) da parte dell’ipofisi anteriore, il cui target è rappresentatodalla corteccia del

surrene.I glucocorticoidi intervengonoin questomeccanismodi controllo, stabilendoun feedback negativo;

in particolare, inibisconol’ espressione (a livello genico)e l’ increzione del CRH a livello ipotalamico ed

interferisconoconl’ increzionedi ACTH a livello dell’ipofi si (Vegiopoulose Herzig,2007).

I principali glucocorticoidinaturali sonoil cortisolo, il cortisonee l’ 11-deidrocorticosterone.

Questi ormoni esplicanole loro principali funzioni grazie all’ interazione con uno specifico recettore

citoplasmatico, il GR. Il legame tra il ligando ed il recettoreprovocala conversionedi quest’ultimodalla

forma inattiva a quella attiva, per esposizionedel sito di legamecon il DNA del recettorestesso, che

conseguealla sua dissociazione dalla heat shock protein 90 (HSP-90). Nella forma attiva, il complesso

ormone-recettore può entrarenel nucleo, legarsial DNA e, quindi, regolarela trascrizione di geni target

(Derendorfe Hochhaus,1995).

Gli effetti ormonali che derivano dai suddetti fenomenirichiedonotempi prolungati prima di palesarsi,in

quanto conseguenti ad una sintesi ex novo di RNA e, quindi, di proteine. Parallelamente a questo

meccanismo d’azione i glucocorticoidi, analogamentead altri ormoni steroidei,ne possiedonoun secondo,

più rapidoe non di natura genica attraverso il qualeinfluenzano la concentrazione di alcuni ioni a livello

intracellulare(Scheller e Sekeris, 2003).

I glucocorticoidi modulano fisiologicamente il metabolismoglucidico,protidico e lipidico.A livello epatico,

il cortisolo stimola la deposizione di glicogenoe attiva la gluconeogenesi, graziead un incrementodella

trascrizione di enzimi come la glucosio-6-fosfatasi e la fosfoenolpiruvato carbossichinasi (The Merck

VeterinaryManual,2007); infatti, studi condotti su topi knock out per GR, hannoevidenziato una down-

regulation dei genicodificanti gli enzimi gluconeogenetici (Opherket al., 2004).

Nei tessuti periferici questi ormoni stimolanoda un lato il catabolismo proteico e la lipolisi, rilasciando

glicerolo ed aminoacidi, che fungono da substrati per la gluconeogenesi; dall’altro, inducono insulino-

resistenza,soprattuttonel muscolo e nel tessuto adiposo, determinandola comparsadi uno stato di

iperglicemia(TheMerck Veterinary Manual,2007).Gli effetti metabolicidei glucocorticoidi si manifestano

prevalentemente negli animali stressati,con deficit di insulina o a digiuno, e non in soggetti alimentati

correttamente(Dickson,2002).

I glucocorticoidi manifestanoancheun’importanteazioneantinfiammatoria:infatti, aumentanola produzione

di proteine comela lipocortina, che inibisce l’enzima fosfolipasi A2 (responsabile della sintesi dell’acido

arachidonico)e quindi, indirettamente,diminuisconola produzionedi prostaglandinee leucotrieni. Inoltre,

intervenendo a monte del processoinfiammatorio, interferiscono negativamente nella produzione di altri

mediatori (cicloossigenasi,citochine, istamina,interleuchineed enzimi come le collagenasi:The Merck

VeterinaryManual,2007).
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Durante le flogosi acute, i glucocorticoidi diminuiscono la permeabilità vascolare ed inibiscono la

migrazionedei leucociti polimorfonucleati nei tessuti; sopprimonol’ immunità cellulo-mediatainducendo

l’apoptosi dellecellulelinfoidi, inibendol’espansioneclonaledei linfociti T e B nonchériducendoil numero

di eosinofili, basofili e monociti circolanti. Nelle fasi finali del processoinfiammatorio interferisconocon

l’attività dei linfoblasti, ritardando i normali processidi cicatrizzazionetissutale(The Merck Veterinary

Manual, 2007). In aggiunta,questi ormoni influisconosui meccanismidi assorbimento del glucosioe del

calcio a livello gastroenterico (Van Cromphautet al., 2007); hanno un effetto luteoprotettivo,poiché

inibiscono selettivamentela produzionedella PGF2α a livello endometriale(Lee et al., 2007); inducono

polidipsia e poliuria, aumentandola filt razioneglomerularee potenziando l’azionecentraledell’aldosterone

e dell’angiotensinaII.

Tutti i corticosteroididi sintesiutili zzati a scopoterapeutico possiedonouna strutturamolecolarecon 21

atomi di carbonio,analoga a quella del cortisolo, e sono stati prodotti con lo scopodi incrementarele

proprietà antinfiammatorie e metaboliche del compostooriginario nonché per aumentarnel’affinità di

legamecon le proteine e, quindi, la duratad’azione(TheMerck Veterinary Manual, 2007).Il potenziamento

dell’effetto glucocorticoide dei corticosteroidi sintetici si ottienemedianteformazionedi un doppiolegame

in posizione 1 e 2, l’i drossilazione o la metilazione dell’atomo di carbonio in posizione 16 oppure

l’alogenazionedi quelli in posizione6 e/o9 (Courtheynet al., 2002).

I principali glucocorticoidi di sintesi sonoprednisone,prednisolone,betametasone,DEX e flucortisolo. In

particolare,il DEX è un potente corticosteroideche presentaun’elevataaffinità per il GR e che, dopo

somministrazionepervia orale,vienebenassorbito conunabiodisponibilitàpari a circa l’80%. I suoiesteri

(i.e. fosfato e succinato), essendoidrosolubili, raggiungonola concentrazionemassima in circolo dopo 10

minuti dallasomministrazionepervia endovenosa(Derendorfe Hochhaus, 1995).In tutte le specie,il DEX,

per essere eliminato, viene dapprima idrossilato in posizione 6β e quindi eliminato con le urine e le feci

(EMEA, CVMP-dexamethasone,2004).

Le indicazioni terapeutiche sono molteplici e richiedono, in generale, trattamenti locali o sistemici. In

particolare, le specialità medicinali contenentiDEX vengono impiegate per il trattamento di processi

infiammatori (artriti, borsiti, tendiniti , tenosinoviti, periartriti), chetosiprimarie, paresi puerperali atipiche,

enfisemapolmonare,sindromi allergiche, affezioni cutanee,malattie degli edemi dei suinetti, stress (da

cattura, da trasporto, da modificazione dei gruppi e dei regimi alimentari, climatici, da trattamenti

antiparassitarie vaccinazioni) e per gli stati di shock di genesie natura diversi (Dizionario del Medicinale

Veterinario,2003).

La somministrazione di elevate dosi di glucocorticoidi di sintesi agli animali provoca una riduzione

dell’accrescimentoed atrofia muscolare. L’induzione del catabolismo, a livello muscolare,è giustificato

dall’incrementodel fabbisognodi substrati gluconeogeneticinonchédi energia chesi riscontrain condizioni

di stress,quali periodi di digiuno prolungato,presenzadi processiinfettivi o neoplastici. Il tessuto muscolare

costituisceinfatti il 40%della massacorporeatotalee quindi, rappresentaun’importantefontedi aminoacidi

per la sintesi proteica e la produzione energeticanell’animale. Inoltre, la capacitàdei glucocorticoidi di
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inibire l’utilizzazione del glucosio a livello muscolareaumentaindirettamentele concentrazionidello stesso

in altri tessuticomecervello, sistemaimmunitarioe tessutotumorale(Vegiopoulose Herzig, 2007).

Studi condotti su ratti adrenalectomizzati hanno dimostrato che la somministrazione esogena di

corticosterone,seil trattamentoavvieneconundosaggiosimile a quellofisiologico,nonmodificala capacità

di accrescimentodei roditori; quindi, solo in presenzadi concentrazioniplasmatiche dello steroide

sovrapponibili a quelleriscontrate negli stati di stress,aumentail catabolismoproteicoe conseguentemente,

viene inibita la crescita(Young, 1980).

Inoltre, studi successivi, hannoevidenziatocomela somministrazionedi DEX negli animali da reddito e a

dosaggi ridotti, subterapeutici, aumenti l’ingestionedi alimento e conseguentementeil peso corporeo,

diminuiscagli indici di conversionee la ritenzioneazotata,aumentila ritenzionedi acquaedinfine limiti la

deposizionedi grasso(Istasseet al., 1989).

Conseguentemente, questi ormoni, utilizzati singolarmentee a bassedosi, sonoi compostiattualmentepiù

sfruttati in Europaperottenereillegalmenteun miglioramentodelleperformances produttive degli animali in

allevamento.In origine invece,i glucocorticoidisi usavanoin associazionecon i beta-agonisti e gli steroidi

sessuali, per impedire la down-regulation dei recettori o per interferire sulla qualità della carne,

aumentandoneil contenuto di acqua (Courtheyn et al., 2002); la presenzadei glucocorticoidi nelle

preparazioni illegali contenenti beta-agonisti e stroidi sessuali sembrainfatti aumentarel’effettoripartitivo e

anabolizzantedi questiultimi (Abraham et al., 2004),in particolareimpedendounadiminuzionedel numero

di recettori β-adrenergici, nonchéalterando l’escrezione degli stessi beta-agonisti (Groot et al., 1998;

Abrahamet al., 2004).

Il DEX e gli altri corticosteroidi non possonoesseresomministrati a scopoauxinicoagli animali da reddito

all’interno del territorio dell’UnioneEuropea, masonoinveceampiamentesfruttati in campoterapeuticoper

le loro proprietàantinfiammatorie; sonostati perciò stabiliti per questesostanze,dei tempi di sospensione,

pari a 60 giorni per la carnedi bovini trattati con DEX nonchédei limiti massimi residuali (LMR), stabili ti

dal Regolamento 2377/90/CE.

La tabella 1.8.1 riporta i valori di riferimento dei LMR per il latte ed altre matrici alimentari in diverse

specie.

Principio attivo Specie animale Tessuto LMR (µg/kg)

Desametazone Bovino

Suino

Equino

Muscolo

Fegato

Rene

0.75

2.0

0.75

Bovino Latte 0.3

Tabella 1.8.1: Limiti massimiresiduali(LMR) rinvenibili nel latte ed in altre matrici alimentari in animali apparteneti
alle speciebovina,suineed equina.
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1.9. Tecniche bio-molecolari

Clonaggio

I progressinelletecnicheusateper manipolare gli acidi nucleici in vitro hannoaumentatoconsiderevolmente

la comprensione della struttura e della funzione dei geni a livello molecolare. Inoltre, questetecniche

possonoessereusatepermodificare il genomadi un organismo(ingegneria genetica),adesempiopercreare

un batterio capacedi sintetizzareunaproteinaestranea.I metodisonospessochiamati“tecnologiadel DNA

ricombinante”perchécomportanola creazionedi nuovecombinazionidi DNA (cioèDNA ricombinante)in

condizioni controllatedi laboratorio.

In generalequestemetodicheprevedonoi seguenti passaggi:

- l’isolamentodella sequenzadi DNA (gene)di interessedal genomadi un organismoo da una

libreria di geni:ciò comportain genere la purif icazionedel DNA seguita dadigestioneenzimaticao

frammentazionemeccanicaperliberare la sequenzabersagliodi DNA;

- creazionedi unamolecolaartificialedi DNA ricombinantemedianteinserzionedel gene(oggetto di

studio) in una molecoladi DNA capacedi replicarsi in una cellula ospite, cioè un “vettore di

clonaggio”: tra i vettori di clonaggio adatti alle cellule batterichesi annoveranoi plasmidi ed i

batteriofagi;

- introduzionedella molecoladi DNA ricombinantein un ospiteadatto,ad esempioE. coli: questo

processoviene definito trasformazione,quandosi usaun plasmide, o trasfezione,nel casodi un

vettorevirale ricombinante;

- selezione e crescita della cellula trasformata(o trasfettata) usandole tecnichedi coltura cellulare:

poiché unasingola cellula ospitetrasformata può esserefatta crescereper dareun clonedi cellule

geneticamenteidentiche,ciascuna delle quali porta il genedi interesse,la tecnicaè spessochiamata

“clonazionedel gene” o “clonazione molecolare”(Reedet al., 2002).

Passiamooraa descriverepiù nel dettaglio ciascunadelle fasisopraenunciate.

Perottenerela purificazione del DNA plasmidicoda cellule batteriche per il clonaggio, è necessarioprima

digerire la paretecellulare, poi solubilizzarele membranecellulari e denaturareparzialmentele proteine,far

aggregare il DNA cromosomico, purificare chimicamentela soluzione(di solito si usa una soluzione di

fenolo/cloroformio) ed infine far precipitare il DNA con una soluzione etanolo:acqua al 70% (v/v).

Successivamente deveessere preparato il DNA daclonare.

Per produrre frammenti lineari di DNA con “estremità appiccicose” a singolo filamento (necessarieper

l’i nserimentonel vettore plasmidico)si possonousarele endonucleasidi restrizione: la maggior partedelle

preparazioni commerciali di questi enzimi taglia completamenteun campionedi DNA producendodei

frammentidi DNA entro un’ora a 37°C. La predizione della posizione dei singoli siti di restrizionepuò

essereusataper creareuna mappadi restrizionediagnosticaper una molecoladi DNA ed ancheper un

vettoreplasmidico di clonaggio, comeriportatoin figura1.9.1.
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Figura 1.9.1: Rappresentazioneschematicadel vettorepCR®2.1-TOPO®(Invitrogen)conla sequenzacodificanteper il
genelacZ, con i siti di restrizionee la regione in cui viene inserito il genedaclonare(in questo caso prodottomediante
PCR); si possono inoltrenotare i genicodificanti perla resistenza agli antibiotici ampicillinae kanamicina.

Un’ulteriorecaratteristica importanteè che, in condizioni appropriate,dueframmenti qualunquetagliati con

lo stessoenzimapossonoappaiarsi in seguitoa formazionedi ponti idrogenofra singolebasiall’interno di

questaregione,il chepermettedi unirli insiemeindipendentemente dalla provenienza dei dueframmenti di

restrizione. Per costruire poi una molecola di DNA ricombinante,deveesserelegatoun vettoreadattoal

frammentodi DNA daclonare: ciò viene effettuatoutili zzandoun enzima microbico,la DNA ligasi: questo

enzima ATP-dipendenteè capace di formarelegami fosfodiesterecovalentifra molecoledi DNA appaiate.

La legaturadi solitosi eseguea temperature più basse(perfavorire l’appaiamento) e perunperiododi tempo

di parecchieore(perpermettereall’enzima di operare: vedi figura1.9.2).

Figura 1.9.2: (a) Restrizionedi DNA plasmidicoed estraneoconl’endonucleasiHindIII; (b) Appaiamento e legaturadi
DNA plasmidico e bersaglio per dare origine ad un plasmide ricombinante che conferisce resistenzasoltanto ad
ampicillina, in quanto il DNA bersaglio è stato inserito all’ internodel gene tet (conferisce resistenzaalla tetraciclina),
cheoraè discontinuoe inattivo (Reedet al., 2002).

a b
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Quandosi deveselezionare un vettoreadatto,tra plasmidi,fagi, cosmidiedaltri, è necessario considerarele

seguenticaratteristiche:

- la facilità di purificazione: sono stati sviluppati infatti procedimenti affidabili che permettono

l’estrazionee la purificazionedi DNA plasmidicodacellulebatteriche;

- l’efficienzadi inserzionedel vettore ricombinante in unanuovacellulaospite;

- la presenzadi copiesingoledi siti di restrizioneadatti;

- la presenzadi marker selezionabili,come genidi resistenzaadantibiotici o “geni reporter”;

- le dimensionidell’ insertodi DNA daclonare;

- il numerodi copie del vettore nella cellulaospite.

I vettori di clonaggiobattericipiù semplicisonoquelli basatisupiccoli plasmidi, molecolecircolari di DNA,

capaci di replicare autonomamente all’ interno di una cellula batterica. Uno dei primi vettori di clonaggio

sviluppato per E. coli è statoBR322, un plasmideingegnerizzatogeneticamentedi 4.4 kb che conteneva

un’origine di replicazione,duegeni di resistenzaagli antibiotici e siti singoli per unagammadi enzimi di

restrizione. Successivamentesono stati sviluppati altri vettori plasmidici, con caratteristiche ulteriori: per

esempioi plasmidi della serie pUC sonooggi largamenteusatiper la trasformazionedi E. coli, perché hanno

sui tipi precedenti i seguentivantaggi:

- alto numerodi copie: in unacellula batterica possonoesserepresentimigliaia di copiedel plasmide,

il chedeterminaunamaggioreresadi DNA plasmidico;

- selezionedei ricombinanti in unsingolo passaggiousandoil genelacZ;

- raggruppamentodi siti di restrizioneall’internodi unabreveregionedel genelacZ: la restrizionecon

due enzimi(doppiadigestione)tagliaun piccolo frammentodaquesto “sito multiplo di clonaggio” o

“polilynker”, producendoun plasmide tagliato con due estremitàappiccicosediverse(ad esempio

EcoRI ad un’estremitàe HindIII all’altra), il chepermettedi legarein un particolare orientamento

frammenticomplementaridi DNA bersaglio(“clonaggiodirezionale”).

I vettori fagici invecepossonooffrire diversi vantaggirispetto ai vettori plasmidici:sonostati ingegnerizzati

per accettare grossi frammenti di DNA estraneo,anchepiù di 10 kb, mentrei plasmidi funzionano con

frammentidi 1-2 kb; sfruttano un meccanismomolto simile alla trasduzione fagica per inserire il DNA

estraneonella cellula ospite. Dal fago λ di E. coli sonostati sviluppatidiversi vettori, per esempioλZAPII,

un vettore di inserzione capacedi accettarefino a 10 kb di DNA aggiuntivochepossiedeil genelacZ e un

sito di clonaggio multiplo per la selezione.La maggior partedei vettori basatisul λ sono fagi virulenti,

rilasciati per lisi dalla cellula infettata alla fine della fase di replicazione:questi vettori vengonoclonati

usando tecniche standardper i fagi; in alcuni casi invecesi deveusare un secondofago (un fago helper)

insieme al vettore, per svolgere alcune delle funzioni tolte al genoma del vettore, ad esempio

confezionamento del fago e funzioni di assemblaggio(Reedet al., 2002).

I vettori cosmidici contengonole sequenzeterminali coesivea singolo fil amentodel fago λ (cosiddetti siti

“cos”) inseriti in un vettore di clonaggio plasmidico.Essipossonoessereusatiper clonarefino a 40 kb di

DNA estraneo,usandoi siti cosperpermettereil confezionamentoin vitro nell’involucrodel fagoλ.
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Altri vettori ibridi sono stati prodotti mediantefusionedi un fagoconun vettore plasmidico: questipossono

esseremanipolati in laboratorio comeplasmidi per la facilità dell’inserzionedi DNA o convertiti in forma

articolatasimilfagicaperla facilità di conservazione.

Una volta cheè stato prodotto in vitro un vettorericombinante,questodeve essereintrodottoin unacellula

ospite adatta.I vettori fagici confezionati hannoun proprio meccanismodi trasferimento,mentre il DNA

fagico nudoedi plasmididevonoessereintrodotti mediantetrattamentichecausanoun aumentotemporaneo

della permeabilitàdi membrana, comelo shock fi sico-chimico (temperaturao CaCl2), elettroporazionecon

shock elettrico o microiniezione.

Molti vettori plasmidici usati in ingegneria genetica portano geni che codificano per la resistenza ad un

antibiotico, come per esempio pBR322 presentageni distinti per la resistenza all’ampicillina e alla

tetraciclina. Questigeniagisconocomemarker per il vettore,permettendocosìdi selezionare i trasformanti,

chepossonocresceresuagar contenente l’antibiotico. Perqueigeniil cui prodottoè unenzima,la presenzao

l’assenza del genefunzionante può esserevalutatausandoun substratoadatto, per esempiol’inattivazione

inserzionale di lacZ può essererivelata includendoun induttoreadatto alla beta-galattosidasi(ad esempio

isopropiltiogalattoside, IPTG) e il substrato cromogenico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galattoside

(Xgal) dentro l’agar: unacolonia trasformantederivatadal plasmidenativo saràblu mentreun trasformante

contenente la molecolaricombinantecresceràproducendounacoloniabianca(Reedet al., 2002).

Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (Q RT-PCR)

La Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction è una metodicainnovativa largamente

utili zzataper la quantificazionedi acidi nucleici, in particolare per il rilevamentodi basseconcentrazioni di

RNA spessoottenutedamatrici limitatee problematiche(Bustin, 2000),e graziealla suaelevatasensibilità,

specificità e riproducibilità, è divenuta uno strumentoessenziale nella ricerca: è la tecnica infatti più

comunementeadottata per caratterizzare o confermare i pattern di espressione di un dato gene o per

confrontarei livelli di mRNA di più popolazioni di campioni.

Tale metodicasi è evoluta dalla polymerase chain reaction classica (PCRend point), messaa punto nella

metà degli anni ’80 da Mulli s et al. (1986), che consentedi amplificare in vitro medianteuna reazione

enzimatica in un termociclatore uno o più specifici segmenti di DNA situati tra due sequenze

oligonucleotidichenote, producendone un elevato numero di copie attraverso un ciclo di reazioni di

denaturazionedel DNA, ibridazionedegli inneschi(primers) e polimerizzazionedei nuovi filamenti.

La PCR classica vieneeffettuatasuun campionedi DNA-stampo(dettotemplato), chepuò esserea singolo

o a doppio fil amento.All’in izio di ogni ciclo, il DNA genomico è soggettoa denaturazione mediante

riscaldamentoa 93-95°C; questatemperaturadeterminala rotturadei legamiidrogenotra le basiazotatee la

separazione dei duefil amenti della doppiaelica.Segueil raffreddamentoaduna temperaturatra 37 e 55°C,

in funzionedella lunghezzadei primers, chenepermettel’ibr idazionesul DNA stamposecondoil principio

della complementarietàtra le basi. A conclusionedi ogni ciclo, l’enzima, una polimerasi termostabile,in

presenzadi deossiribonucleotidi trifosfati (dNTPs) e alla temperaturadi 72°C, catalizza la sintesi di un



Introduzione

62

nuovofilamento di DNA complementarea quello stampo.In questomodo,alla fine di ogni ciclo di reazioni,

la quantitàdi molecoledi DNA presenti risulta teoricamenteduplicatoe quindi il numero di copie aumenta

in modoesponenzialeciclo dopociclo.

L’ introduzionedella Q RT-PCRnel 1992per opera di Higuchi e collaboratori ha permessodi superare una

seriedi limiti legatialla tradizionalePCRquali scarsaprecisione,bassasensibilitàe risoluzione;a differenza

infatti dellaPCR end point, chepermettedi analizzareil prodotto amplificatosolo al terminedella reazione

mediante elettroforesisu gel oppureSouthern blotting, la Q RT-PCR consente di seguirela reazionein

temporealefin dalle prime fasi dell’amplificazionedeterminando,ad ogni ciclo, la quantitàdi amplificato

ottenuto, grazie infatti all’utili zzo di un marcatore(reporter) fluorescente.Dal grafico “fluorescenzavs

numerodel ciclo”, cheriporta il segnaledel reporter, si possonodistinguerequattrofasi principali: fasedi

crescita lineare(solitamentecorrispondeai primi 10-15 cicli) in cui il segnaleè troppo debole per poter

esseredistinto dal rumore di fondo (background), fase esponenziale iniziale in cui la fluorescenzaha

raggiunto la sogliaed è diventatasignificativamentepiù alta del livello di background, faselogaritmica in

cui l’ amplificazionediviene ottimale (la cinetica di reazioneassumeun andamentoesponenzialenel quale,

assumendoun’efficienzadi reazione del 100%,ad ogni ciclo la quantità di amplificatoraddoppia)e infine

fasedi plateau, raggiunta quandoi reagenti inizianoa scarseggiaree l’intensità di fluorescenza non è più

considerataper il calcolodei dati (Wonge Medrano, 2005).La figura 1.9.3rappresentale fasi dellacurvadi

amplificazione.

Figura 1.9.3: Fasidella curvadi ampli ficazionemediantePCR(Wonge Medrano,2005)

Durante i primi 15-18 cicli di PCR le emissionidi fluorescenzageneranoun segnaletroppo debole per

distinguersidal background: in questafaseviene definita la lineadi base(baseline); un incrementodella

fluorescenzaal di sopra di tale livello indica la formazionedi prodotto. Nella fase di amplificazione

esponenziale viene fissato automaticamenteo manualmenteun valore soglia di fluorescenza (treshold),

generalmentepari a 10volte la deviazionestandarddel segnaledi background, da cui si ricavail valore di Ct

(treshold cycle) che rappresentail numerodi cicli necessariaffinché il campione in esameraggiungatale

livello di fluorescenza (Ginzinger,2002: vedi figura 1.9.4). Il valoredi Ct è inversamenteproporzionalealla
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quantità di DNA di partenzapercui più elevatoè il titolo inizialedi DNA, primasaliràla curva e più basso

saràil Ct (Kubistaet al., 2006).

Figura 1.9.4: Grafico della curva di Real Time PCR (fluorescenzavs numerodi cicli). Sono rappresentati la baseline, il
valoresoglia di fluorescenza (treshold) ed il punto (Ct) in cui la curva sigmoide incrocia questarettachedefinisce il
livello soglia di fluorescenza.

Perdefinire la sogliasonodisponibili vari software basatisudiversi modelli matematici; molto spessoperò

la scelta è arbitraria,poichéoccorre considerarele molteplici caratteristichedella strumentazionein utilizzo

(Kubistaet al., 2006).

Questo sistemaprevedeinoltre che le fasi di amplificazionee rilevazione siano combinatein un sistema

chiusocheevita i passaggi di post-PCR, riducendola variabilità ed i rischi di contaminazionechepossono

comprometterela PCRclassica.I vantaggidi questametodicasonodunquemolteplici:

- capacitàdi unire al potenzialequalitativo dellaPCR tradizionale,un’analisiquantitativa per tutta la

suadurata;

- elevatasensibilità e specificitàdel metodocheconsentedi rilevareancheunasingola copiadi acido

nucleico(Palmeret al., 2003);

- ampio range dinamico che permette un chiaro confronto tra mRNAs che differiscono

abbondantementenellaloro concentrazione(Morrisonet al., 1998);

- assenzadi manipolazioni post-PCR.

Rispetto ad altri metodi che permettono di quantificare la trascrizionedi una sequenza (Northern blot,

ibridazione in situ, saggi con RNasi e array a cDNA), la Q RT-PCRè in assoluto la tecnicapiù sensibile.

Tuttavia è proprio questaelevatasensibilitàche può portare,a livello pratico, all’introduzione di errori

sperimentali, chepossonoessere dovuti alla presenzadi inibitori nella matrice complessadel campione(di

conseguenzaè molto importante la preparazionedell’analita), alla sceltadei primers, compresiquelli per la

Ct
threshold

Baseline
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retrotrascrizione, alla selezione della trascrittasi inversa,ma anchealla definizionedel saggio, ai reagentie

strumentidi PCR usatiedinfine,all’erroreumano(Wonge Medrano, 2005).

La preparazione del campone è dunque molto importante, poiché l’acquisizione dello stesso e la

purificazione del suoRNA costituisconola prima fasedell’ intera analisi e la qualitàdel templato è forseil

determinantepiù importanteper la riproducibilità e la rilevanzabiologicadei risultati. L’accuratezza della

valutazionedell’espressionegenica, è infatti, influenzata dallaquantità e dallaqualità dell’RNA di partenza

(Bustin e Nolan, 2004); l’RNA , e soprattuttoframmentidi mRNA più lunghi di 10kb, al contrario del DNA,

sono estremamentedelicatiunavolta rimossidall’ambientecellulare,perciò la loro estrazioneè complicatae

il templatodeveesseredi altaqualitàperconsentire di ottenere dati quantitativi rilevanti.

L’ RNA totaleottenutodalla proceduradi estrazionee purificazione,infatti, deveesserelibero da proteine,

DNA genomico, inibitori enzimatici della retrotrascrizione e della PCR (per esempiosali, alcool, fenolo),

nucleasi o qualsiasi sostanza chefungadacofattoredi reazione(Mg2+ o Mn2+) e non deveesseredegradato

(il rapporto28S:18Sdovrebbeessere2:1).

Trascrizioneinversa

Negli studi di espressione genica si lavora con RNA; occorre pertanto una fase aggiuntiva iniziale di

retrotrascrizione dell’RNA in cDNA, eseguita solitamentetra i 40 e i 50 °C, mediatada una trascrittasi

inversa,in un processochevienedenominatoReal Time reverse transcription polymerase chain reaction. In

commerciosono disponibili diverse retrotrascrittasi, compresimix di enzimi; tra le più note ci sono la

MMLV (Moloney Murine Leucemia Virus) e la AMV (Avian Myeloblastosis Virus), aventi differenti

dimensionie temperatureottimali (Kubistaet al., 2006).

Si distinguonoduetipi di Q RT-PCR (Bustin,2000):

- single step: la trascrizione inversae l’amplif icazioneavvengonoin unico tubo(dueenzimi/un tubo)

ed il primer forward viene aggiunto a retrotrascrizione terminata,riducendocosì il rischio di

formazionedi dimeri di primers e massimizzandola sensibilitàdell’ analisi; si può ancheutilizzare

ununicoenzima (unenzima/untubo)capacedi effettuare entrambele reazioni;

- two steps: la retrotrascrizione e l’amplifi cazioneavvengono in due fasi successiveed in due tubi

differenti, utilizzandorispettivamenteunaDNA–polimerasiRNA-dipendentee unaDNA-polimerasi

DNA-dipendente(due enzimi/due tubi); ciò consente di generare un pool di cDNA stabile e

virtualmente conservabilein modoindefinito.

Perla scelta dei primers possonoessereadottatediverse strategie(Bustin et al., 2005;Kubistaet al., 2006):

- oligo(dT): sono complementarialla coda poli(A) presenteall’estremità 3’ dell’RNA messaggero

eucariotico,perciònonpermettonodi amplificarerRNA nétRNA;

- sequenzerandom (esameri o ottametri): permettono di copiare tutti gli RNA (messaggeri,

ribosomialie transfer); è il metododi elezioneperlo studiodi molti geni,inoltrele sequenze random

rappresentanola strategia più economica;
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- primers specifici per il genedi interesse:rappresentanola miglior strategiadaadottaresesi desidera

analizzaresoloun limitatonumerodi mRNA (Wange Seed,2003).

Le chimichedi rilevazione

I sistemiodierniper la rilevazionedegli ampliconisi basanosull’utilizzo di colorantiintercalanti nontossici

o sonde fluorescenti specifiche, che, legandosi all’ acido nucleico, emettono un segnaleluminoso che

aumentain modo proporzionaleall’aumentare dei prodottidi reazione(Kubistaet al., 2006).

I coloranti aspecificimaggiormenteutilizzati sonoi derivati asimmetrici del cianuro, come gli intercalanti

SYBR Greene 4’,6-diamidino-2-fenilindolo, chesi legano saldamenteal solcominorenelleregioni ricchedi

AT e si intercalano in quellericchein GC(Wilsonet al., 1990),maancheSYTOX Orange (Yanet al., 2000)

e PicoGreen(Zipperet al., 2004),aranciotiazolo, giallo oxazoloe il suodimero (Larssonet al., 1995), chesi

legano sia internamente cheesternamente(solco minore)al dsDNA, ed infine coloranti asimmetrici che si

legano al solco minore del DNA, comeBETO e BOXTO (Erikssonet al., 2003; Karlsson et al., 2003).

Questi reporter sonoscarsamente o pernulla fluorescentiquandosonoliberi in soluzione,ma lo diventanose

legati al DNA a doppio fil amento; quando monitorati in Q RT-PCR, permettonoinfatti di rilevare un

aumentodel segnaledi fluorescenzadurantela fasedi polimerizzazioneed una riduzione dell’emissione

durante la denaturazione. Nella PCR, la fluorescenzadi questi marcatori aumentacon l’aumentaredella

quantità di prodotto adoppio filamentoneosintetizzato.

Sin dalla sua introduzione nei primi anni ’90, SYBR GreenI è statoapplicatocon successoin numerose

tecniche analitiche,compresala Q RT-PCR (Zipper et al., 2004), consentendo di superarela necessità di

sondefluorescenti target-specifiche;si trattainfatti del reporter più economico,ma la suaspecificitàè data

esclusivamentedai primers e nondal marcatorecolorato,il qualepuòlegarsia qualsiasi molecoladi dsDNA,

comegli amplificati aspecifici conseguentiaderrori di appaiamento(mispriming) o i dimeri di primers (falsi

positivi: Simpsonet al., 2000): è quindi necessarial’analisi degli amplificati mediante unacurvadi melting.

Un altro svantaggioè dovuto al fatto chel’ammontaredel segnalegeneratodopol’ir radiazionedipendedalla

massadel DNA, quindi l’ amplif icazionedi unasequenzalungadaràun segnalemaggiore di quello emesso

da unasequenzapiù ridotta(Bustin,2000): perovviarea questoproblemaè necessarioutilizzareamplificati

delle stessedimensioni.

Per verificarela specificità di reazione è quindi opportunoeseguireil protocollo termico di dissociazione

(melting) dei prodotti di amplif icazioneper caratterizzare l’ampliconespecificoe per individuareeventuali

prodotti aspecifici(Ririe et al., 1997). L’analisi della curvadi melting (fluorescenza vs temperatura)dopoil

completamento dell’amplif icazione consiste nell’aumentare gradualmentela temperatura (solitamente

0.02°C/sec) da 60 a 95°C fino a denaturareil doppio filamentodi DNA e nel frattempo monitorare la

fluorescenza(dovuta alla presenza del reporter). Tale procedura sfrutta la diversa temperatura di

denaturazione (Tm, temperatura di melting), ovvero la temperaturanecessariaaffinché il 50% degli

ampliconi siaridottaa singolofilamento. I dimeri di primers infatti hannounaTm molto inferiore rispettoai

normali prodotti, quindi sonofacilmenteindividuabili nel grafico “derivata della fluorescenza(-dF/dT) vs
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temperatura”,che riporta i picchi di melting (Kubista et al., 2006: vedi figura 1.9.5); infatti la forma e la

posizionedei picchi dipendonodal rapportoGC/AT, dalla lunghezzae dalla sequenzae possonocostituire

un mezzo per differenziare i prodotti di amplifi cazioni aventi Tm che differiscono di meno di 2°C,

eliminandoin molti casilanecessitàdell’elettroforesiperl’analisi degli amplif icati (Ririe et al., 1997).

Figura 1.9.5: Grafico della derivatadella fluorescenzavs la temperatura; si possonoevidenziaredei picchi aberranticon
una temperaturadi melting inferiore rispetto a tutti gli altri campioni analizzati e che corrispondonoai dimeri di
primers.

In alternativa,possono essereusate sonde specifichemarcatecon fluorofori con fluorescenzaintrinseca

(comefluorescina,rodaminao i loro derivati) o confluorofori chevarianole loro proprietàdopoaverlegato

l’acido nucleico.Le sonde sonopiù costosedei coloranti intercalanti in quantodevonoessere sintetizzateex

novo in base alle diversesequenze di interesse,ma,essendotarget-specifiche,eliminanoil rischiodi risultati

falsi-positivi dovuti alla formazione di prodotti aspecifici(compresii dimeri di primers) e la necessitàdi

procedurepost-PCR quali l’analisi della sequenzao della curva di melting per confermareil prodottodi

amplificazione.

Tra gli altri (vedi figura 1.9.6), i principali sistemi di rilevazionebasatisull’utilizzo delle sonde sono i

sistemi Taqman: sono sondeoligonucleotidichespecifichedotatedi un colorantead alta energia definito

reporter (generalmenteil FAMTM) all’estremità 5’ ed un colorante a bassaenergia definito quencer

(generalmenteTAMRATM) all’estremità3’ (Giulietti et al., 2001): essevengonodisegnatein mododalegarsi

specificatamentead una sequenza di DNA target posta fra i due primers (Gibsonet al., 1996).Nella fase

successiva alla denaturazione, i primers e la sondasi leganoalla sequenzatarget di DNA; l’emissione di

fluorescenzadel reporter però è soppressadal quencer come risultato della strettaprossimità tra i due

coloranti. Durantela fasedi estensione,invece,la rotturadella sondada partedell ’attività 5’-esonucleasica

dell’enzima Taq DNA polimerasi provoca l’aumento della distanzatra i due coloranti e l’emissione del

segnaledi fluorescenza daparte del reporter. Un tipo particolaredi sondeTaqmanè datodalleminor groove

binding. Esse presentano un peptide, come il diidrociclopirroloindolo-tripeptide, attaccato all’estremità3’,

chestabilizza il complessoprobe-target grazieall’alta Tm. In questomodoè possibileutilizzaresondepiù

corte(13-16 nucleotidi). Questesondesonomenocostosedaprodurre,mostranomenofluorescenzadi fondo

dimeri di primers
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ed un range dinamicopiù ampio graziealla maggiorefficienza nel quencing del reporter (Kutyavin et al.,

2000).

Altro sistemaè quello delle Molecular Beacons: sono sondedi ibridazionecon strutturasecondaria ad

hairpin, costruitemediantesequenze invertiteripetute chefiancheggianola regionedi interesse (Giulietti et

al., 2001);reporter e quencer, attaccati alle dueestremitàcomplementaridella molecola,si trovanoin stretta

vicinanza tra loro: quandola sondasi legaal fi lamento stampodel DNA target, si apreseparando in questo

modo il reporter dal quencer e promuovendo l’emissionedel segnaledi fluorescenza(Tyagi e Kramer,

1996).

Figura 1.9.6: Reporter specifici usati nella Real Time PCR: molecular beacon (A), sondeTaqman (B), sondea
ibridazione(C), sondeLightup (D), sondesemplici (E) e primer Scorpion (F) (Kubista et al.,2006).

Quantificazionedell’espressionegenica

La tecnica della Q RT-PCR consente di compiere saggi di tipo quantitativo misurandol’ammontare

dell’acido nucleico target durante ogni ciclo di amplificazione. Il principio di quantificazione

dell’amplificato è semplice: più copie di target sono presenti all’in izio dell’analisi, meno cicli di

amplificazione sarannonecessariper sintetizzareuna quantitàdi amplificato sufficientementeelevatada

essererilevabile.La quantifi cazionepuòessereassoluta o relativa.

La quantificazione assolutadetermina in modo preciso il numero di copie di amplificato per cellula,

concentrazionedi RNA totale o unità di tessutopresente in un campione,di solito mettendoin relazioneil

segnaledi fluorescenzadi tale target a concentrazionenon nota con la curva standarddi un campionea

concentrazionenota(Wong e Medrano, 2005).Comestandardsi può selezionare un frammentodi DNA a

singolo o doppiofilamentoo di RNA contenentela sequenzatarget (Fey et al., 2004); tuttavial’ utilizzo di

DNA ha permesso di ottenere un più ampio range di quantificazione, nonché maggiore sensibilità,

riproducibilità e stabilità.

La quantificazione relativa, invece,determinala quantitàdi amplificato target presentein un campione

paragonandoloadun altro campione,chiamatocalibratore,chevienescelto arbitrariamentee al qualeviene

attribuitoun livello di espressioneunitario.
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Pernormalizzarei risultati sperimentalidei geni target la strategiapiù comunementeutilizzata si basasulla

selezionedi un genereference, cioè un riferimentoendogenoo esogeno,determinatoper ciascuncampione

contemporaneamenteal gene target. I reference sono in generegeni housekeeping e dovrebbero essere

idealmenteespressi in modoubiquitario, avereelevati e costanti livelli di espressionee nonessere sottoposti

a regolazionetrascrizionale; l’ util izzo del genereference ha quindi lo scopodi compensarele differenze

qualitative dell’RNA di partenza utili zzatoperciascuncampione.

I più utilizzati sono i geni gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi, glucosio-6-fosfato-deidrogenasi, beta-actina,

beta2-microglobulina, nonchéproteine istoniche,subunità ribosomiali (rRNA 18S e 28S) o campioni di

controllo; per individuare il reference che meglio si adatta alle condizioni sperimentali occorre attuare

un’approfonditaricercaperassicurarsichela suaespressionenonsubiscasignificativevariazioni.

Perpoter applicarequesto tipo di normalizzazioneè perònecessarioche le efficienzedel genereference e

dei geni target sianocomparabili. L’efficienza di amplificazionevienevalutatamediantela costruzionedi

unacurvastandard,cheviene disegnata riportandoin ordinatai valori di Ct ottenutidopol’amplificazioneed

in ascissail logaritmo delle concentrazioni seriali di una sequenzascelta come standarded aventeuna

concentrazione nota (Wong e Medrano, 2005). Se la reazione ha una buonaefficienzai valori di Ct e le

concentrazioni iniziali del campionesonolegatida unarelazione lineare; la curva che forniscela migliore

interpolazione dei punti nel grafico è una retta con coefficiente angolare ideale (slope) di -3.322, a cui

corrisponde un’efficienzadi reazione del 100%.Noto il coefficientedella retta, l’efficienzadi amplificazione

è quindi determinatadall’ equazione: E = [10(-1/slope)]-1 

L’ utilizzo dello stesso calibratore per ciascun campione permette anche un secondo livello di

normalizzazione tra le diverse reazioni di amplificazione, compensando le eventuali differenze

nell’efficienzadellaPCR stessa.

I dati ottenutidalla PCR possonoessere rielaborati mediantediversi metodimatematici(Wong e Medrano,

2005),mail più frequentementeadottato è quello del 2-∆∆Ct , checalcolai cambiamentidi espressionegenica

analizzandole differenze tra un campionesperimentale edun calibratore.Durante la Q RT-PCR,il Ct (ciclo

soglia) del target è confrontato direttamentecon quello del calibratoree la differenza dei due Ct (∆Ct) è

l’esponente della base2, che rappresenta la differenzadell’ammontaredei templati relativi ai due geni

(Bustin, 2000).

Il metododel ∆∆Ct consistequindi nel determinare il ∆Ct del gene target rispetto al reference per ciascun

campione(∆Ct = Ct target – Ct reference) e successivamentedeterminareil ∆∆Ct sottraendoil ∆Ct del calibratore

al ∆Ct del campionetestato (∆Ct = ∆Ct campione – ∆Ct calibratore). Infine, assumendoche l’efficienza della

reazionedi amplificazione sia del 100%, l’espressionedel genetarget, normalizzata col genereference e

relativa al calibratore,è data da2-∆∆Ct (Livak e Schmittgen, 2001).
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2. SCOPO DELLA TESI

Storicamente,gli studi concernenti l’espressionee la regolazionedegli enzimi biotrasformativi (DMEs),

hannosemprericevutoscarsaattenzione nelle speciedi interesseveterinario, seconfrontate con l’ uomo e le

speciedalaboratorio. Queste stessespeciesono peròcontinuamenteesposteall’azionedi farmaci,pesticidio

contaminantiambientali , pericolosi nonsoloper l’animalestesso,maancheper l’uomo, consumatore finale

di derratedi origineanimale, nellequali si possonoaccumularei residuidi tali composti(Sivapathasundaram

et al., 2001).

Ad oggi tuttavia, pur conoscendol’ importanza economica del bovino, una delle speciemaggiormente

impiegatenella produzionedi derratealimentari,gli studisul metabolismobiotrasformativo in questa specie

sono limitati, o perlomeno ristretti alla valutazione dell’attività catalitica o dell’espressioneproteica

(Sivapathasundaramet al., 2001;Machalaet al., 2003;Szotákováet al., 2004;Nebbiaet al., 2003;Gussonet

al., 2006; Dacastoet al., 2005).

Recentemente nel campo della Tossicologia ha assunto notevole importanza una nuova disciplina

denominata“tossicogenomica”, ove si studiano le correlazionitra la struttura e l’attività del genomae gli

effetti tossici degli xenobiotici (Aardema e McGregor, 2002), la quale ha permessodi affiancare ed

approfondire anchelo studio del “Drug Metabolism” (DM: De Longuevilleet al., 2002;Gerholdet al., 2001;

Furukawa et al., 2004) grazieall’i mpiegodi metodichebiomolecolariinnovative, sensibilie specifiche, quali

la Real Time PCR (Q RT-PCR) ed i microarray (Tugwoodet al., 2003). Nel bovino,a nostroavviso,pochi

autori al momentoattuale hannostudiato il metabolismo biotrasformativoa livello genico:Gregeret al.

(2006) hannovalutatol’ ontogenesidi alcuni recettori orfani e dei corrispettivigeni target nel vitello, Krüger

et al. (2005) hannodeterminatol’eff etto del colostroe della vitaminaA sullo stessopattern di geni, infine

Reiteret al. (2007) hannovalutato l’ef fetto di alcunesostanzeormonali (melengestrolo acetato,trenbolone

acetatoe zeranolo) suun panel di 24geni, tra i quali CYP1A1,GRed ERα.

A questo proposito,nel progetto di ricercaoggettodellapresentetesidi dottorato, si è provvedutoalla messa

a puntoe all’applicazionedi alcunetecnichebiomolecolari (clonaggioe Q RT-PCR) allo scopodi:

1) meglio caratterizzare il metabolismo biotrasformativo nel bovino anchedal punto di vista genico,

prendendoin considerazione un fattore intrinsecoin gradodi modularnel’attività (la razza): è noto infatti

come l’attività biotrasformativa del CYP e degli enzimi coniugativi possaessereinfluenzatada fattori

intrinseci quali l’età, il sesso, la razza, la speciee le condizioni patofisiologiche (gravidanza) nonché da

fattori estrinsecicomel’ induzionee l’ini bizionedaparte degli xenobiotici(Nebbia,2001);

2) individuare tra i più importanti enzimi biotrasformativi di fase I e II (e relativi fattori di trascrizione

coinvolti nella loro regolazione), alcuni possibili biomarcatoriindiretti di trattamento illecito nella specie

bovina.

E’ risaputo,a tal proposito,chenell’allevamentodel bovino da carnevenganosemprepiù spesso impiegati

promotori della crescita(PdC)sebbenetale usonon sia consentito a livello comunitario (Courtheynet al.,

2002) e venganoapplicati dei piani di monitoraggiovolti all’individuazione dei suddetti trattamenti. Le
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proceduredi sorveglianzatuttavia molto spesso sonoostacolate dall’impiego di vie di somministrazione

diversedalleusuali,di bassedosi pertempiprolungati(permassimizzaregli effetti farmacologici e ridurre il

rischiodi positivitàai controlli) o di cocktails di più molecoleconeffetti sinergizzanti. Perquestoordine di

motivi le classichemetodiche analitiche adottate per legge, pur essendosemprepiù performanti,falliscono

nell’individuazionedi questotipo di trattamenti;è necessario pertantodefinire nuovi metodi di screening più

attendibili, ed i biomarcatori molecolari sembranoda questo punto di vista piuttostopromettenti(Nebbia,

2005).

Pertantola presentetesièstatasuddivisanelle seguentiparti:

� esperimento I, condotto su campioni di fegatodi vitelli di controllo e trattati con fenobarbitale,nel

corso del qualesonostati clonati e sequenziati alcuni geni del metabolismobovino, nonchéalcuni

recettori nucleari,le cui sequenzenucleotidichenoneranoallora disponibili nelle banchedati, per la

successiva messaa puntodi saggi in Q RT-PCR;

� esperimento II, eseguito suvitelloni dacarne appartenentia tre razzediverse(Charolais,Piemontese

e Blonded’Aquitaine), nel corsodel quale sonostati valutati gli effetti della razzasul metabolismo

biotrasformativoepatico,edin particolaresulla:

- espressione genica dei più importanti enzimi di fase I (CYPs) e II

(uridindifosfoglucuronosiltransferasi e glutationeS-transferasi), applicando dei saggi in Q

RT-PCRmessia puntocontestualmente;

- attività catalitica in vitro specif ica per ogni singola isoforma di enzimi di fase I e II

utilizzandosubstrati modelloutilizzati nell’uomo e nelle speciedalaboratorio;

- espressioneproteicadelle isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2E e CYP3A mediante

immunoelettroforesidelle proteinemicrosomialiepatiche;

- correlazionetra attività catalitica edespressionegenicadell’ipoteticaisoformacoinvoltanel

metabolismodel substratomarker utili zzato;

� esperimento III , condotto su vitelloni da carne,volto alla valutazionedell’effetto di un trattamento

conduediversiPdC, secondoduediversevie di somministrazione,sull’espressionee la regolazione

degli enzimi biotrasformativi, nonchéall’ individuazione di potenziali biomarcatori molecolari di

trattamento;tali finalità sono state perseguitein duedifferenti esperimentipilota:

- vitelloni di razza Marchigiana trattati con desametazone (DEX) per os o per via

intramuscolare;

- vitelloni incroci di meticci francesitrattati per os con il solo DEX o in combinazionecon

17β-estradiolo, somministratoper via intramuscolare;
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� esperimento IV, eseguito su vitelloni da carne e su epatociti in coltura primaria di bovino

trattati/incubati con due PdC (i precursori degli androgeni ADD e DHEA), con l’obiettivo di

individuare gli effetti del trattamento (confronto vivo/vitro) sull’espressione degli enzimi

biotrasformativiedi relativi fattori di trascrizione;

� esperimento V, che completauno studio iniziato in un’altra Tesi di Dottorato, in cui il DEX è

somministratoper os o per via intramuscolare (comenell’esperimentoIII ) in vitelli a carnebianca;

in particolaresonostati valutati:

- espressionegenica degli enzimi CYP2B6,CYP2C9e CYP3A4, e dei recettoriCAR, PXR,

RXRα, HNF4α e GR;

- espressioneproteica dell’isoforma CYP3A medianteimmunoelettroforesi delle proteine

microsomialiepatiche.

In appendicea quanto sopra riportato, è necessario sottolineareche, a causa dell’assenzadi studi

bioinformatici e di filogenesidelle sequenzecodificanti per i DMEs nelle specie da reddito, al momento

attualenon è ancoradisponibile una nomenclatura precisa e definitiva per questi stessigeni nel bovino.

Finora in questaspecie è stata utilizzata la nomenclatura umana, sulla basedell’identità della sequenza

aminoacidica; nella presente Tesi di Dottorato è statoutilizzato il medesimoapproccio, per permettere una

più immediatacorrelazionecon i dati dell’attività catalitica e dell’ immunoelettroforesi,qualoradisponibili,

anchese sarebbestato necessarioidentificareogni singologeneconil suffisso “simil -”. 
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3.1. MATERIALI E METODI

Le metodologie di biologia molecolare qui di seguito riportate, sono state apprese dall’Equipe de

Pharmacologie moleculaire, pressoil “Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, I.N.R.A.” di Toulouse,

Francia,sotto la supervisionedel Dr. ThierryPineau.

Campioni biologici

Perquestasperimentazionesonostati util izzati un totale di 7 vitelli a carnebiancadi razza Frisona dell’etàdi

10 mesi,suddivisi in duegruppi: un primo denominato PB, costituito da 4 vitelli trattati con 18 mg/kg di

fenobarbitalesomministrati per os per 7 giorni consecutivi ed un secondodi controllo, identif icato con K,

costituito da3 animali nonsottopostia trattamento.

Al terminedel protocollo di trattamento,gli animali sonostati sacrif icati ed in sededi macellazione,sono

state prelevate in sterilità delle aliquote di fegato di circa 100 mg dal lobo caudatoper la successiva

estrazionedell’RNA totale.Tali aliquote sonostate immediatamentecongelatein azotoliquido e stoccatea -

80°C fino all’utilizzo.

Estrazione RNA totale da tessuti

Questa fase risulta essere di particolare importanza in quanto può condizionare tutte le fasi successive: è

importante assicurarsi infatti che l’RNA isolato rappresenti il reale pattern in vivo dei geni presenti nel

campione. Ciò può essere ostacolato da eventuali modificazioni che si possono verificare prima, durante la

manipolazione del campione stesso e dopo, nel corso dell’isolamento dell’acido nucleico. L’RNA è soggetto

facilmente a degradazione ad opera delle RNasi tissutali presenti nel campione, nonché sulla superficie

cutanea dell’operatore. Per questo motivo è necessario lavorare in condizioni opportune per evitare

spiacevoli inconvenienti e stabilizzare l’RNA attraverso una corretta procedura operativa: utilizzare sempre

guanti, materiale di consumo DNasi ed RNasi-free, utensili puliti con RNase-Zap (reagente in grado di

bloccare l’azione delle RNasi), rispettare la catena del freddo (usare sempre il ghiaccio) ed estrarre il

campione nel più breve tempo possibile.

Reattivi

� TRIzol® reagent(Invitrogen, Milano , Italia): fenoloacido-guanidinatiocianato

� Cloroformio, J.T. Baker, Mallinckrodt,Olanda

� Isopropanolo, J.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

� Etanolo70-75%, J.T.Baker, Mallinckrodt,Olanda

� AcquaDEPC, AppliChem, Milano, Italia

Procedimento

� Porre il campione,tolto dal -80°Ce conservatoin unascatola a tenutatermica,in un microtuboda 2 mL

contenente 1 mL di TRIzol®; omogenare con UltraTurrax® con punta da 7 mm di diametro (Ika,

Vetrotecnica,Padova).
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� Aggiungere 200µL di cloroformio e agitarevigorosamenteper inversionealmeno15 secondi. Incubare

2 minuti (min) a temperatura ambiente.

� Centrifugare a 4°C per 5 min a 12.000xg.A questopunto il mix risulta separato in tre fasi. La fase

organica inferiore, di colore rossastro, contieneproteine, fenolo e cloroformio; nella fase intermedia,

biancastra,sono presentiDNA genomicoe proteinedenaturate; infine, nella parte acquosasuperiore

(incolore) si troval’RNA.

� Trasferire la porzione acquosa (all’incirca 500µL) in unnuovomicrotuboda1.5mL.

� Aggiungere un ugual volume di isopropanolo, agitare per inversione ed incubare per 10 min a

temperaturaambiente.

� Centrifugarea 4°Cper 5 min a 12.000xg.

� Eliminareil surnatanteutilizzandounapompaa vuoto.

� Riprendereil pellet in 1 mL di etanolo al 70-75%e vortexare.

� Centrifugarea 4°Cper 5 min a 12.000xg.

� Eliminare il surnatante utilizzandouna pompaa vuoto, facendoattenzionea non far seccareil pellet,

altrimenti nesi riducela solubilità.

� Dissolvereil pellet in acqua DEPC(da30 a 150µL, a secondadelle dimensionidel pellet) edattendere5

min a temperaturaambiente per ottenerneil completo scioglimento. Porrea +4°C per 10 min. Dopo

lettura allo spettrofotometro,conservareil campionea-80°C.

Valutazione qualitativa dell’estratto: elettroforesi su gel denaturante di agarosio all’1.2%

Reattivi
� Formamide deionizzatafiltrata,AppliChem,Milano, Italia

� SDS20%in acqua(p/v), AppliChem, Milano, Italia

� EDTA 0.5M, AppliChem,Milano, Italia

� Bromurodi etidio, Sigma,Milano, Italia

� Blu di bromofenolo1%, Sigma,Milano, Italia

� Colorantedi caricamentodenaturanteperRNA (Loading buffer 2X) compostoda:

Reattivi Volume (µL)

Formamidedeionizzata 950.00

SDS20% 1.25

EDTA 0.5M 1.00

Bromurodi etidio (10mg/mL) 10.00

Blu di bromofenolo 1% 10.00

Acquadeionizzata(qbp 1 mL) 27.75

� Agarosio,AppliChem,Mi lano,Italia

� Acquadeionizzata

� NaHPO4 1 M, pH 7.4,Sigma,Mi lano,Italia
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� Formaldeide36.5%,Fluka,Milano, Italia

� Tamponedi migrazionecontenente formaldeide 3.25%in tamponefosfato 0.1M pH 7.4

Procedimento
� Preparareil gel di agarosioall’1.2% in tamponefosfato0.1M, pH 7.4.

� Sotto cappaaggiungerelentamenteun volume di formaldeide 36.5% in modo tale da ottenereuna

soluzionefinaleal 3.25%. 

� Colare il gel,mettereil pettinee lasciarpolimerizzaresottocappa.

� Prepararele diluizioni di RNA in acqua (10µg di RNA in unvolumefinaledi 8 µL).

� Aggiungereal campione4 µl di Loading buffer 2X, che hasull’ RNA un’azionedenaturante.

� Denaturarei campionia 65°C per5 min in un termobloccoe metterein ghiaccioperi successivi5 min.

� Centrifugareperpochisecondia 16.110xgperfar scenderel’eventualecondensa.

� Caricare, sotto cappa,i campioni sul gel (volume finale di caricamentodi 12 µl) e sottoporli ad

elettroforesia 100V per20min, usandoil tamponedi migrazionecontenente formaldeide.

� Dopo la corsa,visualizzare e fotografare i campioni di RNA al transilluminatore a luce UV Image

Master VDS (Amersham Biosciences,Milano). In questo modo, se l’RNA è integro, vengono

visualizzateduebandecorrispondentialle duecomponentidi RNA ribosomiale: 18S(1.9 kb) e 28S(5

kb). Se le bandenon presentanosmear, indici di degradazione,l’RNA può essereimpiegato nelle

reazionisuccessive.

Quantificazione dell’RNA e valutazionedel grado di purezza

La concentrazione dell’RNA può esseredeterminatacon uno spettrofotometromisurandonel’assorbanzaa

260 nm (A260). L’ assorbanza di 1 unità a 260 nm corrispondea 40 µg di RNA per mL (A260 = 1 → 40

µg/mL). Dato che questarelazione è valida solo per le misurazioniin acqua,quando fossenecessario, il

campionedeveesserediluito in talesolvente:

� Diluire 2 µL di RNA purificato in 498 µL di acqua(fattoredi diluizione1:250).

� Misurare l’ assorbanzadel campionediluito in unacuvettadi quarzoda0.5mL.

� Calcolarela concentrazionedell’RNA [RNA]:

[RNA] µg/mL = 40x A260x fattoredi diluizione

[RNA] µg/mL = 40x A260x 250

[RNA] µg/mL = 10000x A260

[RNA] µg/µL = 10x A260

Il rapportotra le letture a 260 nm ed a 280 nm (A260/A280) è statousatoper stimarela purezza degli acidi

nucleici, in rapporto allo spettro di assorbimentodelle proteine (A280), che rappresentano i principali

contaminanti.Quandotale rapporto è compresotra valori di 1.6 e 2.0, si ha un buon gradodi purezza (2 è

ottimaleper l’RNA; 1.8per il DNA). L’assorbanzaa 230nm inveceriflette la contaminazionedel campione

dovutaa sostanzecome carboidrati,fenoli, peptidio compostiaromatici.



Clonaggioe sequenziamentogenibovini

78

Analisi bioinformatica e scelta dei primers

Per la ricerca di informazioni relative ai geni coinvolti nel metabolismoe nella sua regolazione,per la

verifi ca della loro disponibilità nelle banchedati e per l’analisi delle rispettive sequenze finalizzata alla

costruzionedi primers, sono disponibili diverse risorsebioinformatiche.

Nella primapartedella ricerca,la maggiorpartedei dati è stata ottenutadal sito del NCBI (National Center

for Biotechnology Information: http://ncbi.nlm.nih.gov/), impiegandomotori di ricercaper accederesia alle

pubblicazioni (Pubmed) che alle sequenzegenomiche, dei trascritti e delle proteine(Nucleotide, Gene e

Protein).

Una volta verificata l’ assenzanelle banchedati della sequenzabovina di interesse,è stato necessario

effettuareuna ricercadelle sequenzecorrispondentiin diversespecie di mammiferi (Homo sapiens, Mus

musculus, Rattus norvegicus, Canis familiaris, Felis catus, Sus scrofa, Oryctolagus cuniculus,…).

Successivamente tali sequenze, codificanti per lo stessogenein esame,sonostateconfrontatetra di loro per

individuare le regioni omologhe, mediante l’utilizzo di un programmadisponibile in rete denominato

Multalin (www.toulouse.inra.fr/multalin/multalin), il quale evidenzia ogni punto di mal appaiamento

(mismatch). Mediante questaprocedura sonostateidentificate le regioni altamenteconservatetra le specie,

sucui possonoesseredisegnati primers specifici per il genedi interesse, chepossonoesserepotenzialmente

utili zzati anche nel bovino. Mediantequestoallineamentoè statasceltala sequenzapiù idonea,con la quale

proseguirel’analisi.

Qui di seguito, nellaTabella 3.1.1, sonoriportati i geniselezionatiper il clonaggioedil sequenziamento,dei

quali noneranodisponibili in retele sequenzebovinedi riferimento.

Gene Nome Categoria funzionale

CYP2B CitocromoP4502B Metabolismo

CYP4A CitocromoP4504A Metabolismo

RXRα Retinoid-X-receptor isoformaα Recettore

UGT1A4 Uridindifosfoglucuronosiltransferasi1A4 Metabolismo

GR Recettore per i glucocorticoidi Recettore

HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4α Recettore

Tabella3.1.1: Lista dei geni bovini sottoposti a clonaggio

Successivamente,perla progettazionedei primers è statoutilizzatoil programmaPrimer3,disponibilein rete

sul sito web(http://frodo.wi.mit.edu/egibin/primer3/primer3_www.egi) il quale,datala sequenza di cDNA e

scelta la lunghezzadesiderata dell’ amplicone, fornisce una lista di coppie di primers con le loro

caratteristichedi lunghezza, temperatura di appaiamento, percentuale in GC e “score” di appaiamento

intramolecolare.

Sono statecostruite coppie di primers di circa20 nucleotidi,con temperature di appaiamentosimili tra loro

(comprese tra 58 e 60°C) e conunastrutturaprimariataledaevitare appaiamenti intramolecolari(perridurre
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il più possibilela formazione di strutture a forcina (hairpin) e di dimeri tra il primer senso(forward) ed

antisenso (reverse). 

La percentualedi basiGC (%GC) è stata mantenutaall’interno dell’intervallo tra 53% e 61% e sonostati

preferiti primers senzasequenze di più G e C consecutive.

I primers ottenuti sono stati poi oggetto di verifica mediante controllo della corrispondenzadegli

oligonucleotidi stessinonché dell’amplicone, con la sequenzascelta, utilizzandoBlastn disponibile come

link dal sito del NCBI.

Infine, datala sequenza di riferimento,è stataottenutala mappadi restrizionemediantel’uti lizzo del sito

web webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/): datala lista delle endonucleasiin gradodi tagliarela

sequenza di interessee/o il plasmide, è possibile cosìcalcolarela lunghezzadei frammenti chesi ottengono

in seguito alla digestione.

Trascrizione inversa (RT)

In questa fase l’RNA estratto viene convertito dall’enzima trascrittasi inversa in DNA complementare

(cDNA), rendendo il templato disponibile per la successiva amplificazione mediante PCR (polymerase chain

reaction). Le trascrittasi inverse generalmente usate a questo scopo sono quelle dell’Avian Myeloblastosis

virus (AMV) o del Moloney Murine Leucemia Virus (M-MLV). Questa tecnica è particolarmente utilizzata in

analisi che riguardano l’espressione differenziale di geni in tessuti o il clonaggio di cDNA da mRNA.

Reattivi

� Random Primers50 µM (Invitrogen,Mi lano, Italia): primers esameri(misceladi tutte le possibili

sequenzeaseibasi)

� dNTPs10mM (Promega Italia, Milano, Italia): soluzionecontenente dATP,dCTP,dGTP, dTTP

� Ditiotreitolo (DTT) 0.1M (Invitrogen,Milano, Italia): stabilizzatoredi membrana

� Tampone5X per SSII (Invitrogen,Mi lano, Italia) contenenteTris-HCl 500 mM (pH 8.3), KCl 750

mM, MgCl2 30mM

� RNasiOUTTM 40UI/µL (Invitrogen,Milano, Italia): inibitoredelleribonucleasi

� SuperScriptIITM 200UI/µL, Invitrogen,Mil ano, Italia

� AcquaDEPC

Procedimento

� Scongelarei campioni edi reagenti in ghiaccio,trannegli enzimi,chedevonoesserelasciatinel criobox

a -20°C fino all’utilizz o.

� Porre in un microtubo da 500µL un volumedi campionenecessario per avere2 µg di RNA e portare a

volumeconacqua,qbp10µL.

� Aggiungere1 µL di randomprimers ed1 µL di mix dNTPs.

� Incubarenel termociclatorea 65°C(denaturazione)per5 min ed a 4°Cperaltri 5 min.
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� Durante la denaturazione preparareil seguentemix perciascuncampione:

MIX RT (µL/campione)

Tampone5X 4

DTT 0.1M 2

RNasi OUTTM (40UI/ µL) 1

SSII (200 UI/ µL) 1

N.B. l’inibitore delle RNasi e l’enzima vanno aggiunti solo quando manca 1 min alla fine della

denaturazione.

� Aggiungereil mix al campione(volumefinale 20 µL), incubarea 25°C per 10 min, a 42°C per 50 min

(elongazione), poi a 70°C per 15 min (distruzionedella trascrittasi inversa); porre il microtubo in

ghiaccioedeseguireunaPCR oppure

� Conservare i tubi a 4°Cperunutilizzo rapidoo conservarlia -20°C.

PCR end point

Scoperta da Kary Mullis nel 1984, la PCR, reazione a catena mediata dall’enzima DNA polimerasi, è una

tecnica che permette l’amplificazione selettiva di una sequenza genomica delimitata da due sequenze

specifiche (primers), fissate dal ricercatore. Questa metodologia è dunque caratterizzata da elevata

sensibilità ed efficienza, poiché a partire da minime quantità di DNA di partenza (DNA a doppio filamento

di origine genomica o anche cDNA), in poche ore si possono ottenere milioni di copie del frammento

desiderato. A tale proposito, si sfruttano le proprietà di resistenza all’inattivazione termica di polimerasi

termostabili, come la Taq polimerasi, estratta dal batterio Thermophilus aquaticus. Il processo di

amplificazione, infatti, consiste nella ripetizione di cicli termici successivi, che si possono riassumere come

segue: denaturazione (in forma lineare) del DNA a 92-98°C (30-60 secondi); ibridizzazione (o annealing)

dei primers, con temperatura variabile dai 40 ai 68°C a seconda delle sequenze (30-60 secondi); estensione

o sintesi di un nuovo filamento di DNA a 72°C, la temperatura ottimale delle DNA polimerasi termostabili

(30-90 secondi).

Reattivi

� Tampone10X perTaqpolimerasi(Finnzymes,Ozyme,SaintQuentinYvelines,France) contenente

Tris-HCl 200mM (pH 8.3), KCl 500 mM, MgCl2 15mM

� dNTPs10mM

� Primers 15µM, MWG Biotech,M-Medical,Mi lano,Italia

� DyNAzymeTM EXT DNA polymerase(1 UI/µL), Finnzymes, Ozyme, Saint Quentin Yvelines,

France

� AcquaDEPC
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Procedimento

� Scongelarei reagentiin ghiaccioe preparareil seguentemix (volumefinale96µL):

MIX PCR (µL/campione)

H2O 68.8

Tampone10X 10.0

dNTPs2.5 mM 8.0

Primer forward 15µM 4.0

Primer reverse 15µM 4.0

Taqpolimerasi 1UI/ µL 1.2

� Porre il mix in un microtuboda200µL, aggiungere4 µL di campione(cDNA) e miscelarecon il puntale

(volumefinaledellareazione: 100µL).

� Impostareil termociclatoreediniziarela reazione.

Esempio:

T (°C) EFFETTI TEMPO

95 denaturazioneiniziale 3 min

95 denaturazione 45sec

60 ibridizzazioneo “annealing” dei

primers

1 min

72 estensioneo sintesi di unnuovo

fi lamentodi DNA

1 min

72 estensionefinale 7 min

4 inattivazioneTaq ∞

Numero
di

cicli
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Elettroforesi su gel di agarosio

Per confermare l’avvenuta PCR e verificare che la lunghezza degli ampliconi ottenuti corrisponda a quella

attesa, si procede con un’elettroforesi di controllo su gel di agarosio secondo il protocollo riportato qui di

seguito.

Reattivi

� TamponeTBE 1X contenenteTris-HCl 89 mM, acido borico 89 mM ed EDTA 2 mM (pH 8.0),

Sigma, Milano, Italia

� Agarosioin polvere, AppliChem, Milano, Italia

� Bromurodi etidio (10mg/mL), Sigma, Milano, Italia

� Loading buffer contenenteEDTA 60 mM, glicerolo 50%, blu di bromofenolo 0.01% (tutti reagenti

Sigma, Milano, Italia)

� Marker di pesomolecolareperDNA, Invitrogen, Milano, Italia

Procedimento

� Preparareil gel sciogliendol’agarosio (1 o 2 % p/v a secondadellatagliadei frammenti davisualizzare)

in TBE 1X, portandolo ad ebollizione.

� Lasciar raffreddare la soluzione e prima che si solidifichi, aggiungereetidio bromuro ad una

concentrazionefinaledi 0.5µg/mL.

� Versarel’ agarosioin un’apposita vaschettain presenzadi un pettineper la creazione dei pozzetti ed

attendere la completapolimerizzazione.

� Immergereil gel nell’apparatoelettroforeticoin presenzadi TBE 1X, pH 8.

� Diluire 10 µl di campione con 2 µl di loading buffer: tale tampone colorato, contenente blu di

bromofenolo,permettedi visualizzare il fronte di migrazionedei campionidurante la corsae grazieal

glicerolo,facilita la fasedi caricamentodegli stessineipozzetti.

� Caricarei campionisul gel (volumefinaledi caricamentodi 12 µl) e sottoporli adelettroforesi a 100V

per20min.

� Dopola corsa,visualizzaree fotografarei campioni di PCRal transilluminatore a luceUV Image Master

VDS. In questomodo,mediante il confrontoconil marcatoredi pesomolecolare,vieneconfermatoseil

prodotto di PCRottenutopresenta la tagliaattesa.
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Clonaggio di una sonda a DNA (protocollo TOPO TA cloning®)

La purificazione e l’amplificazione di un gene in esame possono essere effettuate solamente mediante

selezione clonale molecolare. Per fare ciò, il genoma o parte di esso viene integrato all’interno di un vettore

(DNA plasmidico), che successivamente permetterà l’introduzione e la moltiplicazione della sequenza in

esame all’interno di un batterio, che verrà poi selezionato ed amplificato. Le dimensioni del DNA e le sue

estremità, devono essere modificate per poter essere inserite nel vettore; in particolare queste ultime devono

essere compatibili con quelle del vettore utilizzato. La sonda di cDNA, ottenuta mediante PCR, rappresenta

una sequenza nucleotidica, costituita da almeno 20 nucleotidi, complementare ad una sequenza di mRNA,

con la quale essa si ibrida in maniera stabile e specifica per appaiamento di basi complementari (Kaplan e

Delpech, 1995); essa, inoltre, è caratterizzata dall’avere l’estremità 3’ terminante con adenina (A), infatti

viene sintetizzata a partire da mRNA, che ha sempre delle ripetizioni di A all’estremità 3’ (cosiddetta coda

di poli(A)). Il vettore TOPO® è rappresentato da un plasmide linearizzato, terminante all’estremità 5’ con

una timidina (T), su cui l’enzima topoisomerasi è stato fissato in modo covalente. Il legame T-A, che si viene

ad instaurare ad opera di tale enzima, permette l’inserzione diretta del prodotto di PCR all’interno del

plasmide in soli 5 minuti a temperatura ambiente.

Successivamente il plasmide verrà introdotto nei batteri (E. coli), che vengono resi competenti (i.e. in grado

di incorporare il DNA estraneo) in seguito a shock termico, che ne dilata i pori di membrana.

Il plasmide pCR® 2.1-TOPO presenta delle peculiarità:

1. contiene il gene di resistenza all’ampicillina ed alla kanamicina � l’uso di questi antibiotici

permette di selezionare i cloni che hanno integrato il plasmide;

2. a livello della zona di inserzione, è presente il gene lacZ della β-galattosidasi (enzima che promuove

l’utilizzo del lattosio), in un prodotto di colore blu. I batteri, che hanno integrato un plasmide senza

inserto, presentano un gene lacZ attivo, perciò formano colonie blu; al contrario, quelli che hanno

un plasmide ricombinante (i.e. con l’inserto) presentano un gene lacZ inattivo, quindi danno origine

a colonie bianche, facilmente distinguibili dalle altre. L’espressione del gene lacZ viene indotta

attraverso l’utilizzo dell’IPTG (isopropyl-beta-D-tiogalattopiranoside).

3. possiede una serie di siti di restrizione (sequenze di DNA riconosciute e tagliate specificatamente da

un determinato enzima di restrizione), che sono molto utili, ad esempio, per verificare la corretta

inserzione del DNA in esame. Nella tabella 3.1.2 sono riassunte alcune caratteristiche del plasmide

ed alcuni enzimi di restrizione utilizzabili.

Reattivi

� Kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen,Milano, Italia) contenente:vettorepCR®2.1-TOPO(10 ng/µL)

e soluzionesalina(NaCl1.2M, MgCl2 0.06M)

� Kit One Shot® (Invitrogen,Mil ano, Italia) contenente: batteri Escherichia coli TOP10F’ e SOC

medium(triptone2%, estrattodi lievito 0.5%,NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, MgCl2 10 mM, MgSO4

10mM, glucosio20mM)

� Acquaultrapura
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� IPTG(AppliChem, Mil ano, Italia) 100mM.

Sciogliere 238 mg di IPTG (p.m. = 238.31) in 10 mL di acquapura; ripartire in 10 microtubi e

conservarea -20°C

� X-gal (AppliChem, Milano , Italia) 40mg/mL.

Dissolvere400 mg di X-gal in 10 mL di dimetilformamideo dimetilsulfossido;suddividere in 10

microtubi e conservarea -20°C

� Terreno LB-Agar (Merck, Darmstadt,Germany)contenenteampicillina alla concentrazionefinale

100 µg/mL.

Sciogliere la polvere in 900 mL di acqua e portare a volume; autoclavarea 121°C per 15 min;

lasciareraffreddareil terreno fino a circa 45°C, addizionare1 mL di ampicillina (100 mg/mL) per

ciascun litro di LB, mescolaree versareil terrenonellepiastre Petri. Attendere la solidificazionedel

terreno,chiuderele piastrePetriconparafilm; conservarlea 4°C fino all’uso.

� Ampicillina (AppliChem, Milano, Italia) 100mg/mL.

Sciogliere 1 g di ampicill ina in 10 mL di acquapura, ripartire in 10 microtubie conservarea-20°C.

Aggiungerne1 mL/L di LB perottenere unaconcentrazionefinaledi 100µg/µL.

Procedimento

� Porre in ghiaccioil cDNA, il vettore, la soluzionesalina, l’ acquamil liQ, i batteriTOP10F’ed il terreno

SOC.

� Vicinoalla fiammadi unbeccoBunsen,preparareunmicrotuboda200µL perciascungenedaclonaree

aggiungere:

- 2 µL di prodottodi PCR

- 2 µL di acquamilliQ

- 1 µL di vettore

- 1 µL di soluzionesalina

e lasciareincubareper5 min a temperaturaambiente.

� Nel frattempo, prendere2 capsulePetri per ciascuncampione e metterle in stufa a seccoa 37°C,

capovolte e semiaperte,in modo che si asciughino bene dalla condensaformatisi durante la

conservazionein frigorifero.

� Trascorsii 5 min, addizionare 2 µL del mix sonda-vettorenel tubocontenente i batterie lasciare per 30

min in ghiaccio.

� Sottoporrei batteriadunoshocktermico:30secondi a42°C, poi 2 min in ghiaccio.

� Vicino al beccoBunsen,aggiungereai batteri 250µL di terreno SOC edincubarea 37°Cper 30-60 min

in unbagnettodotatodi agitazione.

� Nel frattempo,per ciascuncampionee per ciascunapiastra Petri, preparare un mix contenente40 µL di

IPTG100mM e 40µL di Xgal 40mg/mL (totale:80µL/piastra).

� Prendere le piastre Petri dall’incubatore ed appoggiarlesul bancone.Prendere un’ansa di Henle,

immergerlain alcool, flambarla,attenderne il raffreddamento, aprirela piastra ed appoggiarel’ansasul
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terreno per farla ulteriormente raffreddare.Dopodiché,restandoil più possibile vicino al bunsen,

aggiungere in ciascuna capsula 80 µL del mix IPTG-Xgal e con l’aiuto dell’ansa distribuire

uniformementeil liquido fino a completoassorbimento.

Incubarele piastrePetri a37°Cper30min in stufaasecco.

� Trascorsii 30 min, in prossimità del beccoBunsenaggiungereil mix batteri-sonda-vettore alle piastre

Petri: 75 µL nellaprima e 200 µL nella seconda. Mettereadincubare nella stufa a seccoa 37°Cpertutta

la notte.

� Il giorno seguente,chiuderele piastrePetri (in cui si sonoformatele coloniebianchee blu) conparafilm

e conservarlea4°C.
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Tabella 3.1.2. Caratteristiche del plasmide ed enzimi di restrizione

TAGLIA del plasmide: 3908 bp; INSERZIONE DNA: entro le basi 295 e 296 del plasmide

ENZIMI a 2 TAGLI, a monte ed a valle dell’inserto

ENZIMA TAGLI (paia di basi) TAMPONI

BstXI 280 - 324 O+ (T = 55°C)

EcoRI 284 - 302 EcoRI+

ENZIMI a 1 TAGLIO, subito a monte dell’inserto

ENZIMA TAGLI (paia di basi) TAMPONI

Acc65I 241 O+

BamHI 253 BamHI+

BcuI (SpeI) 259 Y+ tango1X

BspTI (Afl II) 293 O+

HindIII 235 R+

KpnI 245 KpnI+

SacI 251 SacI+

ENZIMI a 1 TAGLIO, subito a valle dell’inserto

ENZIMA TAGLI (paia di basi) TAMPONI

AdeI (DraIII) 782 G+

ApaI 357 B+ o Y+ tango1X

Eco88I (AvaI) 335 Y+ tango1X

Eco0109I (DraII) 353 Y+ tango1X

Eco32I (EcoRV) 314 R+

Mph1103I (AvaIII, NsiI) 346 R+

NotI 329 O+

XbaI 347 Y+ tango1X

XhoI 335 R+

ENZIMI a 1 TAGLIO, a valle dell’inserto, lontano

ENZIMA TAGLI (paia di basi) TAMPONI

BclI 1266 G+ (T = 55°C)

BglII 1261 O+

MlsI (BalI, MscI) 1507 R+

NcoI 1857 Y+ tango 1X

PagI (BspHI) 3064 O+

PauI (BssHII, BsePI) 1822 R+

ALTRI ENZIMI DI INTERESSE

ENZIMA TAGLI (paia di basi) TAMPONI

XapI (ApoI) 284 – 302- 960 Y+ tango1X

Eco52I (EagI, XmaIII) 267– 329- 1331 Eco52I+

XceI (NspI) 3788– 344- 1830 Y+ tango1X
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MiniPrep (mini preparation) di DNA plasmidico

Questa tecnica permette di analizzare i cloni prodotti a partire da piccole quantità di coltura

(microamplificazione), estraendone e purificandone il plasmide ricombinante e sottoponendo quest’ultimo a

prime verifiche (digestione con enzima EcoRI).

Ciascun clone di interesse (avente il plasmide ricombinante) viene innanzitutto amplificato una notte a 37°C

in una piccola quantità di terreno selettivo (contenente ampicillina).

Dopo la coltura, una centrifugazione permette di sedimentare i batteri. Il pellet viene lisato con un

tensioattivo (TENS) contenente tris-HCl ed EDTA, che tamponano il medium a pH 7.4 ed in più NaOH ed

SDS che lisano le cellule.

Una centrifugazione in presenza di acetato di sodio permette di eliminare i residui cellulari e il DNA

genomico che rimarranno nel pellet. La successiva aggiunta di etanolo assoluto glaciale al surnatante

permette di precipitare il DNA plasmidico, dopo un’ulteriore centrifugazione.

A questo punto il pellet viene reidratato, solubilizzato e purificato con una soluzione di fenolo-cloroformio:

il DNA plasmidico si concentra nella fase acquosa superiore, mentre il fenolo trattiene le proteine residue.

Questa procedura non permette di ottenere del DNA plasmidico puro per il successivo sequenziamento,

bensì rappresenta una procedura che permette di estrarre del templato non in purezza (rimangono infatti dei

contaminanti, soprattutto RNA) per controlli preliminari (verifica della taglia dell’inserto mediante

digestione enzimatica con EcoRI).

Reattivi

� AcquamilliQ autoclavata

� TENS:

Componenti Quantità Concentrazione finale

Tris-HCl 1.2g 10mM

EDTA 0.372g 1 mM

NaOH 4.0g 0.1M

SDS20% 25mL 0.5%

AcquamilliQ Qbp1 L

Sciogliere Tris-HCl, NaOH(Sigma, Mi lano,Italia) edEDTA (Invitrogen,Milano, Italia) in 900mL

di acqua,aggiungereSDS20%e portarea volumeconacqua.

� Acetatodi Sodio(Sigma, Mil ano,Italia) 3M, pH 5.2.

Sciogliere 246g di acetatodi sodioanidro in 800 mL di acqua. Tamponareil pH conacidoacetico

glaciale eportarea volume.

� TerrenoLB brodo(Merck, Darmstadt, Germany): suddivisoin aliquoteda200mL edautoclavato

� Ampicillina 100mg/mL
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� Soluzionefenolo:cloroformio v/v, pH 7.5: portareil fenolo(AppliChem, Mil ano, Italia) a pH 7.5con

la soluzione tamponante (phenol equilibration buffer, AppliChem, Mil ano, Italia); mescolareun

volumedi fenoloa pH 7.5conunvolumedi cloroformio.

� Etanoloassolutoglaciale

Procedimento

� Vicino alla fiamma di un becco Bunsenpreparare 10 provettesterili da 15 mL per ciascunasonda

clonata;in ciascunadi esseaggiungere 3 mL di mediumLB brodoaddizionatodi ampicillina (200µL in

200mL di terreno,perottenereunaconcentrazionefinaledi 100µg/mL)

� Prendere le capsulePetri contenenti le colonie batteriche dal frigorifero e restandosemprevicino alla

fiamma, con un puntale giallo picchiettare una colonia bianca e mettere il puntale nella provetta

preparata conil terreno,lasciandoveloall’i nterno.Ripeterepertutti i 10 tubi.

� Metteread agitareper tutta la notte a 37°Cutil izzandoil bagnetto termostatatoconagitazione.

� La mattinaseguente,prelevareun volumedi 1.5 mL di ciascunacoloniae porlo in un microtuboda1.5

mL.

� Centrifugare10secondia 16.110xga 4°C.

� Aspirare il surnatante con unapompa a vuoto, ma lasciarnecirca 50 µL assiemeal pellet cellulare (per

facilitarela successiva omogeneizzazione).Vortexareper10secondi.

� Aggiungere300 µL di TENS. Omogeneizzareper inversionee lasciareriposare per 5 min in ghiaccio

(LISI BATTERICA)

� Aggiungere150µL di acetato di sodio 3M, pH 5.2.Vortexare e lasciareriposare per5 min in ghiaccio.

La soluzionein questafasediventaviscosa(PRECIPITAZIONEdel DNA GENOMICO).

� Centrifugare 5 min a 16.110xga 4°C. Trasferire il surnatante(circa 450 µL) in un nuovo microtubo

identificato.

� Aggiungere1 mL di etanolo assoluto glaciale.Omogeneizzareper inversione e lasciare per almeno5

min a -20°Co a -80°C.

� Centrifugare15 min a 16.110xga 4°C. Aspirareil surnatantein duetempi: prima prelevarnela maggior

parte,poi ricominciarefacendoattenzioneal pellet. Successivamenteè possibile far evaporarebene

l’ etanolo,lasciandoil campioneperqualcheminutosottounacappaaspirante.

� Risospendereil pellet in 50 µL di acqua.Vortexarebenee lasciare15min a 4°C.

� Sottocappaaggiungere400µL di soluzionefenolo-cloroformiov/v, pH 7.5e vortexare.

� Centrifugare5 min a 16.110xga 4°C: il DNA di interesserimanenellafaseacquosasuperiore.

� Sottocappaeliminare 350µL di faseinferiore (fenolo-cloroformio).

� Centrifugare5 min a 16.110xga 4°C.

� Conservare a 4°Co a -20°C.
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Verifiche della MiniPrep

Digestione del plasmide con enzima di restrizione EcoRI

Il plasmide pCR®2.1-TOPO® presenta i siti di restrizione dell’endonucleasi EcoRI subito prima e subito

dopo il sito di inserzione del DNA in esame. Questa caratteristica determina la possibilità di “tagliare”

l’inserto e valutarne le corrette dimensioni mediante elettroforesi su gel di agarosio.

Reattivi

� TamponeEcoRI+10X, Fermentas,M-Medical,Milano, Italia

� EcoRI 10UI/ µL, Fermentas,M-Medical,Mi lano,Italia

� RNaseA 1 mg/mL, Fermentas,M-Medical, Mi lano,Italia

Procedimento

� Pereffettuarela digestione,preparareperciascunclone ricombinanteil seguentemix:

Reagenti µL/tubo

Plasmide 2

RNasi(1 mg/mL) 3

TamponeEcoRI+ 10X 2

EcoRI(10UI/µL) 1

Acqua 12

Totale 20

� L’endonucleasiva messanel mix dopotutti gli altri reattivi.

� Effettuarela digestione ponendoi campioni in unbagnomariaa 37°Cper2 ore.

� Controllare l’esattezza dellataglia dell’insertomediante elettroforesi in gel di agarosio,seguitadalettura

del gel agli UV pervisualizzare lebandeseparatesi.

PCR del DNA plasmidico

Il DNA plasmidico può essere oggetto di controllo dell’avvenuto inserimento dell’amplicone mediante PCR

dello stesso con i primers gene-specifici utilizzati nella precedente fase di PCR.

� Perciascunclonepreparareil seguentemix:

MIX PCR (µL/campione)

H2O 35.4

Tampone10X 5.0

dNTPs2.5mM 4.0

Primer forward 15µM 2.0

Primer reverse 15µM 2.0

Taqpolimerasi 1UI/ µL 0.6

Volume finale 49
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� Porre il mix in un microtubo da200µL, aggiungere1 µL di DNA plasmidico e miscelarecon il puntale

(volumefinaledellareazione50µL).

� Impostareil termociclatoreediniziarela reazione.

� Controllare l’avvenuto inserimentoe la taglia dell’ampliconemedianteelettroforesiin gel di agarosio,

confrontandol’altezzadellabandaottenutaconquelledel marcatoredi pesomolecolare.

MidiPrep (midi preparation) di DNA plasmidico:

protocollo QIAfilterTM Plasmid Midi kit (Qiagen®)

Una volta verificata la presenza dell’inserto e la sua taglia nei cloni ricombinanti, attraverso la metodica

MiniPrep, si procede con la preparazione “Midi”, una tecnica che permette di ottenere una grande quantità

di plasmide ricombinante puro. I batteri contenenti il plasmide vengono coltivati in 50 mL di terreno.

Dopodiché, il principio del kit utilizzato consiste nel centrifugare la coltura e risospendere il pellet batterico

con un tampone Tris-EDTA pH 8, contenente RNasi. Dopo un trattamento con un detergente (SDS) in mezzo

alcalino (NaOH), che porta alla lisi batterica ed al passaggio del plasmide in soluzione, i detriti cellulari, le

proteine ed il DNA genomico vengono fatti precipitare dall’acetato di potassio. Il surnatante (lisato chiaro)

viene, dunque, caricato in una colonna contenente una resina a scambio ionico in grado di trattenere gli

acidi nucleici. Dopo un lavaggio (NaCl-MOPS-isopropanolo, pH 7), l’eluizione per shock osmotico (NaCl-

Tris-isopropanolo, pH 8.5) libera il plasmide che in seguito viene concentrato attraverso una precipitazione

con isopropanolo. Seguono una centrifugazione ed un lavaggio del pellet con etanolo, che favorisce

l’eliminazione dei sali residui.

Grazie a questa procedura il DNA plasmidico risulta opportunamente purificato per la successiva digestione

con enzimi di restrizione ed il sequenziamento.

Reattivi

� Ampicillina 100mg/mL

� 50mL di LB brodo(autoclavato) perciascunclonericombinante

� Glicerolo 100%(Invitrogen, Mil ano,Italia)

� Isopropanolo

� Etanolo70-75%

� Bromurodi etidio (10mg/mL)

� TBE 1X

� Kit QIAfilterTM PlasmidMidi Kit (Qiagen, Mi lano,Italia) contenente:

TAMPONE COMPOSIZIONE CONSERVAZIONE

P1 (Resuspension buffer) Tris-HCl 50mM, pH 8.0;

EDTA 10mM;

RNasi A 100µg/mL

2-8°CdopoaggiuntaRNasiA

P2 (Lysis buffer) NaOH200mM; SDS1% (p/v) Temperatura ambiente

P3 (Neutralization buffer) Acetatodi K 3.0M, pH 5.5 Temperaturaambienteo 2-8°C
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QBT (Equilibration buffer) NaCl 750mM;

MOPS(*) 50 mM, pH 7.0;

Isopropanolo15%(v/v);

Triton® X-1000.15%(v/v)

Temperatura ambiente

QC (Wash buffer) NaCl 1.0M;

MOPS50mM, pH 7.0;

Isopropanolo15%(v/v)

Temperatura ambiente

QF (Elution buffer) NaCl 1.25M

Tris-HCl 50mM, pH 8.5;

Isopropanolo15%(v/v)

Temperatura ambiente

(*) MOPS= acido3-(N-morfolino)propanesulfonico,pKa 7.2

Procedimento

� La seraprima:sotto cappaa flussolaminare,preparareunabeutacontappoa vite da500mL autoclavata

perciascuncampione con 50 mL di LB, addizionato di 50µl di ampicillina.

� A partire daunaminicolturatestataprecedentementeconMiniprep,prelevare50µl, pipettarli nellabeuta

e lasciarli in colturaper tutta la nottea 37°C con agitazione. La purificazionevieneeseguita la mattina

dopo.

� La mattina dopo, preparare 5 microtubi da 2 mL autoclavatiper ciascuncampionee diluire in parti

uguali uncampionedella colturaconglicerolo100%autoclavato(peresempio3 mL di coltura+ 3 mL di

glicerolo), mescolare il campione spipettando, distribuire equamente la soluzione nei microtubi.

Conservare a -80°C.

� Trasferire la colturarestantein un tuboFalconda50 mL sterile, equilibrareconLB o conacquasterile e

centrifugarea 4°Cper20min a 5525xg.

� Eliminareil surnatanteconungestodelicato,lentomaunico,facendoattenzioneanonperdere il pellet.

� Riprendereil pellet in 4 mL di tamponeP1 (tamponedi risospensione)e vortexare bene,fino a completa

risospensione.

� Aggiungere 4 mL di tamponeP2 (tamponedi lisi). Agitare manualmente.Non vortexare perché

altrimenti si rischia di frammentare il DNA genomico.Lasciare5 min a temperaturaambiente:al termine

il lisatodeveapparire viscoso.

� Nel frattempo,installareunacolonna per ciascuncampionesu unaFalconda 50 mL (tubo collettore),

utilizzandol’apposito anello blu che si trovanel kit. Conunapipettaequilibrare la colonna con4 mL di

QBT (tampone che deterge la colonna e la preparaalle fasi successive)ed eliminare il liquido di

raccolta;preparare5 microtubi da1,5mL perciascuncampionecheservirannoa prelevare dei campioni

di controllo (50µl) in ciascunatappa:

N°1 = campionefiltrato PRIMA del passaggioin colonna(presenzaplasmide)
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N°2 = campionefiltrato DOPO il passaggioin colonna(assenzaplasmide)

N°3 = liquido di lavaggio (assenzaplasmide)

N°4 = eluito (presenza plasmide)

N°5 = campionefinaledi plasmidediluito 1:10

� Aggiungere4 mL di tamponeP3 (tamponedi precipitazione).Agitaremanualmente.Trasferire il tutto in

unaFalcon da 15 mL sterilee lasciare 5 min in ghiaccio.Si può notare la formazione di un precipitato

bianco lanuginoso, checontieneDNA genomico,proteine,detriti cellulari edSDS.Bilanciare le Falcon

contamponeP3.

� Centrifugarea 4°C per20 min a 5525xg. Si ottieneun pellet denso,biancastroedun surnatante limpido

con una sorta di isoletta bianca compatta in superficie. Trasferire delicatamenteil liquido, esclusa

l’ isoletta bianca, in un altro tubo da 15 mL. Questo passaggiopermettedi compattaremeglio il

precipitato in modo da facilitare la successivafil trazione.Se l’isoletta non permette il passaggio del

liquido, spostarla con l’ aiuto di un puntale. Se il liquido presentadelle impurità centrifugare

nuovamente.

� Versareil liquido trasparente direttamentenella colonna.Prelevareun campionedi 50 µl prima e dopoil

passaggio in colonna(microtuboN° 1 e 2 ).

� Dopoil passaggiocompleto del filt rato, svuotareil tubocollettoree lavarela colonna2 volte con 10 mL

di tamponeQC. Il primo lavaggio rimuovetutti i contaminanti dalla maggiorparte delle precipitazioni

plasmidiche. Il secondo è particolarmentenecessario quandosi usanograndi volumi di coltura o si

utilizzanoceppibatterici cheproduconoelevatequantitàdi carboidrati.Prelevareun campionedopoil

passaggio in colonna(microtuboN°3).

� Cambiareil tubocollettore da50 mL. Eluire con5 mL di tampone QF. Prelevareun campionedi eluito

(microtuboN° 4).

� Aggiungereall’eluito 3,5 mL di isopropanolocon pipetta di vetro sterile. Mescolare, equilibrarei tubi

Falcone centrifugarea 4°Cper1 h a 5525xg.

� Eliminaredelicatamenteil surnatantecon un unico gestoe riprendere il pellet in 2 mL di etanolo70-

75%.Vortexarevelocementeecentrifugarea 4°Cper30min a 5525xg.

� Aspiraretutto l’etanolo conunapompaa vuoto.

� Riprendereil pellet con 40 µl di acquasterile. Porre il tubo qualche minuto a 4°C per attenderela

reidratazionedel pellet.

� Vortexaree trasferireil plasmidein unmicrotuboda1,5mL.

� Centrifugarea 4°Cper 1 min a 16.110xgperprecipitareedeliminareil DNA salificato.

� Prelevare il surnatante, riporlo in un microtuboda1,5mL benidentificato (nomee datadi purificazione

del plasmide) e verificare la purezzadel plasmideallo spettrofotometro.

� Conservare a -80°C.
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Controlli della purificazione del plasmide

Determinazione della concentrazione con lo spettrofotometro

Misurarel’assorbanza a 260 nm e a 280 nm di 2,5 µl di plasmide+ 497,5µl di acquasterile (fattore di

diluizione200).

L’ assorbanzadi 1 unitàa 260nmcorrispondea 50µg di DNA permL (A260 = 1� 50µg/mL)

Stimadella concentrazione: [DNA] µg/mL = 50x A260 x fattoredi diluizione

Verifica dellapurezzadel campione:A260/A280 deve essere> 1,6

Elettroforesi in gel d’agarosio 0,8% addizionato di bromuro di etidio

Reattivi

� Bromurodi etidio10mg/mL

� TBE 1X

� Agarosioin polvere

� Loading buffer

� Marker di pesomolecolare

Procedimento

� Prepararei campioninelmodoseguente:

N° 1-2-3-4� 5 µl di campione+ 5 µl di TBE + 2 µl di BBP

N°5 � 2 µl di plasmidediluito 1:10+ 8 µl di TBE + 2 µl di BBP

� Caricare i campioni nei pozzetti del gel e far migrarea 100 V per circa 15 min (finché il fronte di

migrazionedel blu di bromofenolo raggiungela metàdel gel).

� Dopo l’elettroforesi il plasmide dovrà esserevisibile agli UV in grandequantitàprima del passaggio in

colonnae nell’eluatopurificato, ma nondovràessere visibile nédopoil passaggio in colonnanédopoil

lavaggio.
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Digestione con enzimi di restrizione

Il plasmide viene sottoposto indirettamente a verifica della sequenza attraverso la digestione con enzimi in

grado di riconoscere e scindere solo determinate sequenze target.

Reattivi

� Enzimi di restrizione, Fermentas,M-Medical,Milano Italia

� Tampone10X specificoperciascunenzimadi restrizione, Fermentas,M-Medical,Milano Italia

� AcquaDEPCsterile

� Agarosio

� Bromurodi etidio10mg/mL

� TBE 1X

Procedimento

� Inserire nel programmawebcutter 2.0, presentenel sito web http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/la

sequenzanucleotidicautilizzata come riferimento ed annotaregli enzimi di restrizione che possono

essereutilizzati perla digestione del plasmidein questione.

� Prepararele mappe di restrizione per ciascun gene clonato. La mappa di restrizione consistenel

riordinamento dei siti di restrizione, in modo da poter conoscere la lunghezzain paia di basi (bp) dei

frammentichesi formeranno in seguito alla digestioneenzimatica.Ciò facili teràla verifica o menodella

corretta amplificazionee purificazionedelplasmide.

� Perciascunenzimadi restrizionescelto,preparareil seguentemix:

µl / microtubo

Plasmide Volumecorrispondente a1 µg

Tampone 10X ideale per l’enzima 2

Enzima di restrizione 1

Acqua sterile Qbp20µl

� L’endonucleasiva aggiunta nel mix come ultimo reattivo. La digestioneviene effettuataponendo i

campioniin unbagnomaria per2 ore,alla temperaturaidealeperl’ enzimautilizzato(solitamente37°C).

� Controllare l’esattezza dellataglia dei frammenticonun’elettroforesiin gel d’agarosio,seguita dalettura

del gel agli UV pervisualizzare lebandeseparatesi.
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Sequenziamento

� Determinare la concentrazione del plasmidepurificato mediante lettura allo spettrofotometroe diluirlo

opportunamentein acqua.

� Porre in unmicrotuboda200µL unvolume corrispondentea 500ngdi DNA (massimo10µL).

� Aggiungereun volume corrispondentea 6.4 pmol di un solo primer (specifico per il genedi interesseo

universale:per esempioT7, M13 forward, M13 reverse). 

� Portarea seccoil campione ponendoil tubonel termociclatorea 65°Cper 20-30 min (seil pellet nonè

ancora seccoripeterequestopassaggio).

� Spedire il campione al Servizio di Sequenziamentodi DNA del C.R.I.B.I. (Centro Ricerche

Interdipartimentale sulle Biotecnologie Innovative del Dipartimento di Biologia dell’Università di

Padova). In questa sede, il sequenziamento viene eseguito in piastre da 96 pozzetti mediante

sequenziatori automatici ABI 3700(Applied Biosystems,FosterCity, CA, USA) conla chimicadel Big

DyeTM Terminatorv 3.1(metodoenzimaticodi Sanger).

� Leggeresotto forma di cromatogrammale sequenzedegli amplificati ed analizzarlemediante l’uso del

programmaChromas,che permette di visualizzare i picchi corrispondential segnale di fluorescenza

emessodallediversesondecorrispondenti alle quattrobasidel DNA.
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3.2. RISULTATI

I dati di concentrazione e purezza dell’estratto di RNA totale utilizzato in questoesperimentovengono

riportati in tabella3.2.1.

Campione Abs 260 nm Abs 280 nm Abs 260/ Abs 280 Concentrazione
(µg/µL)

K2 0.220 0.084 2.6 2.20
K3 0.197 0.084 2.3 1.97
PB1 0.125 0.051 2.5 1.25
PB2 0.242 0.109 2.2 2.42

Tabella 3.2.1: Valutazionequali- e quantitativadei campioni di RNA estratti. Vengono riportati i dati di concentrazione
(µg/µL) e di purezza(rapportoassorbanzaa 260e280nm) ottenutimediante letturaallo spettrofotometro.

La qualità dell’RNA estratto è stata valutataancheattraversol’elettroforesisu gel denaturantedi agarosio.

L’ integrità dell’acido nucleico può esserestimata attraverso l’osservazione comparativa delle bande

ribosomiali28S e 18S.In unabuona preparazione,la bandasuperiore(28S)dovrebbeessereduevolte più

rif rangente della banda inferiore (18S), la banda5S (RNA di piccole dimensioni)dovrebbeesserepoco

evidentee nondovrebberoesserci effetti di smear (vedi figura3.2.1).

Figura 3.2.1: Elettroforesi su gel denaturante di agarosio 1.2% di 10 µg di RNA per ciascuncampione estratto (K =
estratti di controllo, PB = estratti di animali trattati confenobarbitale).

L’RNA è statoquindi retrotrascritto in cDNA per la successivaamplificazione e si è quindi procedutocon

l’analisi bioinformaticae con il disegno di primers gene-specifici.Nella tabellasottostante(tabella n. 3.2.2)

vengonoriportati i genioggettodi studio, le sequenzedi riferimentoutilizzateperil disegnodei primers e gli

oligonucleotididisegnati conle relativespecifiche.

K2 K3 PB1 PB2

28S

18S

5S
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Gene
Sequenza di
riferimento

Primers (5’ – 3’)
Lungh.

(bp)
Tm
(°C)

%
GC

Lungh.
amplicone

(bp)

CYP2B NM_214413
F: GCTCTACTCCGCCTTCTTGA
R: AGTTCTGGAGGATGGTGGTG

20
20

59.72
59.96

55
55

676

CYP4A CB455420
F: AGAATGGAGAATGGGAGCAG
R: GGATCTCAGCACCATGATTG

20
20

59.24
59.04

50
50

560

GRa AY238475
F: GGAAGCTCGAATGAGGACTG
R: AGCAGTGACACCAGTGTTGG

20
20

59.95
60.04

55
55

850

HNF4a AY318752
F: CGTGGTGGACAAAGACAAGA
R: TACTGGCGGTCGTTGATGTA

20
20

59.72
60.13

50
50

638

RXRa BM251204
F: ACGAGTCGTGTGGAAAACG
R: GGAACGAGCTGCTCATCG

19
18

59.74
60.68

53
61

573

UGT1A4 NM_174762
F: AAGTCAACCTGCTCCTCCAA
R: AAGTCAACCTGCTCCTCCAA

20
20

59.84
60.06

50
50

837

Tabella n. 3.2.2: Genioggettodi studioperclonaggio e sequenziamento, sequenze utilizzatecomeriferimento e primers
disegnati per il saggioin PCR end-point. Vengonoriportate le caratteristichedi lunghezza(bp), temperaturadi melting
(Tm) e % in GC dei primers e la lunghezzadell’ampliconeatteso(bp).

I geniamplificati mediantePCRend-point sonostatipoi sottopostia verifica mediante elettroforesisugel di

agarosio per controllare l’avvenutareazione,nonchél’esattezzadella taglia dell’amplicone ottenuto.Nelle

figuresottostanti (3.2.2 A eB) nevengonoriportati dueesempi.

A

B

Figura n. 3.2.2: Elettroforesi su gel di agarosio 1.2%di prodotti di PCRottenuti in seguito all’ampli ficazione dei geni
CYP2B, UDPGT (A), CYP4A e RXRα (B) sia in vitelli di controllo (K) e trattati con fenobarbitale (PB). L: ladder
(marker di peso molecolare) di 100bp (A) e 200bp (B).

I geni amplificati sono stati poi oggetto di clonaggiomediantel’utizzo del kit TOPOTA cloning® , come

riportato nella sezione Materiali e Metodi. Successivamentesonostatemicroamplificatein brodoLB dieci

676 bp 837 bp

560 bp 573 bp
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colonie bianche (cloni con l’inserto in oggetto), scelte casualmente. Tali cloni sono stati processati

utili zzando la metodica della MiniPrep, che permettedi estrarree purificare il plasmidericombinante.Il

DNA plasmidico ottenuto è stato sottopostoa digestionecon enzima EcoRI, per verificare l’esattezza

dell’inserto. La figura 3.2.3 rappresenta l’elettroforesisu gel di agarosiodei prodotti della digestionedei

plasmidi ricombinantiottenuti da 10 cloni differenti: questoapprocciopermettedi sceglierela colonia da

sottoporrea Midi -amplifi cazionee MidiPrep.

Figura 3.2.3: elettroforesi su gel di agarosio1.5% dei prodotti della digestione con EcoRI dei plasmidi ricombinanti
ottenuti da 10 cloni diversi, indicati con i numeri da 1 a 10. L = marcatore di peso molecolare(100bp). Con le frecce
vengonoindicati l’inserto di DNA di HNF4α (lunghezzadi 657bp datadallasommadella lunghezzadell’amplicone+
19 bp corrispondentiai frammenti del plasmide, posti a monte e a valle dell’inserto, soggetti a restrizioneda partedi
EcoRI) e il plasmide rimanente(circa 3900bp). Nella colonia indicata con il numero7, per esempio, nonsi evidenzia
l’inserto.

Scelta la colonia batterica contenentel’inserto oggetto di studio, viene sottopostaad amplificazionee

purificazione(MidiPrepdi DNA plasmidico)per il successivosequenziamento.Peraccertarsiulteriormente

chela sequenzadel DNA amplif icatocorrispondaa quella attesa, il plasmidericombinantevienedigeritocon

enzimi di restrizione(vedi figura 3.2.4).

Figura 3.2.4: Elettroforesi su gel di agarosio1.5% dei prodotti della digestione con enzimi di restrizione dei plasmidi
ricombinanti contenenti gli inserti CYP2B e UDPGT.L = marcatoredi pesomolecolare(200bp).

1 2 3 4 5 L 6 7 8 9 10

Plasmide
digerito

inserto

E
coR

I

E
coR

I

D
raIII

A
vaI

A
poIL

CYP2B UDPGT
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Il DNA plasmidicopurificato è statopoi quantificato e diluito in modoopportuno per il sequenziamento:la

sequenza degli ampliconi cosìottenuta è stata poi letta sottoforma di cromatogrammaedanalizzatamediante

l’uso del programmaChromas,chepermettedi visualizzare i picchi corrispondenti al segnaledi fluorescenza

emessodallediversesondecorrispondentiallequattro basidel DNA (vedi esempio sottostante: figura3.2.6).

Figura 3.2.6: Esempiodi cromatogrammaottenuto dal sequenziamento.

Le sequenzecosì ottenute sonostate controllatemedianteconfronto conle sequenzedisponibili nelle banche

dati e dopol’avvenuta conferma, sonostateinserite nel sito dell’NCBI con la denominazioneedil codicedi

accessoindicati nellatabella3.2.3.

Gene Nome GenBank ID Taglia
(bp)

CYP2B
BostauruscytochromeP450family 2 subfamilyB

(CYP2B) mRNA, partial cds
DQ087595 676

CYP4A
BostauruscytochromeP450family 4 subfamily A

(CYP4A) mRNA, partial cds
DQ100360 560

GRa
BostaurusretinoidX receptor alpha (RXRa) mRNA,

partial cds
DQ100361 850

HNF4α BostaurusUDP-glycosyltransferase1 family
polypeptideA4 (UGT1A4)mRNA, partial cds

DQ192584 638

RXRα Bostaurusglucocorticoid receptor (GR) mRNA,
partial cds

DQ192585 573

UDPGT
Bostaurushepatocytenuclearfactor 4 alpha

(HNF4A) mRNA, partial cds
DQ192586 837

Tabella 3.2.3: Geni di bovino clonati, la cui sequenzaè statainserita nella bancadati dell’NCBI. Vengono riportati il
nomedel gene bovino,la denominazioneperesteso,il codiceidentificativo (ID) e la lunghezzadellasequenzaparziale.
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3.3. DISCUSSIONE

Negli ultimi decenni si è assistitoallo sviluppoe all’applicazionedi nuovi metodie tecnologie in gradodi

analizzareil completo genoma, comprenderele interazionitra i suoi costituenti, identificare e quantificarei

cambiamentidi espressione genica globale cheavvengononella cellula. Questoapproccioè statopossibile

grazie al completamentodi progettidi sequenziamento,chehannoresodisponibili le sequenzedel genoma

completodi diversiorganismi (compresol’uomo a partiredal febbraio2001)comeDrosophila, duespeciedi

lievito e moltespeciedi mammifero (Waringe Halbert,2002), come, tra le altre,scimmia,topo,ratto,cavia,

cane, gatto, coniglio, bovino e gallo, nonchéallo sviluppodi potentiprogrammi bioinformatici in gradodi

analizzareestensivamenteil genoma e di costruiremappedi distribuzionedei geni.

Benchéad oggi il genomabovino sia stato completamentesequenziato,occorresegnalare la carenzadi

informazioni relative alle sequenzecodificanti per i geni del metabolismo in questaspecieanimale,nonché

l’esistenzadi tutta una seriedi problematichelegatealla corretta denominazionee classificazionedi questi

stessigeni.

Lo scopodel presentelavoro è stato quindi quello di implementarele conoscenzesulle sequenzebovine

adottandodelle tecnichestandardizzatedi biologiamolecolare messea puntoe successivamenteappresenel

corsodi un soggiornodi studiopressol’Istituto Nazionaledi RicercaAgronomica“I.N.R.A.” di Toulouse

(Francia). Questetecniche hannopermessodi ottenere un templatodi buonaqualità(RNA totale integro e

puro) per la successiva amplificazione in PCR. L’analisi bioinformatica effettuata ha permesso la

progettazionedi primers efficienti per l’amplificazionedi regioni di cDNA altamente conservatetra le specie

e quindi anchenel bovino, pur nonavendo a disposizionela sequenzaspecie-specifica.Infine il clonaggioe

la successivaamplificazione del DNA plasmidico,hannopermesso di ottenereun templato ottimale per il

successivo sequenziamento. L’ approccio sperimentaleutilizzatopertanto,hapermessodi fornire ai database

dei dati utili all’elaborazione delle informazioni ottenuteinveceinizialmentesolo da potenti programmi

bioinformatici di predizione.

I risultati ottenuti in questo lavoro, hanno rappresentato quindi un primo piccolo passo verso

l’i mplementazionedei dati disponibili per il bovino e determinanole basi per la successivadefinizionedi

tecnologie –omics per lo screening dei trattamenti illeciti nel bovino da carne.Le sequenze riportate in

questatesi infatti, oltre alle altre inserite nella pubblicazione Cantielloet al. (2005),sonostateutili per la

definizione dei saggidi Real Time PCR riportati negli esperimentiseguenti,nonché per il disegno di sonde

per Northern blotting, chesonostate impiegateconsuccessoin esperimenti in cui vitelli a carnebiancasono

stati trattati a scopoillecito conun cocktail di promotoridellacrescita o consolodesametazone(Cantiello et

al., 2008a, Cantiello et al., 2008b). In più, le sequenzedepositatenelle banchedati, sonostate citate ancheda

altri autori (Gregeret al., 2006), ed utilizzate in uno studio sull’ ontogenesi degli enzimi biotrasformativi e

dei recettori nuclearinel vitello a carne bianca.
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DEL CITOCROMO P450 E DEGLI ENZIMI DI FASE II

NEL FEGATO DI BOVINO

GIANTIN M., CARLETTI M., CAPOLONGOF., PEGOLOS.,LOPPARELLI R.M., GUSSON F., NEBBIA

C., CANTIELLO M., MARTIN P.,PINEAU T., DACASTOM. (2008):

Effect of breeduponcytochromeP450sandphaseII enzymesexpressionin cattleliver.

Drug Metabolism and Disposition (submitted)
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4.1. MATERIALI E METODI

Animali

In questasperimentazionesonostati utilizzati 25vitelloni maschidacarneappartenentia tre razze diverse, in

particolareCharolais(CH, n = 10, pesomedio700kg), Piemontese(PM, n = 8, pesomedio650kg) e Blonde

d’Aquitaine (BA, n = 7, pesomedio600kg), provenienti daallevamenticertificati della RegionePiemonte.

Tali animali, dell’età di 18-20 mesi sonostati scelti sulla basedi un Progettodi Ricerca finanziato dalla

Regione Piemonte, volto a definire dei parametri immunologici, istologici, zootecnici e farmaco-

tossicologici di controllo standard, utilizzabili nello screening dei trattamenti illeciti nellafiliera bovina.

Tali animali, sono stati macellati secondo la normativa italiana vigente (Regolamentidella Comunità

Europea853/2004e 854/2004che riportano i criteri igienici specifi da seguire nell’organizzazionedei

controlli ufficiali deiprodotti di origineanimaledestinatial consumoumano).

In questasede,è statorimossoil lobo caudatoepatico, dacui sonostateprelevatein sterilità dellealiquote di

circa 100 mg per l’estrazionedell’RNA messaggero, immediatamentesottoposte a congelamento in azoto

liquidoe stoccatea -80°C fino all’utiliz zo.

La rimanentepartedel lobo caudatoinvece, è stata perfusacon unasoluzioneisotonica freddadi KCl per

rimuovere il più possibile l’emoglobina presente,poi tagliata a pezzetti, rivestita con carta stagnola e

trasportatain laboratorio in ghiaccionell’arcodi un massimodi dueoredal sacrificio dell’animale.Unavolta

in laboratorio, aliquotedi 20-30 g di fegato,esenti daalterazionipatologicheevidenti,sonostatesottoposte

adomogeneizzazione perl’allestimento delle frazioni subcellulari epatiche.

Su tali frazioni sono state determinate le principali attività catalitiche ossidative P450-dipendenti e

coniugative (uridindifosfoglucuroniltransferasi e glutatione S-transferasi), utilizzando substrati modello

dedotti da precedenti studi di metabolismocondotti in uomo e nelle specie da laboratorio, nonché

l’espressione proteica, mediante immunoblotting delle isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2E e

CYP3A.
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Estrazione RNA totale da campioni di fegato

Reattivi

� TRIzol® reagent(Invitrogen,Mil ano,Italia): fenolo acido-guanidinatiocianato

� Cloroformio,J.T. Baker,Mallinckrodt,Olanda

� Isopropanolo,J.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

� Etanolo70-75%,J.T.Baker,Mallinckrodt,Olanda

� AcquaDEPC,AppliChem, Milano, Italia

Procedimento

� Preparareun numerodi microtubi da 2 mL con tappoa vite contenentiSylica BeadsLysin Matrix D

(Qbiogene, MP Biomedicals, Illk irch, France) corrispondenti ai campioni da processare.Siglarli

opportunamentee porli in un criobox a -70°Co in ghiaccioseccoperpermetterne il raffreddamento.

� Porre i campioni,tolti dal -80°Cnei tubi raffreddaticonservati nella scatolaa tenuta termica.

� Sottocappa,aggiungerein ciascuntubo1 mL di TRIzol® freddo.

� Omogeneizzarei campioniconFastPrep® (Qbiogene, MP Biomedicals,Illk irch, France) a velocità 6 per

10secondi.

� Ripetereil puntoprecedenteperunmassimo di 3 voltepernonrischiare di scaldaretroppoil campione.

� Centrifugare a 12.000xgper 10 secondi, a 4°C per far depositaresul fondo del tubo le beads e le

particelle di tessutononomogeneizzate.

� Prelevare il surnatante (1 mL circa)e porlo in unnuovotuboda1.5mL opportunamentesiglato.

� Aggiungere200µL di cloroformio e agitarevigorosamenteper inversionealmeno15 secondi. Incubare

5 minuti (min) a temperatura ambiente.

� Centrifugarea 4°Cper 10min a 12.000xg.

� Trasferire la porzione acquosa (all’incirca 500µL) in unnuovomicrotuboda1.5mL.

� Aggiungereun ugualvolumedi isopropanolo, agitareperinversioneedincubareper5 min a temperatura

ambiente.

� Centrifugarea 4°Cper 10min a 12.000xgedeliminare il surnatante utilizzandounapompaa vuoto.

� Riprendereil pellet in 1 mL di etanolo al 70-75% e vortexare fintanto che il pellet non si staccadal

fondo.

� Centrifugarea 4°Cper 10min a 12.000xgedeliminare il surnatante utilizzandounapompaa vuoto.

� Dissolvereil pellet in acquaDEPC(da30 a 150µL, a secondadelledimensionidel pellet) edattendere

finoa completoscioglimentoin ghiaccioevortexare.

� Centrifugarea 4°Cper 1 min a 12.000xgperfar precipitarel’RNA salificatoeventualmentepresente.

� Recuperare il surnatante.

� Prepararealiquoteperelettroforesiin geldi agarosio,letturaal NanoDrop eretrotrascrizione.

� Conservare il campionea -80°C.
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Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto:

Elettroforesi su gel di agarosio all’1% e lettura al NanoDrop

Per valutare l’integrità dell’RNA è necessario effettuare l’elettroforesi su gel d’agarosio 1% in presenza di

bromuro di etidio (marcatore intercalante) e tampone TBE 1X. La qualità, oltre alla quantità dell’estratto,

può essere anche valutata mediante lettura al Nanodrop: con lo spettrofotometro infatti viene misurato il

grado di purezza attraverso il calcolo del rapporto tra i valori delle assorbanze lette a 260 nm e a 280 nm

(A260/A280) e quello A260/A230: se l’RNA è privo di contaminanti, tali valori sono compresi tra 1.8 e 2.1. Il

rapporto A260/A280 indica la presenza di residui proteici, lipidici o polisaccaridici, mentre il rapporto

A260/A230 segnala la contaminazione dell’estratto da parte di solventi quali Tris, EDTA, fenolo o da parte

della guanidina tiocianato, che assorbe tra 230 nm e 260 nm. I vantaggi dell’utilizzo del NanoDrop

consistono nel minimo consumo di RNA (1-2 µl) e nel fatto che il campione bagna direttamente il sistema

ottico, riducendo così le variazioni e le contaminazioni dovute alla sostituzione delle cuvette; infine, lo

spettro misurato è tra 220 e 750 nm, consentendo di ottenere maggiori informazioni relativamente

all’integrità dell’RNA o alla presenza di contaminanti chimici. Tuttavia, come tutti gli spettrofotometri, non

è in grado di discriminare tra RNA e DNA genomico, poiché entrambi assorbono a 260 nm, quindi per

valutare l’eventuale contaminazione dell’estratto, è importante confrontare i dati quantitativi con il gel di

corsa in elettroforesi.

Reattivi
� Colorantedi caricamento(SSCPLoading dye) compostodablu di bromofenolo0.1%,xilene cianolo

FF 0.1%, EDTA 10mM (pH 8.0)e formaldeide98%(Sigma,Mil ano,Italia)

� Agarosio,AppliChem,Mi lano,Italia

� TBE 1X contenenteTris-HCl 89 mM, acidoborico89mM edEDTA 2 mM, pH 8.0 (Sigma, Milano,

Italia)

� Bromurodi etidio,Sigma,Milano, Italia

Procedimento
� Aggiungerea 5 µl di campione1 µl di SSCP,chehasull’RNA un’azionedenaturante.

� Denaturarei campioni a 70°C per 5 min in un termobloccoo in un termociclatoree metterein ghiaccio

peri successivi 5 min.

� Caricarei campionisul gel (volumefinale di caricamentodi 6 µl) e sottoporli ad elettroforesi a 100 V

per20min.

� Dopo la corsa,visualizzare e fotografare i campioni di RNA al transilluminatore a luce UV Image

Master VDS (Amersham Biosciences,Milano). In questo modo, se l’RNA è integro, vengono

visualizzateduebandecorrispondentialle duecomponentidi RNA ribosomiale: 18S(1.9 kb) e 28S(5

kb).

� Per valutare, invece, la quantità dell’estratto, viene effettuata l’analisi della densità ottica con

spettrofotometroNanoDrop ND-1000 (NanoDropTechnologies, Wilmington,UK) utilizzando1.5 µl di

campione.
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Lettura dei campioni con Agilent 2100 Bioanalyser

Reattivi
� LabChip (AgilentTechnologies,Waldbroon,Germany)

� RNA 6000Nanogel matrix (AgilentTechnologies, Waldbroon,Germany)

� RNA 6000Nanogel dye (Agilent Technologies, Waldbroon,Germany)

� RNaseZap® (AppliedBiosystems,Courtaboeuf,France)

� RNA NanoMarker 6000(AgilentTechnologies, Waldbroon,Germany)

� RNA ladder(Agilent Technologies,Waldbroon,Germany)

� AcquaRNasi-free

Procedimento
� Porre 550 µL di RNA 6000Nanogel matrix in un tubo con fi ltro e centrifugarea 1500xgper 10 min;

ripartire 65µL di gel filtr atoin tubi da 0.5mL opportunamenteidentificati.

� Porre l’ RNA 6000Nanodyeconcentratoa temperaturaambienteper 30 min; vortexareper 10 secondi,

spinnare velocementeed aggiungere 1 µL di questasoluzionein un tubo contenentei 65 µL di gel

filtr ato.Vortexaree centrifugare 10min a 13000xga temperaturaambiente.

� Diluire con acquanucleasi-free l’RNA da dosarein modo tale da ottenereunaconcentrazionetra 25 e

500ng/µL (ottimaleda100a 200ng/µL) e conservarei campioniin ghiaccio.

� Denaturarei campioni di RNA edun’aliquotada5 µL di RNA ladder per2 min a 70°Ce poi porre i tubi

in ghiaccio peralmeno2 min.

� Puliregli elettrodi dello strumentoconi chip peril lavaggio: primaper1 min con 350µL di RNaseZap®

e poi perunaltromin con350µL di acquanucleasi-free.

� Prendere la ChipPriming Statione posizionareunnuovochip al suointerno.

� Prendere la siringa e posizionare lo stantuffoad un volume di 1 mL; infilare la siringa ed avvitarla

sull’adattatore“L uerLock”.

� Porre 9 µL del mix gel-dye nel pozzetto identificatocon unaG su fondo scuro, andandocon il puntale

fino in fondo al pozzetto.

� Chiuderela Chip Priming Statione spingeresullo stantuffo della siringain modolento e continuofino a

fine corsaperdistribuireomogeneamenteil gel all’internodel chip. Attendere30 secondie poi rilasciare

il bottoncino di chiusura: il pistonesi alzeràdasoloma sarànecessario riposizionarloal volumedi 1 mL.

� Porre9 µL del mix gel-dye in ciascunodegli altri duepozzetticontrassegnatidaunaG.

� Porre 5 µL di RNA NanoMarker 6000nel pozzetto in basso a destra (contrassegnatodaunascaletta)ed

in tutti i 12pozzettidedicati all’analisi dei campioni; nei pozzetticherimarrannovuoti inveceporre6 µL

di RNA NanoMarker 6000.

� Porre 1 µL di RNA ladder nel pozzettocontrassegnato da unascalettae 1 µL di campionedi RNA nei

pozzettoperi campioni.

� Vortexareil chip utilizzandol’apposito supportoper1 min a 2400rpm.

� Inserire il chip nellostrumentoedeffettuarela letturaal Bioanalyser(5 min). 
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Trascrizione inversa (RT)

Reattivi

� High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf,France) contenente: Random

Primers RT 10X, mix dNTPs 25X (100 mM), tampone RT 10X e MultiscribeTM Reverse

Transcriptase50U/µL

� AcquaDEPC

Procedimento

� Scongelarei reagentie l’RNA in ghiaccio;lasciareinvece l’enzimaa -20°Cfino al momentodell’uso.

� Diluire i campionidi RNA conacquaDEPCin modotaledaottenere unaconcentrazionedi 200ng/ µL.

� Preparareil mix 2X secondoil seguenteschema:

Reagenti Volume (µL)

TamponeRT 10X 2.0

dNTPs mix 25X 0.8

RandomPrimers RT 10X 2.0

MultiscribeTM ReverseTranscriptase50U/µL 1.0

Acqua 4.2

Volumefinale 10.0

� Distribuire10µL del mix 2X in ciascunmicrotuboda200µL.

� Aggiungerein ciascun pozzetto di unapiastraa 96 pozzetti(Applied Biosystems,Courtaboeuf, France)

10µL di RNA 200ng/µL (totale 2 µgdi RNA) e mescolarebeneconla pipetta.

� Preparareil controllo negativo (RT-) secondoquanto riportatoin precedenza,sostituendola trascrittasi

inversaconacqua.

� Chiuderela piastraconcover di alluminio (Qbiogene, MP Biomedicals,Illkirch, France) e vortexareper

alcuni secondipermiscelarebeneRNA e mix.

� Incubarenel termociclatore (adattoperpiastrea 96pozzetti) a 25°Cper10min e a37°Cper2h.

� Al terminedellareazione,preparare diluizioni 1:20delcDNA conacquaDEPC.

� Conservare le diluizioni di cDNA a 4°Cperunutilizzo rapidoo conservarlea -20°C.
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Risorse bioinformatiche

Perla ricercadi informazioni relative ai genicoinvolti nel metabolismoossidativoe coniugativo nel bovino,

per la verifica della disponibilità delle sequenzenelle banchedati e per l’ analisidelle stessefinalizzataalla

costruzionedi primers, sono disponibili diverserisorsebioinformatiche.

Nella prima parte della ricerca sono stati utili zzati i siti NCBI (National Center for Biotechnology

Information: http://ncbi.nlm.nih.gov/) ed EnsemblGenomeBrowser (http://www.ensembl.org/index.html),

che hanno permessodi accedere alle sequenzegenomiche,dei trascritti e delle proteine, nonché alle

pubblicazioni relative.Unavolta identificate unao più sequenzedi mRNA del genebovino selezionato,esse

sono state confrontateusandoil programma Multalin (www.toulouse.inra.fr/multalin/multalin), disponibile

in rete ed è statapoi sceltala sequenza più idonea,con la quale proseguire l’analisi. Poichéi geni del

metabolismo ossidativo e coniugativo appartengonoa superfamiglie multigeniche(i.e. CYP, UGT, GST), le

cui famiglie, sottofamiglie e singole isoformevengonoclassificate sulla basedell’identità nella sequenza

aminoacidica (Guengerich, 2003), risulta di notevole importanzaindividuare medianteallineamento le

regioni delle sequenzesu cui disegnare primers specifici per una certa isoforma e che nel contempo

permettano di differenziare un enzima da un altro appartenente alla stessafamiglia o sottofamiglia(per

esempioCYP1A1 e CYP1A2). anchequest’ultimaanalisiè stataeffettuata utilizzandoil programmacitato

subito sopra.

Ci si è serviti successivamentedi un altro strumento informatico, l’ USCS Genome Browser (Genome

Bioinformatics Group of UC Santa Cruz: http://genome.uscs.edu/), il qualevisualizzale sequenzegenomiche

delle specie sottoposte a completo sequenziamento, mostra esoni ed introni e fornisce annotazionisulle

caratteristichedella sequenzastessa.Dallo stessosito si può accedeanchea Blat, checonsentedi eseguire

ricerchedi omologiatra una sequenzaimmessaedil genomadi organisminoti e completamentesequenziati;

questo è particolarmenteutile se si vuole capire dove la sequenzasi collochi nel genoma, in quale

cromosomaed in che posizioneesonicadi un genevadaa localizzarsi; è possibile,inoltre, vederese ci sono

splicing alternativi,isoforme geniche, eventuali polimorfismi, conoscerele giunzioniesone-introneedavere

informazioni sullastruttura tridimensionale dellaproteinacorrelata.
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Selezione dei geni target

Nella Tabella 4.1.1, sonoriportati i geni, coinvolti nel metabolismoossidativo e coniugativo, chesulla base

di ricerchebibliografiche, sonostatiselezionati perle successiveanalisi.

Gene target Nome ID GenBank
CYP1A1 CitocromoP4501A1 XM_588298
CYP1A2 CitocromoP4501A2 XM_591450
CYP2B6 CitocromoP4502B6 NM_001075173
CYP2C8 CitocromoP4502C8 XM_868633
CYP2C9 CitocromoP4502C9 XM_612374
CYP2C18 CitocromoP4502C18 NM_001076051
CYP2C19 CitocromoP4502C19 XM_600421
CYP2E1 Citocromo P4502E1 NM_174530
CYP3A4 CitocromoP4503A4 NM_174531
UGT1A1 UDPglucuronosil-transferasi 1A1 DQ115935
UGT1A6 UDPglucuronosil-transferasi1A6 NM_174762
UGT2B17 UDPglucuronosil-transferasi2B17 NM_001075724
GSTA1 Glutatione-S-transferasi A1 NM_001078149
GSTM1 Glutatione-S-transferasi M1 NM_175825
GSTP1 Glutatione-S-transferasiP1 NM_177516

Tabella4.1.1: Lista dei geni bovini selezionatiper il saggiodi Real Time PCR.

Scelta dei primers

La progettazionedei primers è stataeseguita mediantel’uti lizzo del programmaspecificoPrimer Express

2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), che consente di costruire oligonucleotidi con

caratteristicheappropriateper un protocollo di Real Time PCR (Q RT-PCR) ed otteneredei profili termici

adeguati. Sulla basedella sequenzadi cDNA, sonostatecostruitecoppiedi primers di circa 20 nucleotidi

(range tra 9 e 40 bp), con temperaturedi appaiamentosimili tra loro (compresetra 58 e 60°C, conoptimum

di 59°C) e con unastruttura primaria tale da evitare appaiamenti intramolecolari (ripiegamentia forcina e

dimeri di primers). La percentualedi basiGC (%GC) è stata mantenuta all’ interno dell’intervallo tra 20%e

80% e sonostatipreferiti primers senza sequenzedi più G e C consecutive e conpiù ripetizioni. Infine, tra i

parametri di ricerca,la lunghezzadell’ampliconeè statadefinita tra 50 e 120 bp. Il rispettodi tutti questi

requisiti e l’idoneità della coppiadi primers vengonoalla fine riassuntidal software con un coefficiente

numerico,definito penalty, che, peressereaccettabile, dovrebbeessereil più bassopossibile.

Nel presente studio è stato sceltocomefluoroforo il SYBR Green, un marcatore colorato che può legarsi a

qualsiasi molecola di DNA a doppio filamento, compresi i dimeri di primers; per evitare che la

quantificazione dell’espressionegenica venisse falsatadall’amplificazione del DNA genomico(possibile

contaminantedell’estratto) e/o dall’eventualepresenzadi dimeri di primers, nella sceltadegli oligonucleotidi

sono stati consideratianchei seguentiaspetti: disegnoa cavallodellegiunzioni esone-intronee verifica della

complementarietàtra i primers (per evitare la sintesi di dimeri) in tutte e 3 le combinazionipossibili

(forward-forward, reverse-reverse, forward-reverse) utilizzando l’applicazione Primer test del software

Primer Express 2.0.
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Per sfavorire l’ amplificazione del DNA genomicoda parte della Taq polimerasi, nel tempo fornito per

l’appaiamentoe la polimerizzazione (60 secondi), sono state presein considerazionesolo le giunzioni

corrispondenti adintroni della lunghezza di più di 1 kb edè statoverif icatochele prime2-3 basidel primer,

subito dopo la giunzione,non corrispondesseroalle prime basi dell’introne. Infine sonostati scelti solo i

primers in cui la giunzione cadessein corrispondenzadell’estremità3’ del primer, accettandole posizioni tra

la metàdell’oligonucleotide e la quartultimabase.

I primers ottenuti sono stati poi oggetto di verifica, mediante controllo della corrispondenzadegli

oligonucleotidi stessi, nonchédell’amplicone,con la sequenzascelta utilizzandoBlastn, disponibile come

link dal sito del NCBI.

Real Time PCR

Ciclatore termico

Lo strumentoimpiegatoè il Sequence Detection System 7000 (Applied Biosystems,FosterCity, CA, USA).

Essocontieneun ciclatore termico adattoperpiastreda96 pozzettiedè in grado di misurare fluorescenze tra

500 e 660nm; la sorgenteluminosaemetteradiazionielettromagnetichechevengonopoi selezionatedafiltri

opportuni. La fonte di emissione è una lampadaalogenaa tungsteno, al contrario di altre tipologie di

strumenti che utilizzano un laser, la cui capacità di eccitazionealla massimalunghezzad’onda è però

superiore, sebbenemeno uniforme (Bustin, 2002). La fluorescenzaviene eccitata dalla lampadache

distribuisce la luce a tutti i 96 campioni e la risultanteemissione viene rilevata da uno spettrografo con

cameraa dispositivocharge-coupled (CCD); i dati di emissionedi fluorescenzarilevati, perogni campione,

ogni settesecondi, vengono poi inviati ad un computer,elaboratie rappresentati direttamentesottoformadi

risultati quantitativi, senzaperquestoricorrerea manipolazionipost-PCR.

Pernormalizzarela fluorescenzadel reporter (in questocasoil SYBR Green) e correggerele fluttuazionidel

segnaledi emissionedovutead errori di pipettamento,è necessarioutilizzare,nella misceladi reazione, un

fluoroforodi riferimentointerno, definito passive reference, rappresentatodal ROX.

Lo strumento è dotatodi un software specificoABI Prism 7000,checonsentesiadi impostarei parametridi

reazione,siadi configurarei campioninellapiastra.

Al termine della reazione, che avviene in due ore, il software elaboraun grafico che descrive,per ogni

reazione,la cineticadi amplificazione,cioè riporta l’ intensitàdella fluorescenzaad ogni ciclo. Inoltre, dopo

aver fissatoautomaticamenteo manualmentela soglia (threshold) di intensitàdi emissione,lo strumento

fornisce sulla basedi questai valori di Ct per ogni campioneamplificatoe calcola le curve standard. I dati

possonoessereesportati in Microsoft® Excel per il calcolo dell’espressionerelativa.
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Allestimento della miscela di reazione

Reattivi

� PowerSYBR GreenPCR MasterMix 2X (Applied Biosystems,Courtaboeuf,France)composta da:

enzima hotstart AmpliTaq Gold Polymerase, mix dNTPs, MgCl2, SYBR Green PCR buffer

contenenteil fluoroforoSYBR GreenI

� Primers forward e reverse 7.5µM

� AcquaDEPC

� cDNA

Procedimento

� Scongelareil cDNA ed i reagentiin ghiaccio(esclusala MasterMix cheva conservataa 4°C)

� Allestirela misceladi reazione(volume finale 25µL) come segue:

Reagenti Volume (µL)

SYBR GreenPCRMasterMix 2X 12.5

Combinazioneprimers F eR diluiti in acqua* 7.5

cDNA 5.0

* Primers diluiti in acqua a partire da madri 7.5 µM per ottenerele concentrazioni finali dell’ordine del nM, messe a

punto perogni gene(300F-300Ro 900F-300Ro 300F–900R o 900F-900R).

Protocollo termico standard

Il protocollotermicoprevedele seguentifasi:

1) attivazionedell’AmpliTaqGoldPolimerase 95°Cper10minuti

2) denaturazione 95°Cper15secondi

3) appaiamentoe polimerizzazione 60°Cper60secondi

Le fasi2 e 3 vengono ripetuteper 40cicli.

Al terminedellareazione èstato eseguitoil protocollotermicodi dissociazionedei prodotti di amplifi cazione

per caratterizzarel’ampliconespecifico ed individuareeventualiprodottiaspecifici(per esempio,i dimeri di

primers); esso prevedeun lentissimo e gradualeaumentodella temperatura(circa0.02°C/sec≈ 1°C/min) da

60°C a 95°C. Durantela dissociazione, il software registrale variazioni di fluorescenza al variare della

temperaturaedi dati cosìottenuti vengonoutilizzati perla costruzionedellacurvadi melting.

Messa a punto dei saggi

Combinazioni dei primers

Pertutti i geni in studio sono state messea puntole concentrazionidei primers F e R chepermettessero di

ottenerela maggiorefficienzadi reazionepossibile. Perfarequesto,sonostatepreparate dellecombinazioni

di primers (a partiredamadri 7.5 µM) per otteneredelleconcentrazioni finali nel mix di reazionepari a 300

nM o 900 nM. Sono pertanto statetestate per ciascungenele seguenticombinazioni: 300F-300R, 900F-

300R, 300F–900R, 900F-900R.
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L’ amplificazione è stata effettuata in triplicato per ciascunacombinazioneutilizzando un pool di cDNA

(composto da tutte e 3 le razze miscelatein parti uguali) diluito 1:20. E’ statasceltala combinazionedi

primers ottimale sulla base dell’analisi delle curve di amplificazione, in rispetto delle seguenti

caratteristiche: plateau della curva di amplif icazionepiù elevato e Ct inferiore.

Costruzione delle curve standard

Le curvestandardsonostatecostruite pertutti i geni in studio, util izzandodiluizioni seriali,a concentrazione

nota,dello stesso pool di cDNA utilizzato per la messaa puntodella combinazionedei primers. Essesono

importanti per valutarel’effi cienzadell’amplificazionee servonoa correlare linearmenteil Ct e la quantità

inizialedi cDNA o RNA totalepresentenelcampionein analisi(Wonge Medrano,2005).

Le diluizioni serialisonostateallestite secondoun fattore10,partendoperò,peralcuni geni,dauno standard

inizialedifferente (diluizione1:3 o 1:5).

Ogni diluizione,per un totaledi 5, è stataamplificata in triplicato, per avere unamaggioreriproducibilità;

inoltre per ogni gene,sonostatiallestiti duecontrolli negativi:

- NTC (no template control) non contenentecDNA, al fine di evidenziareeventuali

contaminazioninellamix;

- RT- (no reverse transcription) in cui nonè avvenutala trascrizioneinversaa causa

dell’assenza dell’enzima, al fine di evidenziareeventuali amplificazioni del DNA

genomicocontaminante.

La curvastandardè statacostruita riportandoin ordinatai valori di Ct (o meglio, la media dei Ct per ciascun

triplicato)edin ascissail logaritmo in base10 delle diluizioni: è statocosìpossibile determinarel’efficienza

della reazioneconsiderandola pendenzadella retta (slope).

Sullabasedei dati ottenuti dallecurve standard,sonostate costruiteanchele curve di validazione,riportando

in ascissail logaritmodelle diluizioni del campioneed in ordinata la differenzadei valori di Ct di ciascun

gene target con i rispettivi del gene selezionato come reference (∆Ct). La linea che interpola i punti

dovrebbeessereparallelaall’assedelleX edavereunapendenzainferiorea 0.1.

Verifica degli ampliconi mediante analisi delle curve di melting e PCR end-point

Per testare ulteriormentela funzionalità dei primers e quindi verificare che la lunghezzadell’amplicone

ottenuto corrispondaa quella attesae chenonsiaavvenutal’amplificazionedi prodottiaspecifici, sonostate

eseguiteuna reazionedi PCRend-point seguita da elettroforesisu gel di agarosio e l’analisi delle curvedi

melting perciascungeneconsiderato.

La reazione di PCR end-point è stataallestita utilizzandol’enzimaGoTaq® Flexi DNA Polimerasi(Promega

Italia, Milano, Italia) e come tampone il 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, contenentegià due diversi

coloranti(blu e giallo) che si separano durantel’elettroforesi:questo buffer permettedi evitarel’aggiuntadel

tamponecolorante(necessario permonitorareil fronte di migrazione)al momentodi caricarei campioniper

l’elettroforesi.
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La reazionedi PCRè stataallestita come segue:

Reattivi Volume (µL)

5X GreenGoTaq®Flexi Buffer 8.0

MgCl2 25mM 2.4

dNTPs10mM 0.8

Primer F 7.5µM 2.2

Primer R 7.5µM 2.2

GoTaq® Flexi DNA Polimerasi 0.3

Acqua 22.1

Pool cDNA 2.0

Volumefinale 40.0

I campioni sono stati incubati nel termociclatoreTpersonal(Biometra,Milano) e sottoposti al seguente

protocollo termico:

a) Attivazionedell’enzima 95°Cper3 minuti

b) Denaturazione 95°Cper30secondi

c) Appaiamento 58°Cper45secondi

d) Polimerizzazione 72°Cper30secondi

e) Estensionefinale 72°Cper5 minuti

f) Disattivazionedell’enzima 4°Cper5 minuti

g) Conservazione 18°C

Il ciclo comprendentei passaggi b, c, d è statoripetuto35volte.

Scelta del gene reference

La comparazionedi campioni diversi richiede una normalizzazione, per compensarele differenze

quantitative del materiale biologico presente nei campioni. La stabilità dell’espressionedi un genestandardè

un prerequisito fondamentaleper la normalizzazionedei dati di espressionedi un gene target. Nella

quantificazione relativa, la standardizzazione mediante un gene diverso da quello in analisi, la cui

espressionesi ritienesiacostante,è il metodopiù utilizzato.

E’ statodimostratotuttavia chel’espressionedei geni,consideratidi riferimento,puòvariareperesempioin

risposta a manipolazioni sperimentali o in condizioni fisiologiche individuali diverse o in seguito alla

somministrazionedi sostanze che ne modulanola trascrizione (per esempio,desametazone,ormone della

crescita, vitaminaD, ecc). Perquestomotivo nonesisteunastrategiadi normalizzazioneutilizzabile in tutti

gli esperimenti, bensì ogni ricercatore deve identificare e validare il metodo più adatto alle proprie

condizionisperimentali.

Nella presentetesi, sono stati scelti tre geni housekeeping, candidati a essere utilizzati come geni di

riferimento nel saggio di Q RT-PCR (tabella 4.1.2); sono stati testati i loro livelli di espressione, che

dovrebbero rimanerepressochécostantinei gruppisoggettiadanalisie nonrisentiredel trattamento(questo
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secondoaspettoè stato testato negli esperimenti descritti successivamente, in cui gli animali sono stati

sottopostia trattamentifarmacologici).

Gene reference Nome ID GenBank
ACTB β-actina NM_173979
B2M β2-microglobulina NM_173893
TBP TATA box binding protein NM_001075742

Tabella4.1.2: Genihousekeeping candidati adessere selezionati come reference peril saggiodi Q RT-PCR.

Pervalutarela variabilitàdei tre geni nei campioniutilizzati, è statoeseguito un esperimentoin cui il cDNA

di tutti gli animaliè stato amplifi catoconprimers specifici disegnati, perciascuno dei tre geni reference, in

rispetto dellecaratteristichesoprariportate.

Sono stati calcolati, per ogni gene:i valori di ∆Ct corrispondenti alla differenzadel Ct mediodel gruppodi

riferimentoo di controllo(in questocasoCH) e degli altri gruppioggettodi analisio sottoposti a trattamento

(in questa sperimentazione, nello specif ico, PM e BA); il range di ∆Ct, dato, per ogni singola tesi

sperimentale, dalla sommatoria in valore assoluto dei ∆Ct prima calcolati (nell’ambito dello stesso

esperimento); il range di Ct corrispondente,per ciascungene,alla differenzatra il Ct massimoe minimo

evidenziati tra tutti i soggetti appartenentiallo stessoesperimento.

E’ stata inoltre effettuata l’analisi statistica (ANOVA + post test di Tukey) utilizzando il programma

GraphPadPrism4 (San Diego, CA, USA), per evidenziareeventualidifferenzestatisticamente significative

tra i gruppi in studio.

Analisi dei campioni e quantificazione relativa

L’ analisi dei profili di espressione dei geni target nei campioni di fegatoè stata condottaamplificando il

cDNA di tutti i campioni, perciascungenetarget edil relativo gene di riferimento.

Il cDNA dei campionianalizzati, ottenutomedianteretrotrascrizione di 2 µg di RNA, è statodiluito con

acquasecondoil rapporto 1:20; in ogni pozzettosonostatiquindi caricati25ngdi cDNA.

Le impostazioni di default del software ABI Prism 7000 SDS 1.1 ed in particolare del programma, che

permette lo studiodei dati ricavatidall’analisi in Q RT-PCR, sonostate modificate genepergene;i dati sono

statianalizzatifissandovalori di threshold e baseline idoneiadotteneredei buonitracciatidi amplificazione.

I valori di quantificazione relativa sono stati quindi calcolati medianteil metodomatematicodel ∆∆Ct

secondola formula 2-∆∆Ct di Livak e Schmittgen(2001),esprimendoalla fine i risultati comefold change,

cioè comenormalizzati sullamediadel grupposceltocomecontrollo, alla quale è statodato un valore pari a

1. 
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Allestimento delle frazioni subcellulari epatiche microsomiali e citosoliche

(Nebbiaet al., 1993)

Reattivi

� KCl 1.15%in acqua

� Tamponefosfato0.1M, pH 7.4

� Tamponedi omogeneizzazione(1L) in tamponefosfato (TP):

• Tris-acetato 0.1M

• KCl 0.1M

• EDTA 1 mM

• Idrossitoluene-butilato 18µM

� Tamponedi lavaggio(500mL) in acqua:

• Sodio pirofosfato (Na4P2O7) 0.1 M

� Tamponedi storaggio(250mL) in TP:

• EDTA 0.1mM

• Glicerolo20%(v/v)

Procedimento

N.B. Tutti i passaggivengonoeffettuati in ghiaccio

� Prelevare da ogni animale un’aliquota di fegatodi 15-20 g, perfonderecon siringa con la soluzionedi

KCl 1.15%edasciugare concartaassorbente.Riporree conservarein ghiaccio.

� Sminuzzare finemente con forbici, mettere nella camicia del potter ed aggiungere tampone di

omogeneizzazione,in mododaavereunomogenatoal 25%o al 33%.

� Omogenareconpotter, 4-5 strokes completi.

� Filtrarerapidamentesugarzae raccoglierel’omogenato nei tubi.

� Bilanciare i tubi e centrifugarea 10.000xgper 20 min a 4°C, in modo da ottenerela frazione post-

mitocondriale.

� Recuperare tutto il surnatante e riportare al volume originario con lo stesso tampone di

omogeneizzazione.Mescolare per inversione.

� Bilanciare i tubi e centrifugare a 105.000xg per 60 min a 4°C, al fine di ottenere la frazione

microsomiale.

� Trasferire il surnatante(CITOSOL) in eppendorf,scartando il “ fluffy-layer”, congelarle in azoto liquido

e conservarlea -80°C.

� Lavarei microsomiaggiungendo il tamponedi lavaggio; risospenderebeneil fondelloconbacchettadi

vetro,sonicaree riportareogni tuboal volume originario.

� Bilanciarei tubi e centrifugare a105.000xgper45min a 4°C.

� Eliminare il surnatante, aggiungere il tamponedi storaggio,risospendereil fondello con bacchettadi

vetroe sonicare.

� Ripartire la sospensionemicrosomiale in eppendorf,congelarein azoto liquido eriporrea -80°C.
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Dosaggio delle proteine citosoliche e microsomiali

(Lowry et al., 1951)

Principio: la concentrazione proteica viene valutata mediante la formazione di un complesso di colore blu,

che si ottiene in seguito alla reazione tra una soluzione alcalina di sali di rame e fenolo (reattivo di Folin-

Ciocalteau) ed i residui di tiroxina e triptofano presenti. L’intensità della colorazione è proporzionale alla

concentrazione proteica.

Reattivi

� NaOH0.5N

� Albuminadi sierobovino

� Reattivodi Folin-Ciocalteaudiluito 1:2 (v/v) in acqua

� Na2CO3 2% in acqua(p/v)

� CuSO4 1% in acqua(p/v)

� Sodio-potassiotartrato 2%in acqua(p/v)

Procedimento

� Preparazione del reattivo di Lowry: a 98 volumi di Na2CO3 , aggiungereun volume di CuSO4 ed un

volumedi sodio-potassiotartrato.

� Preparazione del campioneproteico: dilui re la sospensionemicrosomialeo citosolica con NaOH 0.5 N

nel rapporto1:20 (v/v).

� Preparazione dello standard: preparare una soluzione madredi albuminabovina pari a 500 µg/mL in

NaOH0.5N.

� Allestire concentrazioni di standardproteico da 0 a 150 µg/mL in NaOH 0.5 N, in un volumefinale di

500µL, al fine di ottenereunacurva standard.

� Aggiungere475µL di NaOH0.5N a 25 µL dellasospensionemicrosomialeo citosolicadiluita.

� Aggiungereneicampionienegli standard 2500µL del reattivo di Lowry, vortexareedattendere 15min.

� Aggiungere250µL del reattivo di Folin, vortexareedattendere 30min.

� Leggerele unitàdi assorbanzaa 720nm.
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Dosaggio del contenuto di citocromo P450 in microsomi epatici

(Ruttenet al., 1987)

Principio: il contenuto di P450 viene misurato come spettro differenziale originato rispettivamente dalla

forma ridotta e dalla forma ridotta e complessata con monossido di carbonio.

Reattivi (concentrazionifinali)

� Tamponefosfato0.1M, pH 7.4– glicerolo20%(v/v) a temperaturaambiente

� Sodio ditionito 4.58mM in acqua

� Bomboladi CO

� Microsomi

Procedimento

� Scongelatii microsomi a 37°C, prelevare150 µL, portarli a 3 mL con il tampone fosfato-glicerolo in

conicadi plasticacontappo; vortexare,aggiungere10µL di soluzionedi sodio-ditionito evortexare.

� Ripartire in duealiquote da 1.5 mL in cuvettesemi-micro di plastica UV-grade, tappare ed eseguire la

lineadi base(500-400nm) conlo spettrofotometro.

� Memorizzarela lineadi base.

� Trasferire il contenuto dellacuvettacampionenellaprovettae gasareconCOper30secondi.

� Riempirenuovamentela cuvetta campione, tappareed attendere3 min.

� Ripeterela scansione(500-400nm) e memorizzarla.

� Dopoaver sottrattoelettronicamentela lineadi base,calcolareil contenuto di P450.

Determinazione del glutatione ridotto

(Elmann,1959)

Principio: il glutatione ridotto (GSH) reagisce in ambiente alcalino con i bis-disolfiti, producendo una mole

di p-nitrofenolo per ogni mole di tiolo; l’anione prodotto, indice della concentrazione di GSH, presenta una

caratteristica assorbanza a 412 nm.

Reattivi (concentrazionifinali)

� TP0.1M, pH 8 – EDTA 5 mM in acqua

� Acido tricloroacetico(TCA) 5%(v/v) - EDTA 5 mM in acqua

� 5,5’ – ditiobis[acido2-nitrobenzoico]) o reattivodi Ellman,0.1mM in metanolo(MeOH)

� Citosol nondiluito

� StandardGSH:0.1mg/mL in TP0.1M, pH 8 – EDTA 5 mM

Procedimento
� Prepararei campioniedi bianchiconTP– EDTA, TCA – EDTA.

� Centrifugarea 2000rpmper25min a 4°C.

� Prepararein unnuovo tuboi campioni conil surnatante,TP– EDTA ereattivo di Ellman.

� Attendere 5 min a temperaturaambiente e leggerele unità di assorbanzaa 412 nm contro il bianco

assoluto.
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Determinazione della NAD(P)H citocromo c riduttasi

(Thomforde Dziuk, 1986; modificato)

Principio: la NADPH-citocromo P450 riduttasi e la NADH-citocromo P450 riduttasi sono delle

flavoproteine microsomiali, la cui attività si determina valutando l’entità della riduzione del citocromo c,

che funge da accettore artificiale di elettroni. Il citocromo c ridotto presenta un caratteristico picco di

assorbimento a 550 nm.

Reattivi (concentrazionifinali)

� Tamponefosfato0.1M, pH 7.6

� NaCN1.224mM in acqua

� NADPH 0.2mM in TP

� NADH 0.17mM in TP

� Citocromo c: 0.775mg/mL di TP

� Microsomi: 0.01– 0.02mgdi proteina in 25µL (diluire in TP).

Procedimento
� Prepararei campioniedi bianchi.

� Metterele cuvettenellospettrofotometroa 37°Cedattendere3 min.

� Aggiungerenellacuvetta campione100µL di NADPHo NADH.

� Monitorarel’aumentodell’assorbanzaa 550nmper3 min.
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Attività catalitica CYP-dipendente

Determinazione delle attività di N-demetilazione attraverso la misurazione della formaldeide liberata

(Werringloer,1978)

Principio: durante le reazioni di N-demetilazione CYP-dipendenti, il gruppo metilico liberato viene ossidato

a formaldeide; quest’ultima si combina con i costituenti del reattivo di Nash per dare origine ad un

composto di colore giallo (3,5 diacetil–1,4 diidrolutidina), che presenta un picco di assorbimento

caratteristico a 412 nm, con lettura spettrofotometrica. Ricorrendo alla lettura fluorimetrica, la λ di

eccitazione è 410 nm, quella di emissione è 510 nm.

Reattivi

� Tris-HCl 0.1M, pH 7.4

� SistemarigeneranteNADPH (concentrazioni finali in Tris-HCl):

• NADP 0.32mM

• Glucosio-6-fosfato6.4 mM

• Glucosio-6-fosfatodeidrogenasi

• MgCl2 5 mM

• EDTA 0.8mM

� Reattivo di Nash(in acqua):

• Ammonioacetato15% (p/v)

• Acido aceticoglaciale 0.3% (v/v)

• Acetil -acetone0.2%(v/v)

� Substrati (concentrazioni finali):

• Aminopirina5 mM in acqua;incubazione 20min.

• Benzfetaminacloridrato 1 mM in acqua;incubazione15min.

• Eritromicina 1 mM in etanolo; incubazione15min.

• Etilmorfinacloridrato6 mM in acqua; incubazione15min.

• Triacetiloleandomicina(TAO) 0.3mM in etanolo; incubazione15min.

� TCA 10%in acqua

� Microsomi: 1 mgdi proteina

Procedimento

� Prepararei campioniedi bianchi.

� Preincubarei campionia 37°Cper1 min. Non incubarei bianchi.

� Incubarea 37°Cconagitazioneper20min.

� Interromperela reazionenei campioni conTCA 10%edaggiungerei substrati neibianchi.

� Attendere10min e centrifugare bianchi e campioni a 1.850xgper10min a 4°C.

� Prelevare 1 mL di surnatanteedaggiungere1 mL del reattivodi Nash.

� Incubareper10min a 60°C.

� Attendere10min a temperaturaambiente e misurarele unitàdi assorbanzaa 412nm.
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Determinazione della benzo[a]pirene idrossilasi

(Nebert eGelboin,1968)

Principio: l’idrossilazione del benzo[a]pirene determina la formazione di derivati fenolici, tra cui il 3- ed il

9-idrossi-benzo[a]pirene, che in presenza di soluzioni alcaline (NaOH) mostrano una caratteristica

fluorescenza, misurabile spettrofluorimetricamente. Trattandosi di metaboliti altamente instabili e di difficile

reperibilità in commercio, la fluorescenza ottenuta viene rapportata a quella del solfato di chinina, che

presenta caratteristiche di fluorescenza simili a quelle dei metaboliti idrossilati.

Reattivi

� TP0.05M, pH 7.25

� Esano-acetone3.25: 1 (v/v)

� NaOH1 N in acqua

� NADH 0.39mM in TP

� NADPH 0.36mM in TP

� Benzo[a]pirene0.08mM in dimetilsulfossido(DMSO)

� Microsomi:0.4– 1 mgdi proteina(diluire conTP)

� Acido solforico(H2SO4) 0.1 N (v/v) in acqua

� Chinina solfato 2 mg/mL di acido solforico � soluzione madreda diluire per curva standardper

avere concentrazionidi chininada 0.25a 20µg/mL

Procedimento

� Prepararei campioniedi bianchi.

� Denaturarei bianchiin acquabollente.

� Incubarei campionia37°Cconagitazioneper10 min.

� Bloccare la reazionecon esano– acetone.

� Aggiungerebenzo[a]pirene,NADH+NADPH edesano– acetonenei bianchi.

� Incubarea 37°Cper7 min conagitazioneeagitareperaltri 3 min.

� Centrifugarea 2.500xgper15min a 4°C.

� Prelevare 1 mL della faseorganicaedaggiungere3 mL di NaOH1 N.

� Estrarrevigorosamentesuagitatore di provette per 3 min.

� Prelevare 1 mL dellafaseacquosa.

� Leggerele unitàdi fluorescenza (λ eccitazione: 396nm, λ emissione: 522nm).
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Determinazione dell’anilina idrossilasi

(Mazel, 1971)

Principio: l’idrossilazione P450-dipendente dell’anilina porta alla formazione del 4-aminofenolo, che in

presenza di fenolo, forma un complesso di colore blu (fenolo-indofenolo) con picco di assorbimento

caratteristico a 630 nm.

Reattivi

� Tris-HCl 0.1M, pH 7.4

� SistemarigeneranteNADPH (concentrazioni finali in Tris-HCl):

• NADP 0.32mM

• Glucosio-6-fosfato6.4 mM

• Glucosio-6-fosfatodeidrogenasi

• MgCl2 5 mM

• EDTA 0.8mM

� Anilina idrocloruro5 mM in Tris-HCl

� Sodio carbonato(Na2CO3) 10%in acqua

� NaOH0.2N in acqua

� Fenolo2%in NaOH0.2N � soluzionerivelatrice

� TCA 10%in acqua

� Microsomi:1 mgdi proteina(diluire conTP)

� 4-aminofenolo0.375mM in acqua� soluzionemadrepercurva degli standard

Procedimento

� Prepararei campioniedi bianchi.

� Preincubarei campionia 37°Cper1 min.

� Incubarea 37°Cconagitazioneper20min.

� Interromperela reazionenei campioni conTCA 10%edaggiungerei substrati neibianchi.

� Attendere10min e centrifugare bianchi e campionia 1.850xgper10min a 4°C.

� Prelevare 1 mL di surnatanteedaggiungere0.5mL di Na2CO3 10%e 1 mL di soluzionerivelatrice.

� Incubareper30min a 37°C.

� Misurare le unitàdi assorbanzaa 630nm.
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Determinazione della p-nitrofenolo idrossilasi

(ReinkeeMoyer,1985,modificato)

Principio: l’idrossilazione P450-dipendente del p-nitrofenolo determina la formazione di un composto di

colore giallo, il 4-nitrocatecolo, che presenta un picco di assorbimento massimo a 546 nm.

Reattivi

� Tris-HCl 0.1M, pH 7.4

� SistemarigeneranteNADPH (concentrazioni finali in Tris-HCl):

• NADP 0.32mM

• Glucosio-6-fosfato6.4 mM

• Glucosio-6-fosfatodeidrogenasi

• MgCl2 5 mM

• EDTA 0.8mM

� p-nitrofenolo0.2mM in Tris-HCl

� TCA 10% in acqua

� NaOH10N in acqua

� Microsomi:1.5 mgdi proteina(diluireconTP)

Procedimento

� Prepararei campioniedi bianchi.

� Preincubarei campionia 37°Cper1 min.

� Incubarea 37°Cconagitazioneper15min.

� Interromperela reazionenei campioni conTCA 10%edaggiungerei substrati neibianchi.

� Attendere10min e centrifugare bianchi e campionia 1.850xgper7 min a 4°C.

� Prelevare 1 mL di surnatanteedaggiungere100µL di NaOH 10N.

� Attendere6-7 min a temperaturaambiente,quindi misurare le unitàdi assorbanzaa546nm.
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Identificazione del testosterone e dei metaboliti idrossilati mediante HPLC

(Capolongo et al., 2003)

High performance liquid chromatography (HPLC)

E’ rappresentata da una tecnica in cromatografia liquida che consente l’identificazione, tramite

separazione, degli analiti presenti in una soluzione. La separazione degli analiti si verifica in base alla loro

affinità per le due fasi non miscibili utilizzate, ossia una fase mobile liquida costituita da diversi solventi, che

fluisce in una fase stazionaria solida costituita da un supporto inerte in una colonna metallica. Ciò

determina un’eluizione degli analiti a tempi diversi, segnalata da un rivelatore UV/VIS o fluorimetrico, e la

loro separazione ed identificazione.

Reattivi (usati per la determinazionedel testosteronee dei metaboliti idrossilati medianteHPLC e per

l’allestimentodelleretteanalitiche)

� Diclorometano, J.T. BakerMallinckrodt,Olanda

� Acetonitrile (ACN), J.T.Baker Mallinckrodt,Olanda

� MeOH, HPLCgrade, J.T.Baker Mallinckrodt,Olanda

� AcquamilliQ

� Cortexolone(4-Pregnen-17,21-diol-3,20-dione),100µM, Sigma,Italia

� Testosterone(TST: 4-Androsten-17β-ol 3 –one)10mM e 1 mM, Steraloid, USA

� Androstenedione(AND: 4-Androsten-3,17-dione)1 mM, Steraloid,USA

� 2β-TST(4-Androsten-2β, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 6α-TST (4-Androsten-6α, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 6β-TST(4-Androsten-6β, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 7α-TST (4-Androsten-7α, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 11α-TST (4-Androsten-11α, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 11β-TST(4-Androsten-11β, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 16α-TST (4-Androsten-16α, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 16β-TST(4-Androsten-16β, 17β-diol- 3 –one) 1 mM, Steraloid, USA

� 16-chetotestosterone(4-Androsten-17β-ol- 3,16–dione)2 mM, Sigma, Italia

TST edi suoimetabolitisonopreparatiin MeOH.

Per l’allestimento della retta di taratura (usata per la verifica della linearità della rispostadel

detector) è statapreparataunasoluzionemix 50 µM contenente tutti gli standarddi riferimento;tale

soluzioneè stataquindi diluita con acqua per otteneresoluzioni a concentrazioniscalari(0.1, 0.5,

1.0,2.5,5.0,10e25µM).
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Condizioni HPLC

Condizioni strumentali

FaseA: acqua

FaseB: ACN

FaseC: MeOH

Fasemobile:A:B:C, 80:10:10,v:v:v

Gradiente:

0’ A:B:C 80:10:10

10’ A:B:C 80:10:10

30’ A:B:C 70:20:10

35’ A:B:C 70:20:10

45’ A:B:C 50:40:10

50’ A:B:C 50:40:10

51’ A:B:C 10:70:20

52’ A:B:C 10:70:20

53’ A:B:C 80:10:10

Strumentazione

Gastorr GT-103

JascoLG-980TernaryGradient Unit

JascoPU-980IntelligentHPLCPump

JascoAS-950IntelligentSampler

JascoUV-975Detector

Colonna: XTerraMS C185 µm30x150mmWaters(USA)

Parametri analitici

Flusso:0.5 mL/min

Volumedi iniezione:10µL

Tempodi analisi: 60min

Lunghezza d’onda:247 nm

Procedimento

Perla valutazionedella resadi estrazione la matrice(microsomiepatici,0.2 mg proteina/mL; n = 3 repliche

per ciascuna concentrazione) è stataaddizionatacon soluzionemix di TST, 2β-TST, 6α-TST, 6β-TST, 7α-

TST, 11α-TST, 11β-TST, 16α-TST, 16β-TST, AND, 16 chetotestosterone diluita con acquain modo da

ottenere sospensioni microsomiali contenenti standarda concentrazionicompresetra 0.1 e 25 µM. La

sospensionemicrosomiale è stataquindi diluita 1:4 condiclorometano,portata a seccoe ripresacon100µL

di soluzioneMeOH:acqua1:5 (v/v).

Le equazionidelle rette analitichecosìottenutesonostateutilizzateassiemea quelledi taratura(rette degli

standard)peril calcolo della resapercentualedi estrazione.
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Determinazione dell’etossiresorufina-O-deetilasi (EROD) mediante HPLC

(Pegolo et al., 2007)

Principio: la deetilazione dell’etossiresorufina viene determinata misurando in fluorimetria la quantità di

resorufina formatasi. L’attività dell’enzima deetilante, CYP-dipendente, si desume rapportando la

fluorescenza relativa ottenuta, con quella di quantità note di resorufina.

Reattivi

� MeOH, HPLCgrade, J.T.Baker, Mallinckrodt,Olanda

� AcquamilliQ

� Etossiresorufina(ETR: Sigma,Italia) 0.8 mM in MeOH� soluzionemadresubstrato

� Resorufina(Sigma,Italia) 4 mM in MeOH� soluzionemadremetabolita

� Na2HPO4 * 2H2O (Sigma,Italia) 25mM

� NaH2PO4 * 2H2O (Sigma,Italia) 25mM

� Na2HPO4 * 2H2O 50 mM

� NaH2PO4 * 2H2O 50 mM

� MagnesioCloruro (MgCl2) 0.1 M, RPE,Merck

� β – NADPH salesodico(Sigma,Italia) 10mg/mL

� TP25mM, pH 7.0

� TP50mM, pH 7.4per incubazionemicrosomi

� Soluzionidi lavoro per i recuperi:diluire la soluzionemadredi resorufina 4 mM con fase diluente

costituitadaTP50mM pH 7.4: metanolo(50:50,v/v) perotteneresoluzioni a concentrazioniscalari

(160,80,40,20,10,5, 2.5,1.25,0.625µM)

� Soluzioniperla costruzionedelle rette analitiche:diluire la soluzionemadredi resorufina4 mM con

fase diluente costituita da TP 50 mM pH 7.4 : metanolo(50:50, v/v) per otteneresoluzioni a

concentrazioniscalari (4, 2, 1, 0.5,0.25,0.125,0.0625,0.0313,0.0156,0.0078µM)

� Sospensionemicrosomiale2 mg/mL in TP50mM pH 7.4

Condizioni HPLC

Condizioni strumentali

Fasemobile:

FaseA: TP25mM, pH 7,0

FaseB: MeOH

FasemobileA:B 58:42,v/v

Separazione in isocratica

Strumentazione

PompaJascoPU – 980

DegasatoreJascoDG – 1580-53

Autocampionatore,JascoAS– 1555
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Fluorimetro, JascoFP- 920

Colonna: LUNA C18, 100Å, 150mmX 4,6mm, 5u

Parametri analitici

Flusso:0.8 ml/min

Volumed’iniezione: 10µl

Tempodi analisi: 9.20min

Lunghezza d’onda:

resorufina: EX: 530nm

EM: 580nm

Procedimento

� Prepararela soluzionedi ETR20µM diluendo1:40 la soluzionemadredi ETR0.8mM.

� Incubarei microsominelleseguenticondizioni:

Concentrazioneproteica finale= 0,2mg/ml

ConcentrazioneMgCl2 = 0,1M freddo

ConcentrazioneNADPH = 10mM

ConcentrazioneETR = 0,5µM

Volumetotale= 400µl.

� Scongelarein ghiaccioi reagenti dautilizzaree prepararei bianchi(campionisenzaNADPH), i bianchi

assoluti (campionisenzasubstrato) edi campioni, secondoil seguenteschema:

Reagenti Bianchi (µL) Bianchi assoluti (µL) Campioni (µL)

TP50 mM pH 7.4 340 310 300

MgCl2 0,1M 10 10 10

Microsomi(2 mg/ml) 40 40 40

ETR 20µM 10 - 10

� Preincubareper1 min a 37°C in unbagnettotermostatato.

� Aggiungere40µl di NADPH 10mg/ml trannecheneibianchi.

� Incubareper3 min a 37°C in agitazione emetterein ghiaccio.

� Aggiungere400µl di MeOHfreddo (tenutoa+4°C)emescolareconvortexper30 secondi.

� Tenerein ghiaccioper 15min.

� Centrifugarea 6000xgper20min a +4°C.

� Prelevare 200µL del surnatanteconpipettapasteur, inserirli in vials e iniettarein HPLC.

Le equazioni delleretteanalitichesonostateutil izzateassiemea quelledi taratura (rettedegli standard)peril

calcolo della resapercentualedi estrazione.

Calcolo dell’attività di EROD:

nmoli /mgproteina,min = [ConcentrazioneµM/(3*0.2)]
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Determinazione della tolbutamide 4-idrossilasi (TBT4-OH) mediante HPLC

(Pegolo et al., 2007)

Principio: l’idrossilazione della tolbutamide viene determinata misurando la quantità di metil-

idrossitolbutamide formatasi. L’attività dell’enzima idrossilante, CYP-dipendente, si desume rapportando

l’assorbanza relativa ottenuta, con quella di quantità note di 4-idrossitolbutamide.

Reattivi

� MeOH, HPLCgrade, J.T.Baker, Mallinckrodt,Olanda

� ACN, J.T.Baker,Mallinckrodt, Olanda

� AcquamilliQ

� Acido aceticoglaciale,J.T.Baker, Mallinckrodt,Olanda

� Acido cloridrico2 M, J.T.Baker,Mallinckrodt, Olanda

� Clorpropamide(Sigma,Milano, Italia) 1mM � soluzionemadrestandard interno

� Tolbutamide(Sigma,Mil ano, Italia) 10mM � soluzionemadresubstrato

� 4-idrossitolbutamide(Sigma,Mil ano,Italia) 1 mM � soluzionemadremetabolita

� Tamponeammonioacetato(Fluka, Mi lano, Italia) 10mM pH 4.3

� Na2HPO4 * 2H2O (Sigma,Milano, Italia) 0,1M

� NaH2PO4 * 2H2O (Sigma,Milano, Italia) 0,1M

� TP0.1M, pH 7.4perincubazionemicrosomi

� TP acidificato: mettere in provetta da 15 ml, 10 ml di TP a pH 7,4 e aggiungere1 ml di acido

cloridrico2M

� Magnesio Cloruro(MgCl2) 0.1 M, RPE,Merck

� β–NADPHsalesodico(Sigma,Mi lano,Italia) 10mg/mL

� Soluzionemadremix 50 µM di tolbutamide,4-idrossitolbutamidee clorpropamide da diluire per

otteneresoluzionidi lavoro a concentrazioniscalari (5, 3.5,2, 1.5,1, 0.5µM)

� Soluzioniper la costruzionedelle retteanalitiche:diluire la soluzionemadredi 4-idrossitolbutamide

10 mM con fase diluente costituita da acqua:ACN (50:50, v/v) per ottenere soluzioni a

concentrazioniscalari (200,140,80, 60,40,20,10µM)

� Sospensionemicrosomiale12.5mg/mL in TP0.1M pH 7.4

Condizioni HPLC

Condizioni strumentali

Fasemobile:

FaseA: tamponeammonioacetato 10mM, pH 4,3

FaseB: ACN

FasemobileA:B, 80:20,v/v
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Gradiente

0’ A:B 80:20

14’ A:B 80:20

16’ A:B 50:50

23’ A:B 50:50

25’ A:B 80:20

30’ A:B 80:20

Strumentazione

Pompae degasatore:JascoPU– 2089PLUS

AutocampionatoreJascoAS– 2055PLUS

Rivelatorespettrofotometrico JascoUV 2070 PLUS

Colonna: LUNA C8, 100Å, 250mmX 3 mm,5u

Parametri analitici

Flusso:0.5 ml/min

Volumed’iniezione:50 µl

Tempodi analisi: 30min

Lunghezza d’onda:230 nm

Procedimento

� Prepararela soluzionedi tolbutamide60 mM. 

� Incubarei microsominelleseguenticondizioni:

Concentrazioneproteica finale= 1.25mg/ml

ConcentrazioneMgCl2 = 0,1M freddo

ConcentrazioneNADPH = 10mM

Concentrazionetolbutamide= 1.5 mM

Volumetotale= 400µl.

� Scongelarein ghiaccioi reagenti dautilizzaree prepararei bianchi(campionisenzaNADPH), i bianchi

assoluti (campionisenzasubstrato) edi campioni,secondoil seguenteschema:

Reagenti Bianchi (µL) Bianchi assoluti (µL) Campioni (µL)

TP0.1 M pH 7.4 340 310 300

MgCl2 0,1M 10 10 10

Microsomi(12.5 mg/ml) 40 40 40

Tolbutamide60mM 10 - 10

� Preincubareper5 min a 37°C in unbagnettotermostatato.

� Aggiungere40µl di NADPH10mg/ml trannecheneibianchi.

� Incubareper30 min a 37°C in agitazionee metterein ghiaccio.

� Aggiungere2 mL di ACN freddo(tenutoa +4°C).
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� Aggiungere10µl di clorpropamide0.5 mM.

� Metterenell’agitatorei campioni per15min a 640rpm.

� Prelevare dalleprovette 2 ml di solventeestraente(sotto cappa)e trasferirlo in altreprovette.

� Portarea seccoa 40°Cconil sistema di evaporazioneacentrifuga(STEPBIO EZ2PLUS).

� Riprenderei campionicon400µl di TPacidificatoe vortexare per3 min.

� Prelevare 90µl perogni provetta,trasferirli nelle vials ediniettarein HPLC.

Le equazioni delleretteanalitichesonostateutil izzateassiemea quelledi taratura (rettedegli standard)peril

calcolo della resapercentualedi estrazione.

Calcolo dell’attività della 4-idrossitolbutamide:

nmoli /mgproteina,min = [ConcentrazioneµM/(30*1.25)]
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Attività catalitica UGT-dipendente

Determinazione delle UGT

(Antoineet al., 1988)

Principio: l’attività delle UGT viene determinata valutando l’entità della liberazione di UDP a seguito del

legame tra il substrato e l’acido uridin-difosfo-glucuronico (UDPGA), che avviene durante la reazione di

glucuronidazione. L’UDP reagisce quindi con il fosfoenolpiruvato (l’enzima che catalizza tale reazione è la

piruvato chinasi), liberando UTP e piruvato; infine la lattato-deidrogenasi trasferisce gli elettroni dal

NADH al piruvato, con liberazione di acido lattico e NAD+. L’ossidazione del NADH può essere monitorata

in continuo, spettrofotometricamente, a 340 nm, ed è indice dell’attività delle UGT.

Reattivi

� TamponeTris-HCl 75 mM – MgCl2 5 mM, pH 7.3 in acqua

� Fosfoenolpiruvato(PEP) sale di potassio0.2mM in Tris

� NADH 0.2mM in acqua

� Piruvato-chinasi(PK) 5 U in Tris

� Lattato-deidrogenasi(LDH) 2.5U in Tris

� UDPGA1.5mM in Tris

� p-nitrofenolo0.3 mM in miscelaetanolo : acqua1:1

� 1-naftolo 0.3mM in etanolo

� Microsomiattivati: 0.15– 0.2mgdi proteina

Procedimento

� Attivare microsomi: miscelare 20 µL di Triton X-100 0.25% in Tris ogni 100 µg di proteine

microsomiali. Conservare in ghiaccio edattenderealmeno45min per l’attivazione.

� Preparareil mix contenenteTris-HCl, PEP,NADH, PK, LDH, UDPGA e i substrati;miscelarebene.

� Porre le cuvettenellospettrofotometro a 37°Cedattendere3 min.

� Aggiungere i microsomi, secondole quantità di proteina indicate, quindi monitorare l’aumento di

assorbanzaa 340nmper3 min.
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Attività catalitica GST-dipendente

Determinazione delle GST con metodo in continuo

(Habiget al., 1974)

Principio: le glutatione GST catalizzano reazioni di coniugazione tra il GSH e diversi substrati. Tali attività

enzimatiche possono essere monitorate spettrofotometricamente, a lunghezze d’onda diverse, a seconda del

substrato impiegato.

Reattivi

� CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzene) 1 mM in DMSO

� DCNB (3,4-dicloronitrobenzene)1 mM in DMSO

� GSH1 mM perCDNB in TP0.1M pH 6.5

� GSH5 mM perDCNB in TP0.1M pH 7.5

� TP0.1M, pH 6.5perCDNB

� TP0.1M, pH 7.5perDCNB

� Citosol diluito in TP,perunaconcentrazioneproteicaparia:

• 0.005 – 0.05mgdi proteinaperCDNB

• 0.15– 2 mgdi proteinaper DCNB

Procedimento

� Prepararei campioniedi bianchi.

� Miscelarebene,quindi monitorare l’aumentodi assorbanzaper 3 min alla lunghezza d’ondadi 340 nm

perCDNB e 345nmperDCNB.
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Immunoelettroforesi

L’immunoelettroforesi si divide in due fasi principali: l’elettroforesi e l’immunoblotting.

La prima fase permette di separare le proteine presenti nella sospensione microsomiale in esame in base al

loro peso molecolare mediante la migrazione in un gel di poliacrilamide in presenza di un campo elettrico;

affinché la velocità di migrazione sia determinata esclusivamente dalla massa, le proteine vengono

sottoposte ad un processo di denaturazione che ne provoca la distensione delle catene polipeptidiche,

tramite il calore e il legame con il sodio-dodecil solfato (SDS). In seguito le proteine vengono trasferite dal

gel alla membrana di nitrocellulosa, sempre in presenza di un campo elettrico, come descritto da Towbin et

al. (1979) e Laemmli et al. (1970).

Nella seconda fase, denominata immunoblotting, le membrane di nitrocellulosa vengono sottoposte a due

incubazioni consecutive: la prima ha lo scopo di individuare l’antigene di interesse, nel nostro caso una

particolare famiglia di CYP, e si realizza tramite l’utilizzo di un anticorpo primario specifico (mono- o

policlonale) che si legherà esclusivamente con la banda che contiene l’antigene omologo. La seconda

incubazione, invece, serve a rivelare la reazione antigene-anticorpo avvenuta in precedenza e a renderla

visibile utilizzando un anti-anticorpo marcato con un enzima che, dopo l’aggiunta del substrato cromogeno,

darà luogo alla colorazione della banda di nostro interesse (Poli et al., 2005).

La chemiluminescenza, che si origina sulla superficie della membrana di nitrocellulosa dopo il contatto con

il substrato cromogeno, è una reazione chimica che produce energia rilasciata sottoforma di luce per un

periodo di tempo limitato (6-24 ore); tale emissione luminosa viene utilizzata per impressionare una lastra

fotografica (fase di impressione), allo scopo di ottenere un risultato definitivo e stabile.

Reattivi

� Acrilamide(BioRad, Milano, Italia)30%- bisacrilamide(AppliChem, Milano, Italia) 0.8%in acqua

� Tris-HCl (AppliChem, Milano, Italia) 1 M pH 8.8in acqua

� Tris-HCl 1 M pH 6.8in acqua

� Glicerolo (Invitrogen,Mi lano, Italia) 80%(v/v) in acqua

� EDTA (Invitrogen,Mil ano, Italia) 0.25M in acqua

� SDS(AppliChem, Milano, Italia) 20%(p/v) in acqua

� TEMED, BioRad, Milano, Italia

� β-mercaptoetanolo,BioRad, Milano, Italia

� Blu di bromofenolo1% (p/v), Sigma, Milano, Italia

� Ammoniopersolfato(Sigma, Mil ano,Italia) 10%(p/v) in acqua

� Gel di separazione(concentrazioni finali in 7.5 mL): acrilamide 10%-bisacrilamide0.27% (p/v),

Tris-HCl 0.25M pH 8.8,glicerolo 10% (v/v), EDTA 1 mM, SDS0.2% (p/v), TEMED 0.067%(v/v),

ammoniopersolfato0.1%(p/v) in acquabidistillata

� Gel di concentrazione (concentrazioni finali in 2.5 mL): acrilamide4%-bisacrilamide 0.11%(p/v),

Tris-HCl 0.125M pH 6.8,glicerolo 10% (v/v), EDTA 1 mM, SDS0.2%(p/v), TEMED 0.12%(v/v),

ammoniopersolfato0.06% (p/v) in acquabidistillata
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� TP0.1M, pH 7.4

� Tamponedi storaggiopermicrosomi: glicerolo20%(v/v) in TP0.1M, pH 7.4

� Tamponedi denaturazione (concentrazioni finali in 8 mL): SDS 2% (p/v), Tris-HCl 62.5 mM pH

6.8,glicerolo10%(v/v), β-mercaptoetanolo0.05%(v/v), blu di bromofenolo0.25%(p/v) in acqua

� Tamponedi migrazione:Tris-HCl 25 mM, glicina(AppliChem, Milano, Italia) 192 mM e SDS 0.1%

in acqua

� Tamponedi trasferimento:Tris-HCl 25mM, glicina192mM e SDS0.01%e MeOH20%in acqua

� Colorante Rosso Ponceau:TCA (AppliChem, Mi lano, Italia) 3% (v/v) e rossoPonceau (Sigma,

Milano, Italia) 0.2%(p/v) in acqua

� PBS (Phosphate Buffer Saline) 1X, pH 7.3: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 4.3 mM,

KH2PO4 1.4 mM in acqua(AppliChem, Mi lano,Italia)

� Tamponedi saturazione: latte scrematoin polvere 3% (p/v) e Tween20 (AppliChem, Milano, Italia)

0.05%in PBS1X

� Tamponedi lavaggio1: PBS1X

� Tamponedi lavaggio2: 0.5%TWEEN20 in PBS1X

� Tamponedi lavaggio3: 0.05%TWEEN 20 in PBS1X

� Supersignal® West PicoChemiluminescentSubstrate, Pierce,Mi lano,Italia

Procedimento

Elettroforesi in gel di acrilamide

� Preparareil gel di separazionesotto cappae pipettarlonell’i nterstiziotra i duevetri che formano il Mini-

Protean(Mini-PROTEAN® 3 Cell Assembly,BioRad,Milano, Italia); livellarlo conetanolo 70%e farlo

polimerizzarea temperatura ambienteper almeno30min in presenzadi luce.

� A polimerizzazioneavvenuta,eliminare l’etanolo rimasto per capovolgimento del Mini Protean;

pipettarenell’interstizio tra i due vetri il gel di concentrazione, precedentementepreparato,inserire i

pettini edattenderela polimerizzazionea temperaturaambienteperalmeno15min.

� Posizionarei vetri con il gel (Gel Cassette)nel dispositivo per l’elettroforesi (ElectrodeAssembly);

inserire a sua volta quest’ultimo nella vaschettadi plexiglass che verrà riempita con tamponedi

migrazionenel compartocentrale.

� Rimuovere i pettini e lavarei pozzetti con tamponedi migrazioneper rimuoverei residuidi gel al loro

interno.

� Nel frattempo, scongelare i campioni in ghiaccio e diluirli in tubi tipo Eppendorfcon tamponedi

storaggioe poi con tamponedi denaturazionein rapporto1:1, in modotaledaavereunaconcentrazione

proteica ottimale(30µg/pozzetto)in unvolumefinaledi 10µL.

� Effettuarela stessaprocedura di preparazioneperla sospensionemicrosomiale epaticaottenutadaratti di

controllo (R) ed indotti con diversi substratinoti per la loro capacità di aumentare l’espressionedegli

enzimi biotrasformatiivi (β-naftoflavone(β-naf) per CYP1A, fenobarbitale(PB) per CYP2B e CYP2C,
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isoniazide per CYP2E, desametazone(DEX) per CYP3A) in modotale daotteneredelle concentrazioni

proteichedi 10e 5 µg/pozzetto,rispettivamente.

� Denaturarei campioniproteici ponendoi tubi in un termobloccoalla temperaturadi 95°Cper5 min e poi

5 min in ghiaccio.

� Caricare i campioni (10 µL) nei pozzetti utilizzando puntali a capillare e riempire la vaschettain

plexiglass conil tamponedi migrazione.

� Farpartirela migrazioneapplicandouncampoelettrico ai dueestremi del gel a100V per1h.

� Smontareil dispositivo perl’ elettroforesi(Gel Assembly), separarei vetri perliberareil gel.

� Eliminare la porzionedel gel con i pozzetti e staccareil gel rimanenteaiutandosi con una vaschetta

contenentedel tamponedi migrazione.

� Allestire il “sandwich” per il trasferimento:immergeretutti i costituentinecessari (spugnette, cartada

filtr o, gel e membranadi nitrocellulosa)in tamponedi trasferimento,sovrapporlisecondoun ordine

opportunoe pressarli uno sull’altro utilizzando una bacchettadi vetro per eliminare le bolle d’aria

eventualmentepresenti.

� Chiudereil sandwich, posizionarlonel modulo con gli elettrodi e successivamente nella vaschettadi

plexiglass contenentel’unità refrigerante e tamponedi transfer.

� Condurrela fasedi transferin agitazioneeda voltaggiocostante(100V per1h).

� Recuperare la membranadi nitrocellulosa (Protran®, Whatman,Maidston,Kent, UK), porla in una

vaschetta contenenteil colorante rossoPonceaue lasciare in agitazione per 5 min. La colorazione

reversibilehalo scopo di permettere uncontrolloqualitativo dell’ elettroforesie del trasferimento.

� Rifilare la membrana di nitrocellulosa, tagliare l’angolo in alto a sinistra e contrassegnarla

opportunamenteconunnumerodal lato in cui è avvenutoil trasferimento.

� Lavarela membranain acquadistillata.

� Immergerela membranain tamponedi saturazionee lasciarla incubareper tuttala notteal di sopradi un

agitatore.

Immunoblotting

� La mattinaseguente,rimuovere l’eccessodi tamponedi saturazionedalla membranadi nitrocellulosa

conalcuni mL di PBSeTween200.05%.

� Incubarela membranaconl’anticorpoprimario, diversamentediluito a secondadel CYP daricercare, in

unavaschettadi plasticacontenentePBSeTween200.05%al di sopradi unagitatoreper1 e ½ h.

� Sottoporrela membranaa 3 lavaggi consecutivi di 20 min ciascuno,con 30 mL di PBS1X, PBS1X e

0.5%Tween20 , PBSeTween200.05%.

� Incubarela membranaconl’ anticorposecondario,diversamentediluito a secondadel CYP daricercaree

dell’anticorpo primario utilizzato,comeprima, in unavaschettadi plasticacontenentePBSe Tween20

0.05%al di sopradi un agitatoreper1 e½ h.
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� Al termine delle incubazioni, sciacquare la membranain acquadistillata, recarsiin camera oscurae

procederecon la rivelazione che prevedel’utilizzo del kit Supersignal® West Pico Chemiluminescent

Substrate.

� Prepararela soluzionecontenenteil substratocromogenomescolandole soluzioni A e B nel rapporto1:1

(sono necessari0.125mL di soluzionedi lavoropercm2 di superficiedellamembrana).

� Distribuireuniformementeil mix sullasuperficiedellamembranaedaspettare5 min affinchéavvengala

reazione.

� Per l’impressione, porre all’interno della cassetta radiografica la lastra ed i lucidi contenenti la

membrana; lasciarimpressionare la lastraper3-5 min (indicativamente).

� Passarealla fasedi sviluppo e fissaggio.

Nelle tabelle 4.1.3 e 4.1.4 vengonoindicate le specifiche degli anticorpi primari e secondariutilizzati,

nonchéle diluizioni d’uso,messea puntocontestualmentenelnostrolaboratorio.

Tabella4.1.3: specifichedegli anticorpi primari utilizzati.

Specifiche anticorpi primari Produttore Diluizione d’uso
Anti-CYP1A1/2di

coniglio
Policlonaleottenuto

in capra
OxfordBiomedicalResearch,

Milano, Italia
1:100

Anti-CYP2B1/2di
ratto

Policlonaleottenuto
in capra

Daiichi PureChemicalsCo.,
Prodotti Gianni, Milano, Italia

1:1000

Anti-CYP2C8/9/19di
uomoe anti-CYP2C12

di ratto

Policlonaleottenuto
in coniglio

Chemicon International, Prodotti
Gianni, Milano, Italia

1:1000

Anti-CYP2E1di uomo
e ratto

Policlonaleottenuto
in pecora

Chemicon International, Prodotti
Gianni, Milano, Italia

1:2000

Anti-CYP3A1/2di
ratto

Monoclonale GentilmentedonatodaH.V.
Gelboin, National Instituteof
HealthandCancer(Bethesda,

Maryland,USA)

1:500

Tabella4.1.4: specifichedegli anticorpi secondariutil izzati.

Specifiche anticorpi secondari Produttore Diluizione d’uso
Anti-capraottenutoin

coniglio
PerCYP1A e CYP2B SIGMA, Mil ano,Italia 1:5000perCYP1Ae

1:4000perCYP2B
Anti-coniglioottenuto in

asino
PerCYP2C GEHealthcare,Mi lano,

Italia
1:2000

Anti-topoottenutoin
pecora

Per CYP3A GEHealthcare,Mi lano,
Italia

1:5000

Anti-pecoraottenutoin
asino

Per CYP2E SIGMA, Milano, Italia 1:1000
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Densitometria e normalizzazione delle bande

Per poter esprimere i risultati come dati semiquantitativi, sui quali effettuaresuccessivamente l’ analisi

statistica, le lastreottenutecon la tecnicadell’immunoelettroforesi,sonostatedapprimascannerizzate (hp

scanjetserie5590) ed in seguito è statacondottaun’analisidensitometricautilizzandoil programmaImageJ

1.34s (NIH). I valori di densità ottenuti per ciascun campionesonostati rapportatia quelli del controllo

interno (R), in mododaottenere la normalizzazionedei risultati, chepotrannoquindi essereespressiin Unità

Arbitrariedi proteina(U.A.).

Analisi dei dati ed analisi statistica

I dati ottenuti dall’attività catalitica, dall’immunoelettroforesie dalla Q RT-PCR sonoespressicomemedia±

deviazionestandard (DS). L’analisi statistica è stata eseguitadal programma GraphPad Instat 2.01 (San

Diego, CA, USA), utilizzando il test ANOVA (one-way Analysis of Variance). In caso di variazioni

significative èstatoeseguito il post-testTukey(Tukey-Kramer multiple comparisons test).

E’ statainoltreeffettuatal’analisi della correlazionetra i dati ottenutidall’attività catalitica e dall’espressione

genica mediantel’util izzo del testnon parametricodi Spearman.In entrambii casi,la presenzadi valori di

p<0.05èconsideratasignificativa.

I dati di espressionegenica ottenuti dalla quantificazionerelativa, sonostati inoltre oggetto di analisi per

l’i dentificazione degli outliers (valori chesi discostanodagli altri appartenentiallo stessogruppoo pererrori

umani o per diversitàbiologicae quindi appartenenzaad unadiversapopolazione)mediante l’utilizzo del

test statisticodi Grubbs,chiamatoanchemetodoextreme studentized deviate.
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4.2. RISULTATI

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’RNA estratto

La qualità dell’RNA estratto è stata valutata medianteelettroforesisu gel di agarosio 1%: sono state

evidenziate l’assenzadi DNA genomico e di effetti di smear. Inoltre la qualità di alcuni campioni, scelti

casualmente,è stata valutata anche mediante l’u tilizzo dello strumento Agilent 2100 Bioanalyser

(Waldbroon,Germany), cheeffettuaun’elettroforesivirtualedei campioniin capillari.

In figura 4.2.1 viene riportata una rappresentazione schematicadell’analisi di alcuni campioni con il

Bioanalyser(elettroforesivirtuale in gel di agarosioe relativi spettri).

Figura 4.2.1: Rappresentazione schematica di unaelettroforesivirtuale medianteBioanalyser degli estrattidi RNA dei
campioni CH5, PM5 e BA5 ed i rispettivi spettri ottenuti, in cui i picchi corrispondono alle subunità ribosomiali 28S,
18S e 5Sedal marcatore di pesomolecolare(L).

CH5

28S

18S

L

5S

PM5

28S

18S

L

5S

BA5

28S

18S

L
5S
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Si può notare una parziale degradazionedell’RNA totale dalla presenzadi picchi aberranti che non

corrispondonostrettamentealle tre subunitàribosomialie dal fatto cheil piccocorrispondentealla subunità

28S presentiun’altezzainferiore rispetto a quella del 18S. Tale risultato comunquerasenta i margini di

accettabilitàedi campioni di RNA sonostati pertantoutilizzati nelleanalisisuccessive.

La quantificazionedegli RNA estratti e la loro purezza sono state stimate invece, attraverso lettura al

NanoDrop; nella tabella seguente(n. 4.2.1) vengono riportati i dati di concentrazioneed i rapporti

dell’assorbanzaA260/A280 e A260/A230, indici rispettivamentedi contaminazione da proteine e da fenoli,

carboidrati, peptidi (valori di purezzasuperiori a1.8sonoconsideratiaccettabili e soddisfacenti). 

In figura4.2.2, invece, vengonoriportati degli esempidi graficofornito dallo strumentodopoavereffettuato

la scansionee la conseguentequantificazionedei campioni.

Gruppo Campione Concentrazione
RNA (µg/µL)

Abs
260/280

Abs
260/230

CH1 0.55 1.96 1.93
CH2 1.53 2.04 1.76
CH3 2.05 2.01 1.36
CH4 0.78 1.99 1.83
CH5 2.09 2.02 1.70
CH6 1.99 2.02 1.53
CH7 1.00 2.02 1.68
CH8 1.04 2.02 1.90
CH13 1.28 2.03 1.97

Charolais

CH14 1.41 2.02 1.86
PM2 1.46 2.04 1.96
PM3 1.70 2.00 1.16
PM4 0.86 1.99 1.72
PM5 1.89 2.02 1.46
PM6 0.36 1.94 1.55
PM7 1.11 2.01 1.57
PM8 0.57 1.95 1.64

Piemontese

PM9 0.31 1.94 1.72
BA2 0.89 2.01 1.81
BA3 0.45 1.93 1.79
BA4 0.57 1.95 1.83
BA5 1.26 2.02 1.91
BA6 0.71 1.99 2.09
BA7 0.58 1.93 2.05

Blonde
d’Aquitaine

BA8 0.58 2.01 1.90

Tabella 4.2.1: concentrazione e purezzadei campioni di RNA estratti a partiredai campionidi fegatoappartenentialle
tre razzeoggetto di studio. Vengonoriportati i dati di concentrazionein µg/µL ed i rapportitra i valori di assorbanzaa
260, 280e 230 nm. Per tutti i campioni, sono statiprocessaticirca 80 mg di tessutoe l’RNA estrattoè statorisospeso in
100 µL di acqua.
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A

B

C

Figura 4.2.2: grafici di assorbanzaottenuti dall’analisi degli estrattiCH1, P2 e BA2 (A, B, C, rispettivamente) con il
NanoDrop;si noti il picco di assorbimento degli acidi nucleici a 260nm.
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Disegno dei primers

Perogni genedaanalizzare, è stataeffettuatal’analisi bioinformatica,per raccogliere informazionisul gene

di interesse,individuare la sequenzadi riferimentoe determinarnela strutturaesone-introneperla successiva

progettazione dei primers. Sonostatequindi disegnatele coppiedi oligonucleotidi, rispettandoi criteri di

sceltaprima descritti.Nella tabella 4.2.2vengonoriportatele sequenzedei primers ottenuti, nonchéle loro

caratteristichedi lunghezza, temperaturadi melting, % in GCe lunghezza dell’ampliconeatteso.

Le sequenzedei primers per i geni contrassegnati da un asterisco sono state gentilmente concesseda

Cantiello (dati personali). Per tutti i geni individuati come target, la verifica della corrispondenza delle

sequenze dei primers e dell’amplificato conil genebovinooggettodi studio(medianteBlastn), hadatoesito

positivo.

Gene Sequenza primers 5’ � 3’
Lunghezza

Primer
(bp)

Tm
(°C)

%
GC

Lunghezza
amplicone

(bp)
CYP1A1 F:GACCTGAATCAGAGGTTCTACGTCT

R : CCGGATGTGACCCTTCTCAA
25
20

58
59

48
55

81

CYP1A2 F : ACCATGACCCGAAGCTGTG
R : CAATGGTGGTGCCATCAGAC

19
20

58
58 

58
55 

78

CYP2B6* F : GCGGACCTCATCCCCATT
R : GTGCCCTTGGGAAGGATGT

18
19

58
60

61
58

80

CYP2C8 F : CCCAGAGGTCATAGCTAAGGC
R : CGGTGTCTGCCAAGCTCAT

21
19

59
58

57
58

57

CYP2C9 F : TCCCTGGACATGAACAACCC
R : TTGTGCTTTTCCTGTTCCATCTT

20
23

59
59

55
39

71

CYP2C18 F:ATGTTAAGAACATTGGCAAATCCTT
R : GGCCATAGGTGTTTGAGAGATTG

25
23

58
59

32
48

51

CYP2C19 F : TCCCAAGGGCACAACCATA
R : CCTTGCCATCGTGCAGG

19
17

58
58

53
65

56

CYP2E1 F : ACCCGGAGGTTGAAGAGAAAC
R : GCCCAATCACCCTGTCAATTT

21
21

58
60

52
48

51

CYP3A4* F : GCCAGAGCCCGAGGAGTT
R:GCAGGTAGACGTAAGGATTTATGCT

18
25

60
60

67
44

77

UGT1A1 F : ACCATCCTACGTGCCCAGG
R : TGTTCTTCACCCGCTGCAG

19
19

59
60

63
58

71

UGT1A6 F : CAACACGGTCCTCATCGGA
R : CATAGGCTTCAAATTCCTGAGACAG

19
25

59
59

58
44

71

UGT2B17 F : GCAAAGCCCCTACCTAAGGAATTA
R : AGTAAACACCACGACTCCATCTTTT

24
25

60
58

46
40

72

GSTA1 F : TTCCCTCTGCTAAAGGCCCTA
R : CTTCCTCTGGCTGCCAGG

21
18

59
58

52
67

84

GSTM1 F : TCCTTGACATGCACCGCATA
R : CAGAGATCTTCTTCAGGCCCTCA

20
23

60
61

50
52

99

GSTP1 F : CCTCATTTACACCAACTACGAGGC
R : AAAGGCTTCAGGTGCTGGG

24
19

60
59

50
58

72

Tabella 4.2.2: Primers per il saggio in Q RT-PCRdei geni selezionati come target. Perciascun primer forward (F) e
reverse (R) vengono riportate la sequenza, la lunghezza(bp), la temperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonchéla
lunghezzadell’ampliconeatteso(bp).
* Cantiello(dati personali)
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Attraverso l’analisi bioinformatica delle sequenzenucleotidicheappartenentia razze diverse (Frisona,

Holstein,Hereford, incroci conAngus, altri incroci…) disponibili nelle banchedati, è statoinoltre verificato

medianteallineamento, che le regioni di cDNA complementari ai primers scelti, non presentasserodelle

dif ferenzenella sequenza:è stata valutataquindi l’assenzadi polimorfismi in tali regioni, perlomenoper le

razzeal momento disponibili , in mododa garantirel’idoneità dei primers in tutte e tre le razze oggettodi

studio.

Messa a punto dei saggi in Q RT-PCR

Per verificare la funzionalità delle varie coppiedi primers, è stata allestita una reazionedi Q RT-PCR in

quantificazioneassoluta, impiegandocome templatoun pool di cDNA di fegatodelle tre razze.L’analisi è

stata effettuatain triplicato per tutti i geni target, utilizzando quattro diverse combinazionidi primers

forward e reverse: 300nM/300nM, 900nM/300nM,300nM/900nM e 900nM/900nM. L’amplificazioneè

avvenutaconsuccessoin tutti i geni ed a seguito dell’analisi dellecurve, è statascelta la combinazioneche

permettessel’ amplificazione più efficiente(vedi tabella 4.2.3).

Permezzo dell’analisi delle curve di dissociazione,è statainoltre verificata l’assenzadi sintesidi dimeri di

primers, nonchél’amplifi cazionedi un soloampliconedellatemperaturadi melting attesa.

L’efficienza di amplificazione è stata successivamente valutataallestendouna curva degli standardper

ciascun gene,utilizzandole combinazioni di primers desuntedalle prime analisi effettuateper la messaa

punto. Per ciascungenesono stati riportati in graficoi valori di Ct in funzionedella concentrazionedi cDNA

espressacomelogaritmo in base10: se la reazionehaunabuonaefficienza,i Ct nellafase esponenziale sono

lineari e quindi la curva che fornisce la miglior interpolazionedei punti è unaretta (Rutledge e Côté, 2003).

Si ottienecosì un grafico “ciclo-soglia vs log10 del numero di copie del campione”,in cui l’ intercettae

l’i nclinazionedella retta corrispondono,rispettivamente, al numerodi molecoledi templato al livello soglia

edall’effici enza(E) della reazione(Peters et al., 2004):

E = [10(-1/inclinazione)]-1 

L’ inclinazioneidealeper un’efficienzadel 100%dovrebbeessere -3.322,masono comunementeconsiderati

accettabili i valori compresi nell’in tervallo tra -3.6 e -3.1, che delineanoun’efficienza contenuta nella

finestra89.6%<E<110.2%; sel’effi cienzacalcolataè maggioreal 100%,significa chesono stati commessi

errori di pipettaturao cheèpresenteun inibitoredi PCRnellostandard(Ginzinger,2002).

Un altro parametrovalutatoè il coefficiente di regressionelineareo R2: quantopiù la curvainterpolabene i

punti e assomiglia aunaretta, tanto più R2 si avvicinaal suovaloreottimalepari a1.

In tabella 4.2.3si possonoosservare i risultati dellecurvestandarddi tutti i geniinclusi nello studio.

I saggisonorisultati linearicomplessivamenteperun range dinamico compreso tra 7 e 10cicli.
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Gene Combinazione
primers (F/R)

Slope R2 Efficienza

CYP1A1 900/900 -3.30 0.99 100.9
CYP1A2 900/900 -3.38 0.99 97.6
CYP2B6* 300/300 -3.29 0.99 101.3
CYP2C8 900/900 -3.35 0.99 98.8
CYP2C9 300/900 -3.31 0.99 100.5
CYP2C18 900/300 -3.27 0.99 102.2
CYP2C19 900/300 -3.33 0.99 99.7
CYP2E1 900/300 -3.33 0.99 99.7
CYP3A4 300/300 -3.31 0.99 100.5
UGT1A1 300/300 -3.14 0.99 108.2
UGT1A6 300/300 -3.38 0.98 97.6
UGT2B17 900/300 -3.44 0.99 95.3
GSTA1 900/900 -3.34 0.99 99.3
GSTM1 300/300 -3.42 0.99 96.1
GSTP1 900/900 -3.43 0.99 95.7
Tabella 4.2.3: Condizionidi messaa punto dei saggiin Q RT-PCRdei geni target: combinazione dei primers e curve
standard.Vengono riportate le concentrazioni dei primers F e R risultate esserepiù performanti (miglior efficienzadi
amplificazione) ed i parametri delle curvestandard (slope, cioè il coeff iciente angolaredella retta e R2, cioè l’indice di
regressionelineare)con il relativo calcolo dell’effi cienzadi reazione.*Cantiello (dati personali)

Scelta del gene reference

In tabella 4.2.4vengonoriportati i geni selezionati quali possibili reference dautilizzarsinei saggi di Q RT-

PCR, nonché le sequenzee le caratteristichedei primers scelti sulla basedei criteri adottatiancheper il

disegnodei geni target.

Gene Sequenza primers 5’ � 3’
Lunghezza

Primer
(bp)

Tm
(°C)

%GC
Lunghezza

amplicone (bp)

BACT* F : GTCGACACCGCAACCAGTT
R : AAGCCGGCCTTGCACAT

19
17

60
54

58
59

85

B2M F : TCGTGGCCTTGGTCCTTCT
R : AATCTTTGGAGGACGCTGGAT

19
21

59
59

63
55

71 

TBP F : AGAGCTCCGGGATCGTGC
R : GATTCACTGTGGATACAATATTTTGCA

18
27

60
59

67
33

51

Tabella 4.2.4: Primers peril saggio in Q RT-PCRdei geni selezionati comereference. Perciascun primer forward (F) e
reverse (R) vengono riportate la sequenza, la lunghezza(bp), la temperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonchéla
lunghezzadell’ampliconeatteso(bp).
*Cantiello (dati personali)

L’ efficienzadei primers sopraelencati,è statatestata in campionidi fegato di bovino, con la medesima

proceduradi messaa punto adottataperi geni target e nella tabella4.2.5vengonoriportati i corrispettivi dati

di efficienzaottenutidalla costruzionedellecurvedegli standard.

Gene Combinazione
primers (F/R)

Slope R2 Efficienza

BACT 300/300 -3.39 0.99 95.4
B2M 900/900 -3.24 0.99 105.8
TBP 900/900 -2.64 0.99 160.4
Tabella 4.2.5: Condizioni di messaa punto dei saggi in Q RT-PCR dei geni reference: combinazionedei primers e
curve standard. Vengonoriportate le concentrazioni dei primers F e R risultate essere più performanti (miglior
efficienzadi ampli ficazione) ed i parametri delle curve standard (slope, cioè il coefficiente angolaredella retta e R2,
cioèl’indice di regressionelineare) conil relativo calcolo dell’ efficienzadi reazione.
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Nel corsodi questostudio (e anchenegli altri esperimentidescritti in seguito)si è cercato di valutare quale

fosseil miglior genehousekeeping dautilizzare,in modotale dapermettere unaquantificazionepiù corretta

possibiledell’espressionedei geni target. Si è pertantocercato di capirequale fosseil geneespressoa livelli

pressochécostantinella cellula, la cui espressionenonvenissealterata dall’esperimentoin sè.

Qui di seguito vienedescrittol’ approccio generaleutilizzatopertutti gli esperimenti trattati in questatesi.

A seguito della fasedi messaa punto, la valutazioneè stataristretta ai geniACTB e B2M, in quanto il gene

TBP era risultatopoco espressonel fegatodi bovino e l’amplificazione,effettuatautilizzandoduediverse

coppiedi primers, erarisultata pocoefficientein entrambi i casi.

Inizialmente è stataeffettuata l’analisi statistica (ANOVA + post test di Tukey) utilizzandoi Ct medi di

ciascungrupposperimentaleperescludere la presenzadi differenze statisticamentesignificativetra i gruppi

appartenenti allo stessoesperimento: è statainfatti confermata l’assenzadi effetti legati al trattamentoo alla

razzasull’espressionedei duegenihousekeeping.

Successivamente sono stati considerati i range ∆Ct (sommatoriain valore assoluto dei ∆Ct tra il gruppodi

riferimento e gli altri appartenentiallo stessoesperimento)ed il range Ct (differenzatra il Ct più alto e

quello più bassoregistrati nell’ambito dello stessoesperimento),entrambiindici della variabilità del genein

seguitoa variazionifisiologiche(razza)o trattamento.Tali valori vengonoriportati nelletabelle4.2.6e 4.2.7

(ACTB e B2M, rispettivamente).

Esperimento Gruppi

Ct medio

gruppi

(ACTB)

DS
∆CT

trattati - controlli
range ∆Ct range Ct

CH 21.33 1.60 -

PM 21.40 0.73 0,07

Razzebovine

BA 21.43 0.63 0,10

0.17 5.61

KPD 21.21 1.83 -

TPD 22.53 1.62 1,32

DEX PD

vitelloni

BPD 22.19 1.82 0,98

2.3 5.56

Kde 19.93 0.83 -

Dde 19.69 0.44 -0,24

DEX + E2

DEde 20.80 0.58 0,87

1.11 4.32

KTO 20.72 0.83 -

DTO 21.13 0.58 0,40

DEX TO

vitelli

VTO 21.05 0.83 0,32

0.72 2.17

Tabella 4.2.6: Valori dellamediadei Ct di ACTB perogni grupposperimentaleconrelativa deviazionestandard (DS).
Sono inoltre riportati i ∆Ct calcolati tra i gruppi di riferimento(controlli o CH) ed i gruppi di trattamento(o in questo
casorazzediversedalla CH), il range dei ∆Ct, datodalla sommatoria in valore assoluto dei ∆Ct, ed il range Ct dato
dalla differenzatra il Ct massimo e minimo registratoin ogni esperimento.



Effettodella razza

144

Esperimento Gruppi

Ct medio

gruppi

(B2M)

DS
∆CT

trattati - controlli
range ∆Ct range Ct

CH 20.49 0.90 -

PM 20.36 0.85 -0.13

Razzebovine

BA 20.42 0.60 -0.07

0.2 2.86

KPD 19.88 1.73 -

TPD 21.31 1.69 1.43

DEX PD

vitelloni

BPD 21.57 1.86 1.69

3.12 6.46

Kde 18.27 1.02 -

Dde 18.74 0.51 0.47

DEX + E2

DEde 19.37 0.99 1.11

1.58 4.12

KTO 19.46 1.29 -

DTO 19.77 0.39 0.31

DEX TO

vitelli

VTO 19.43 0.45 -0.04

0.35 3.51

Tabella 4.2.7: Valori della media dei Ct di B2M per ogni grupposperimentale con relativadeviazionestandard(DS).
Sono inoltre riportati i ∆Ct calcolati tra i gruppi di riferimento(controlli o CH) ed i gruppi di trattamento(o in questo
casorazzediversedalla CH), il range dei ∆Ct, datodalla sommatoria in valore assoluto dei ∆Ct, ed il range Ct dato
dalla differenzatra il Ct massimo e minimo registratoin ogni esperimento.

Complessivamentedall’analisi effettuatarisulta che i due geni considerati sono sovrapponibili, entrambi

validi e quindi ugualmente utilizzabili; è stato però scelto il genecodificante per la ACTB, in quanto

consideratoattendibile: per questomotivo è molto utilizzatonegli studi di espressionegenicain letteratura.

Si puòcomunquenotare chetra i gruppi esisteunaminima variabilità, probabilmentedovuta,oltre a fattori

interindividuali, aderrori di pipettatura e letturadaparte del termociclatore.

Perconsentirela quantificazionerelativa dell’espressionegenicamedianteil metododel ∆∆Ct, è necessario

che geni target e reference presentino simile efficienza di amplificazione; questorequisito può essere

verifi catoattraversoil confronto della curva standarddel genereference (ACTB) con quella di ogni gene

target oggettodi studio.

Perconfermareappuntochele efficienzetra geni target e reference fosserocomparabili, è statocondotto un

esperimento di validazione,costruendo un grafico in cui vengonoriportate,in ascissa,il log10 dellediluizioni

seriali ed in ordinatai valori di Ct medi per ogni triplicato: le linee che interpolanoi punti del grafico,

rispettivamenteper i singoli target ed il reference, dovrebberoessereparallele e quindi presentaresimile

inclinazione.

In figura 4.2.3vengono riportati alcuni esempidi validazioneper alcuni geni target, anchesela medesima

analisiè stataeffettuata pertutti i geni oggettodi studio.
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Figura 4.2.3: Grafici delle curve standard dei geni target (A) CYP1A2, (B) CYP2C9,(C) GSTA1 confrontate con
quella del geneACTB, selezionatocome reference. In ordinatasonoriportati i valori dei Ct medi per ogni triplicato,
mentrein ascissala concentrazionedello standarddi cDNA in scala logaritmica.A lato di ciascungraficosonoriportate
le equazioni delle curve,le quali evidenziano chel’ inclinazioneè simile e pertanto le rettesonopressochéparallele.
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Verifica dei geni target

Gli amplificati sonostati sottoposti a verifica attraverso l’analisi delle curve di melting per ogni singolo

campione: è statacosì confermatala sintesidi unsoloampliconedellatemperaturadi melting attesa.

Inoltre, è stata eseguita una PCR end-point utilizzando un pool di cDNA per verificare ulteriormentela

funzionalità dei primers, nello specifico, controllando che l’amplicone ottenuto presentasse la stessa

lunghezza di quelloatteso(Figura4.2.4). 

 

A

B

Figura 4.2.4: Elettroforesi su gel di agarosio1.8% di 10 µL di amplif icato, nell’ordine, dei geni CYP1A1, CYP1A2,
CYP2B6,CYP2C8, CYP2C9,CYP2C18,CYP2C19,CYP2E1,CYP3A4(figura A) e UGT1A1, UGT1A6, UGT2B17,
BACT, GSTA1, GSTM1,GSTP1,B2M (figura B). L = marcatoredi pesomolecolare(50bp nellafoto A e 100bp nella
foto B).

1 2 3 4 5 L 6 7 8 9

10 11 12 13 L 14 15 16 17
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I dati relativi all’attività catalitica degli enzimi di faseI e II (esclusiEROD, TBT4-OH e 2β-, 6β-, 16βOH-T)

qui di seguito riportati, sono stati oggetto del progettodi ricerca del Post-Dottoratodella Dott.ssaMonica

Carletti e sonostati inseriti nella pubblicazioneGiantin et al., 2008. Vengonocitati in questocontesto per

renderepossibilel’analisi dellacorrelazione tra l’attività catalitica e l’ espressionegenica.

Contenuto di proteina, citocromo P450, glutatione ed attività di NAD(P)H citocromo c riduttasi

Non sono state evidenziate differenze statisticamente significative tra le razze per quanto riguarda il

contenuto di proteina microsomiale e citosolica,citocromoP450, glutatione (GSH) ed attività della NADH

citocromo c riduttasi, mentre i risultati della NADPH citocromoc riduttasi,hanno evidenziatochela razza

CH presentava unapiù spiccataattività rispettoalla PM (p<0.01:tabella4.2.8).

Razze bovine

CH PM BA

Proteine microsomiali 30.06± 1.69 31.25± 2.88 33.89± 5.07

Proteine citosoliche 25.58± 2.25 28.15± 2.14 27.28± 2.72

Citocromo P450 0.63± 0.09 0.66± 0.14 0.67± 0.06

GSH 3.5 ± 0.3 3.7± 0.3 3.8± 0.4

NADPH-R 90.3± 10.7aa 61.1± 11.0 74.4± 15.8

NADH-R 939± 224 925± 192 978± 191

Tabella 4.2.8: Contenutodi proteinamicrosomialee citosolica, citocromoP450,GSH e attività di NAD(P)H citocromo
c riduttasi¤ nei vitelloni di razzaCH (n = 10),PM (n = 8) eBA (n =7). I dati sonoespressicome media ± DS.
¤: µg/µL (proteinamicrosomiale e citosolica); nmoli/mg proteina(contenuto citocromoP450); µmoli GSH/g di fegato
(contenutoGSH); nmoli /min/mgproteina (NADPH-R e NADH-R).
aDifferenzestatisticamente significative tra CH e PM (ANOVA + posttestdi Tukey; aa:p<0.01).
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Effetti della razza sugli enzimi biotrasformativi epatici

Gli effetti dellarazzasugli enzimi biotrasformativi epaticidi faseI e II a livello di attività catalitica,proteina

e mRNA vengonoriportati nelletabelle 4.2.9,4.2.10,4.2.11. 4.2.12e nell’allegato1 (dati espressionegenica

in singolo), rispettivamente, mentre i risultati concernenti la correlazionenon parametricadi Spearmantra

l’attività catalitica e l’espressione genica sonopresentatinella tabella 4.2.13. La figura 4.2.5 invece, riporta

delle immaginirappresentative degli immunoblotting effettuatiperciascunaisoformadi CYPconsiderata.

CYP1A: attività catalitica, proteina e mRNA

Per la valutazionedell’attività catalitica CYP1A-dipendentesono stati scelti quali substrati modello il

benzo[a]pirenee l’etossiresorufina.L’ attività enzimaticaedil contenutodi apoproteinaCYP1A tuttavia non

hannodimostratodifferenzestatisticamentesignificative tra le razzeCH, PM e BA, con la solaeccezione

della razza BA cheha evidenziato unapiù spiccata idrossilazionedel benzo[a]pirene (BPOH) rispettoalla

PM (p<0.05).

Al contrario, sono state evidenziate delle differenzenell’espressionegenica delle isoforme CYP1A1 e

CYP1A2: a tal proposito,la CH presentava un minor contenutodi CYP1A1 e CYP1A2 rispettoalla PM

(p<0.001e p<0.05,rispettivamente) eallaBA (soloperCYP1A1: p<0.001).

Nonè stataevidenziata unacorrelazionesignificativa tra le attivitàcataliticheBPOHe ERODe l’espressione

genica di CYP1A1,mentre nella CH entrambele attività catalitiche sonorisultate esseresignificativamente

correlate con l’espressione genica di CYP1A2, essendoi coefficienti di correlazionenon parametrici di

Spearman(rS) pari a0.83e0.79per BPOHe EROD, rispettivamente(p<0.05).

CYP2B: attività catalitica, proteina e mRNA

I bovini di razza CH presentavano la più elevata capacitàbiotrasformativaconsiderandoquali attività

catalitiche CYP2B-dipendenti, la N-demetilazionedella benzfetamina (BENZDEM: p<0.01, vs PM) e

l’i drossilazionedelTST in posizione 16β (16βOH-T: p<0.01vs PM e p<0.01vs BA).

Contrariamentea quanto sopradescritto, a livello proteico,erala razzaBA a presentareil maggiorcontenuto

di apoproteina e risultava essere addirittura statisticamente significativa rispettoalla CH (p<0.05). Questo

risultato viene confermato anchea livello di espressionegenica(CYP2B6) ed in entrambi i casi il trend

corrispondeva a BA>PM>CH. L’ analisi della correlazione tra 16βOH-T e l’espressione di CYP2B6 ha

evidenziato una correlazione positiva per PM e BA (p<0.05)e negativa per CH (rS = 0.71, 0.79 e -0.38,

rispettivamente).

Inoltre, è statoregistratoun buoncoefficientedi correlazioneperla PM, seconsideratal’attività BENZDEM

(rS = 0.74, p<0.05). La figura 4.2.6 riporta il complessivoeffetto della razzasul CYP2B a livello di

attività catalitica,contenutodi apoproteinae mRNA, nonchél’ analisi dellacorrelazionetra 16βOH-T ed

il contenutodi CYP2B6.
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CYP2C: attività catalitica, proteina e mRNA

Non sonostateevidenziate differenzestatisticamente significative tra le razze nell’attività catalitica della

TBT4-OH e dell’aminopirina N-demetilasi(APDEM) e nelcontenutodi apoproteina.

Analogamente,nonsonostateriscontratedifferenzenell’espressionedelle isoforme CYP2C8 e CYP2C19(a

discapitodell’alto contenuto di questi trascritti nella razzaPM). Al contrario, è statomisurato un minor

contenuto dei trascritti CYP2C9 e CYP2C18 nella CH (p<0.01 vs PM e BA e p<0.001 vs BA,

rispettivamente); inoltre per quest’ultimo, sonostatetrovatedelle differenzesignificative tra BA e PM con

p<0.05.

Perquantoriguardainvecel’ analisidellacorrelazione,TBT4-OH è risultataesserecorrelabile positivamente

con l’espressione genicadi CYP2C19nella CH, mentreAPDEM con l’espressionedi CYP2C8nella PM

però,all’opposto, in sensonegativo (rS = 0.82e -0.82,conp<0.05,rispettivamente).

CYP2E: attività catalitica, proteina e mRNA

L’ anilina ed il p-nitrofenolo sono stati scelti quali substrati modello per il CYP2E1. La frazione

microsomialeepaticaottenuta dalla razzaCH ha dimostratouna maggiorattività catalitica,se considerata

l’i drossilazione dei due substrati citati precedentemente.In particolare, l’attività dell ’anilina idrossilasi

(Aniline-OH) era di circa 2 e 1.5 volte più elevatarispetto a quella riportata nei microsomidi PM e BA

(p<0.001 e p<0.05, rispettivamente). Per quantoriguardainvece la p-nitrofenolo idrossilasi (pNP-OH), è

stataregistrataunapiù elevataattività nellarazzaCH rispetto allaBA (p<0.05).

L’ immunoblotting è stato effettuato utilizzando un anticorpo policlonale anti-CYP2E1 di uomo e ratto

ottenuto in pecora;sonostate peròosservate delle debolibandedi cross-reazione,chehannoimpeditola loro

conseguente analisi densitometrica (dati per questo non presentati). Non sono stateosservatedifferenze

statisticamentesignificativenell’espressionegenicadi CYP2E1,anchesela razza BA ne ha dimostrato un

più alto contenuto; il trend complessivamenteappariva essere BA>CH>PM. Nel complesso,questorisultato

era parzialmenteconfermato dall’analisi della correlazione:infatti nella BA l’ attività dell’anilina-OH era

correlatanegativamentecon l’espressionegenicadelCYP2E1 (rS = -0.94,p<0.05).

CYP3A: attività catalitica, proteina e mRNA

Perquantoriguardal’ attività di N-demetilazionedei substratiCYP3A-dipendenti etilmorfina,eritromicinae

TAO (ETDEM, ERDEM, TAODEM), nonsonostateevidenziatedifferenzestatisticamentesignificativetra

le razze bovineoggettodi studio. Al contrario il TST, un altro substratodel CYP3A, è statomaggiormente

metabolizzatodalla CH: l’i drossilazione del TST in posizione6β e 2β nella CH infatti, era pari a circa 2

voltequellaevidenziatanellerazzePM e BA (p<0.01).

Contrariamentea quanto sopra riportato, a livello proteico, il CYP3A era maggiormenteespressonei

vitelloni BA (p<0.05 vs CH). I risultati della Q RT-PCR inoltre, erano perfettamentein linea con quelli

ottenuti dall’immunoelettroforesi: anchein questocasola BA appariva comela razzadotatadella più alta

espressionedi CYP3A4 (p<0.05,BA vs CH).
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Non sonostateperòevidenziatecorrelazionistatisticamentesignificative tra i substrati impiegati edil profilo

di espressionedel CYP3A4.

UGT: attività catalitica e mRNA

Nelle condizioni sperimentali adottate in questolavoro, la CH si è dimostrataesserela razza bovinadotata

della più efficiente attività coniugativa nei confronti di α-naftolo e p-nitrofenolo (αN-UGT e pNP-UGT,

rispettivamente), due substrati specifici per la famiglia UGT1. Per quanto riguarda il primo substrato,

l’attività cataliticanella CH eracirca1.5– 2 volte più elevatarispettoalla PM (p<0.05)edalla BA (p<0.01),

rispettivamente.

A livello di mRNA, l’espressionegenicadi UGT1A6 corrispondevaperfettamente al trend dell’attività pNP-

UGT: la CH presentava infatti un contenuto di mRNA più elevato rispettoa quello riscontratonella PM

(p<0.01)enellaBA (p<0.01: 3 e8 volte,rispettivamente). 

Al contrario, il trascritto UGT1A1 era più espressonella razzaBA (p<0.01) ed il trend evidenziato era

esattamentel’opposto: BA>PM>CH. In linea con tale risultato, era anche l’espressione del trascritto

UGT2B17, l’isoformadi UGT maggiormentecoinvoltanellaconiugazionedegli steroidi.

Non è stataevidenziataalcunacorrelazionesignificativatra le dueisoformeappartenentialla famigliaUGT1

edil profilo di espressionedi UGT1A1e UGT1A6.

GST: attività catalitica e mRNA

Per quantoriguarda le reazioni di coniugazioneGST-dipendenti, nella figura 4.2.7, vengono riportate le

attività delle GST nei confronti di duedifferenti substrati, denominati CDNB (per attività GST globale) e

DCNB (specificaperGST µ1). Il pattern di biotrasformazionedel CDNB è risultatoinferiorenel gruppoCH

(p<0.01vs PM e p<0.001 vs BA), mentrequellodel DCNB eradello stessoordine di grandezzanei vitelloni

CH e PM, mapiù elevato nei BA (p<0.001).

A livello pre-trascrizionale,analogamentea quantoevidenziato per l’ attività catalitica, la CH hadimostrato

un complessivominor contenuto dei trascritti GSTA1 e GSTP1, raggiungendola significatività statistica

(p<0.05vs PM e BA, rispettivamente). Le più importantidifferenze nel profilo di espressionegenicaperò

sono state notateperGSTM1: i bovini CH hannodimostratoun’espressione da3 e 6 volte inferiore, rispetto

a quellapresentein PM e BA (p<0.05e p<0.001,rispettivamente:figura4.2.7).

Inoltre la correlazionetra le due attività catalitiche selezionate e l’espressionedi GSTM1 è risultata

statisticamentesignificativa (p<0.05), perentrambii substrati, nellarazzaPM, condei valori di rS pari a 0.82

e 0.89perCDNB e DCNB, rispettivamente.
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Razze bovineEnzimi

Fase I

Attività

catalitica CH PM BA

BPOH* 0.75± 0.13 0.59± 0.23c 0.90± 0.15
CYP1A

EROD 430.1± 59.3 323.5± 43.0 383.4± 94.5

BENZDEM* 2.06± 0.39aa 1.36± 0.28 1.77± 0.46
CYP2B

16βOH-T 0.32± 0.11aa,bb 0.19± 0.06 0.18± 0.08

TBT4-OH 0.04± 0.02 0.04± 0.01 0.05± 0.02
CYP2C

APDEM* 3.22± 0.91 2.96± 0.62 3.09± 0.95

Aniline-OH* 0.56± 0.18aaa,b 0.26± 0.06 0.36± 0.07
CYP2E

pNP-OH* 0.37± 0.11b 0.35 ± 0.19c 0.13± 0.10

6βOH-T 0.88± 0.25aa,bb 0.53± 0.15 0.49± 0.20

2βOH-T 0.30± 0.10aaa,bb 0.15± 0.05 0.17± 0.07

ERDEM* 0.56± 0.12 0.60± 0.28 0.52± 0.15

ETDEM* 1.66± 0.35 1.46± 0.31 1.38± 0.18

CYP3A

TAODEM* 0.42± 0.11 0.42± 0.31 0.49± 0.14

Tabella4.2.9: Attività catalit ichedegli enzimi di faseI٭ nei vitelloni CH (n = 10), PM (n = 8) e BA (n = 7).
I dati sonoespressi comemedia± DS. 
:٭ µg chinina/min/mg proteina (BPOH); pmoli/min/mg proteina (EROD); nmoli/min/mg proteina (BENZDEM,
16βOH-T, TBT4-OH, APDEM, Aniline-OH, pNP-OH, 6βOH-T, 2βOH-T, ERDEM,ETDEM, TAODEM).
a,b,cDiff erenzestatisticamentesignificativetra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispettivamente(ANOVA + post test di
Tukey; b, c: p<0.05; aa,bb:p<0.01;aaa:p<0.001).
*Risultati Post-DottoratoDott.ssaMonica Carletti

Razze bovineEnzimi

Fase II
Attività catalitica

CH PM BA

αN-UGT* 13.5± 5.2a 8.5± 2.5 9.2± 2.4
UGT

pNP-UGT* 15.1± 5.4a,bb 9.3± 2.5 7.5± 2.5

CDNB* 295.5± 43.7aa,bbb 367.4± 29.4 417.0± 56.9
GST

DCNB* 0.34± 0.06bbb 0.33 ± 0.08ccc 0.56± 0.11

Tabella 4.2.10: Attività catalitichedegli enzimi di faseII # nei vitelloni di razzaCH (n = 10), PM (n = 8) e BA (n = 7). I
dati sonoespressicomemedia ± DS.  
#: nmoli/min/mgproteina
a,b,cDiff erenzestatisticamentesignificative tra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispettivamente(ANOVA + posttest di
Tukey; a: p<0.05;bb:p<0.01;aaa,bbb,ccc: p<0.001).
*Risultati Post-DottoratoDott.ssaMonica Carletti
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Apoproteina Immunoblotting

CH PM BA

CYP1A1/2 2.92± 0.37 2.89± 0.76 2.70± 0.47

CYP2B1/2 0.96± 0.23b 1.21± 0.33 1.34± 0.33

CYP2C8/9/19-2C12 0.81± 0.17 0.87± 0.16 0.95± 0.27

CYP3A1/2 0.99± 0.43b 1.16± 0.37 1.63± 0.46

Tabella4.2.11: Effetti dellarazza sull’espressione dell’apoproteina di alcuni CYP nel fegato di vitelloni CH, PM e BA.
I valori della densitometria sonoespressiin unità arbitrarie(u.a.)come media± DS del rapporto tra la densità integrata
di ogni gruppo (CH n = 10, PM n = 8, BA n = 7) e quella registrata nel controllo interno(R, microsomi epatici ottenuti
daratti di controllo).
b,cDifferenzestatisticamentesignificative tra CH e BA, PM e BA, rispettivamente(ANOVA + post testdi Tukey; b:
p<0.05).

Figura 4.2.5: immagini rappresentative degli immunoblotting eseguiti in singolo su 30 µg di proteina microsomiale
epaticaappartenenti alle tre diverse razze,utilizzandoanticorpi specifici per le isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2Ce
CYP3A.
R = controllo interno,corrispondentea 10 µg di sospensionemicrosomialeepaticadi ratti di controllo, utilizzatoper la
normalizzazionedei risultati nell’analisi densitometrica; βnaf e DEX = 5 µgdi sospensionemicrosomiale epatica di ratti
indotti conβ-naftoflavone e desametazone, rispettivamente, utili zzati come controlli positivi .

βnaf R CH13 CH14 PM8 PM9 BA8

R CH13 CH14 PM8 PM9 BA8

R CH4 CH5 CH6 PM4 PM5 BA4 BA5

DEX R CH4 CH5 CH6 PM4 PM5 BA4 BA5

CYP1A

CYP2B

CYP2C

CYP3A
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Geni Fold-change

CH PM BA

CYP1A1 1.00± 0.35aaa,bbb 2.05± 0.50 2.05± 0.40

CYP1A2 1.00 ± 0.54a 1.73± 0.38 1.63± 0.61

CYP2B6 1.00± 2.34b 3.82± 3.28 4.77± 2.46

CYP2C8 1.00± 1.89 4.28± 3.34 2.41± 1.92

CYP2C9 1.00 ± 0.52aa,bb 3.34± 1.43 3.29± 1.35

CYP2C18 1.00 ± 0.29bbb 1.33± 0.27c 1.93± 0.5

CYP2C19 1.00± 0.84 1.56± 1.01 1.00± 0.49

CYP2E1 1.00± 1.52 0.57± 0.70 1.47± 1.05

CYP3A4 1.00± 0.37b 1.32± 0.45 1.72± 0.46

UGT1A6 1.00± 0.68a,bb 0.36± 0.18 0.12± 0.10

UGT1A1 1.00± 0.42bb 1.02± 0.28cc 1.75± 0.37

UGT2B17 1.00 ± 0.22bbb 1.26± 0.35cc 1.75± 0.22

GSTA1 1.00 ± 0.41a 1.75± 0.77 1.56± 0.48

GSTM1 1.00± 0.60a,bbb 3.85± 1.65 6.64± 3.61

GSTP1 1.00± 0.23b 1.13± 0.25 1.41± 0.31

Tabella 4.2.12: Quantificazionerelativa di alcunienzimi di faseI e II nel fegato di vitelloni di razzaCH (n = 10),PM (n
= 8) e BA (n = 7). I dati sonoespressi come media ± DS dell’espressione dei singoli geni, rapportataa quelladel gruppo
CH, sceltoarbitrariamente come controllo.
°: unità arbitrarie (U.A.).
a,b,cDiff erenzestatisticamentesignificative tra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispettivamente(ANOVA + posttest di
Tukey; a,b: p<0.05; aa,bb,cc: p<0.01;aaa, bbb: p<0.001).
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rS
§

Attività catalitica Gene

CH PM BA

CYP1A1 0.50 0.71 0.43
BPOH

CYP1A2 0.83* 0.02 0.43

CYP1A1 0.36 0.46 0.03
EROD

CYP1A2 0.79* 0.21 -0.25

16βOH-T -0.38 0.71 0.79*

BENZDEM
CYP2B6

0.05 0.74* 0.61

CYP2C8 0.57 -0.2 -0.43

CYP2C9 0.18 -0.07 -0.36

CYP2C18 0.37 0.54 -0.46
TBT4-OH

CYP2C19 0.82* 0.25 0.20

CYP2C8 0.36 -0.82* -0.43

CYP2C9 0.43 -0.43 -0.36

CYP2C18 0.50 -0.07 -0.46
APDEM

CYP2C19 0.71 0.09 0.20

Aniline-OH 0.43 0.51 -0.94*

pNP-OH
CYP2E1

0.29 0.14 -0.54

6βOH-T 0.57 0.32 0.29

2βOH-T 0.55 0.32 0.29

ERDEM 0.18 -0.10 0.52

ETDEM 0.22 -0.29 -0.25

TAODEM

CYP3A4

-0.05 -0.05 0.64

αN-UGT -0.22 -0.68 -0.50

pNP-UGT
UGT1A1

-0.17 -0.43 -0.39

αN-UGT 0.07 -0.25 0.29

pNP-UGT
UGT1A6

0.50 -0.43 0.46

CDNB GSTA1 0.49 0.12 0.21

CDNB -0.35 0.82* 0.83

DCNB
GSTM1

0.17 0.89* 0.38

CDNB GSTP1 0.32 -0.02 0.36

Tabella 4.2.13: Risultati della correlazione non parametrica di Spearman tra l’atti vità catalitica e l’espressionegenica
nei vitelloni di razzaCH (n = 10),PM (n = 8) e BA (n = 7).
§: rS corrisponde al coefficiente di correlazione non parametrico di Spearman (range tra -1 e +1; considerato
significativo per p<0.05).
*: p<0.05
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Figura 4.2.6: Espressione di CYP2B (A) a livello di attività catalitica (16βOH-T), proteina e mRNA e (B) correlazione tra attività catalitica ed espressione genica (rS = coefficiente di
correlazione non parametrico di Spearman, valori compresi tra -1 e +1, significativo per p<0.05)
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Figura 4.2.7: Espressione di GSTM1 (A) a livello di attività catalitica (CDNB e DCNB) e mRNA e (B) correlazione tra attività catalitica ed espressione genica (rS = coefficiente di
correlazione non parametrico di Spearman, valori compresi tra -1 e +1, significativo per p<0.05)
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4.3. DISCUSSIONE

Gli studi riguardanti l’espressione degli enzimi biotrasformativi che ad oggi si rinvengono in

letteraturanei Ruminanti, sonorivolti, nello specifico, alla valutazionedell’attività catalitica e del contenuto

di apoproteina(Nebbia et al., 2003;Machalaet al., 2003;Sivapathasundaramet al., 2003b;Szotákováet al.,

2004); al contrario, si ritrovanopochepubblicazioni concernentil’espressionedegli enzimi biotrasformativi

a livello pre-trascrizionale (Gregeret al., 2006; Cantiello et al., 2005). Inoltre è noto che,nell’ambito del

“Drug metabolism” (DM), la capacità biotrasformativacomplessivapuòesseremodulata nonsolo nell’uomo

e nellespeciedalaboratorio(di solito utilizzatecome modelloanimaledi riferimento), ma anchenelle specie

di interesseveterinario, oltre chedafattori estrinseci(fenomenidi induzioneedinibizioneenzimatica),anche

da una serie di fattori costitutivi, quali l’età, il sesso,la razza e condizioni fisio-patologiche come la

gravidanza (Nebbiaet al., 2004;Dacastoet al., 2005; Gussonet al., 2006). In questolavoro per la prima

volta sonostati valutati gli effetti della razzasugli enzimi biotrasformativi (DMEs) non solo a livello post-

traduzionale,ma anchea livello pre-trascrizionale;sonostate per questomotivo presein considerazione tre

diverserazzebovinedacarnedi rilevante interessenelnostroPaese.

Perquantoconcernela parte più innovativadi questoapproccio sperimentale,valea dire la valutazione

dell’espressionegenica, è stato messoa punto un set di saggi in Q RT-PCR comprendentii DMEs

maggiormentecoinvolti nel metabolismoossidativoe coniugativonel bovino (CYPs,UGTs e GSTs). Nel

complesso, sono stati messi a punto dei saggi caratterizzati da una buona specificità ed efficienza di

amplificazione (compresa nel range di accettabilità) che, abbinati ad una scelta oculata del gene

housekeeping (ACTB in questocaso), hanno permessola quantificazione relativa dei campioni epatici

oggettodi analisi.Nello specifico infatti, adottandodegli accorgimenti mirati descritti nellasezioneMateriali

e Metodi, sono stati messi a punto dei saggi che hannopermessol’amplificazione del solo gene target,

escludendoquella del potenziale DNA genomicocontaminante e la sintesi di dimeri di primers, fattori

entrambida escludersi nel casoin cui si lavori con il fluoroforo SybrGreen. Inoltre, l’analisi delle curve di

melting di ogni singolo campione,nonchél’amplificazione mediante PCR end-point, hannopermessodi

confermare la sintesidi un soloampliconedella temperaturadi melting e dellalunghezza attese.

La purezza e l’integrità dell’RNA sono cruciali negli studi che propongono di quantificarne

l’espressionegenica,pertanto questestessecaratteristichesonostatevalutatenei campioni di estratto oggetto

di analisi. Dalla lettura al NanoDrop,è stato evidenziatochecomplessivamentei campionidi RNA erano

caratterizzati da unabuonapurezza (rapporti A260/A280 e A260/A230 superiori a 1.8), mentre dall’elettroforesi

in gel di agarosio e dall’analisi randomizzata medianteBioanalyser, si è riscontrata una parziale ma

accettabile degradazione dello stesso. Questo risultato è probabilmente riconducibile alla fase di

campionamento,durantela quale le aliquotedi fegatosonostateraccolte a distanzadi circa30-60 minuti dal

sacrificio dell’animale, mafortunatamentenonhannopreclusol’analisi degli estratti.

Perquantoriguardainvecela valutazionesemiquantitativadel contenutodi apoproteinain microsomi

epaticimedianteimmunoelettroforesi e densitometria,è statoevidenziatochele concentrazioni di anticorpi



Effettodella razza

158

primari e secondari, messea punto contestualmentenel nostrolaboratorio,hanno permessodi identificare

unasolabandaconunoscarsorumore di fondo(reazioniaspecifiche). Talerisultato è peròristrettoa quattro

delle cinque isoformedi CYP presein considerazione(CYP1A, CYP2B, CYP2C e CYP3A); nel casodel

CYP2E, pur saggiandodiverse concentrazionidi anticorpo primario e secondario, non è stato possibile

definire delle condizioni ottimali di lavoro, a causa della scarsacross-reattività dell’anticorpo primario

impiegatonei confrontidella proteinabovina.A tale proposito, è necessarioqui specificarechegli anticorpi

utili zzati nel presente studio non erano bovino-specifici (non ancoradisponibili in commercio), bensì

prodotti a partire da antigeni umani o appartenentialle specieda laboratorio(ratto). Sebbenel’elevata

identità nella sequenza aminoacidicadei diversi CYP tra le diverse specieconsente,in genere,ad un

anticorpodi cross-reagire conproteinepresenti in altrespeciediversedaquellespecie-specifiche,purtuttavia

non garantiscechele diverseisoforme di CYP possiedanosempreepitopi simili e quindi riconoscibili.Per

questomotivo, è necessario prestareparticolare attenzione nella valutazionedei dati ottenuti utilizzando

anticorpi nonspecie-specifici.

La stessa cauteladeveessereapplicataanchenel casodell’attività catalitica poiché anchein questo

caso vengonoutilizzati per il bovino substrati modello specifici per determinateisoformeenzimatiche,che

però sono stati validati a seguito di studi condotti in uomo o in specieda laboratorio. Per applicare con

sicurezza i substrati marker conosciuti anchein altre speciesarebbenecessariosottoporli a validazione, ma

purtroppo al momento in letteratura si rinvengonopochi studi mirati alla definizionedelle costantidella

cineticadi reazione(Km e Vmax) nellaspeciebovina(Sivapathasundaramet al., 2001;Pegoloet al., 2007).

I substrati chesolitamentevengonoimpiegatipermonitorare l’attività cataliticaCYP1A-dipendentein

uomo, specieda laboratorio ed anchenel bovino sono il benzo[a]pirenee l’etossiresorufina; è noto che

quest’ultima è addirittura metabolizzata maggiormente nel bovino rispetto al ratto (Nebbia et al., 2003;

Ioannides, 2006).In quest’ultimaspecie, l’ attività di EROD è maggiormente ascrivibile al CYP1A1,sebbene

sia stato ipotizzato un coinvolgimento anche di CYP1A2, anchese in misura meno rilevante rispetto a

CYP1A1. I risultati dell’attività catali ticae dell’espressioneproteicaottenutiin questo lavoro,appaionodello

stessoordine di grandezzadi quelli precedentementepubblicati (Nebbiaet al., 2003;Szotáková et al.,2004;

Sivapathasundaramet al., 2001). La più elevata attività di EROD riscontratanel bovinoperò, potrebbeessere

imputabile ad una maggiore espressionee conseguente compartecipazionedel CYP1A1, un’isoforma nota

per la sualocalizzazioneextra-epaticaedinducibilità a livello epatico(Sivapathasundaramet al., 2001);a tal

proposito, in questolavoro, è stata confermatamedianteQ RT-PCR l’espressione genicacostitutiva del

CYP1A1, sebbenei coefficienti di correlazionetra le attività catalitichee l’abbondanzarelativa di mRNA

delle isoforme CYP1A1 e CYP1A2 risultino più elevati per la secondaisoforma. Sono state inoltre

riscontrate delle differenze legate alla razza nell’espressione delle isoforme CYP1A1 e CYP1A2,

confermandoi dati precedentementepubblicati e relativi a diverserazzemurine (Casleyet al., 1997).

La N-demetilazionedella benzfetaminae l’idrossilazione del TST in posizione16α rappresentanole

attività cataliticheCYP2B-dipendenti solitamenteutilizzate in uomo e ratto, rispettivamente(Wang et al.,

2006;Ioannides,2006). Perl’ uomoe il bovino è riportatoche, contrariamentea quantovistonel topo,questa
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isoforma risulterebbe solo marginalmente coinvolta nell’idrossilazione del TST (Ioannides, 2006;

Sivapathasundaramet al., 2001); recentemente,peraltro, è statoevidenziatochemicrosomi epatici di vitelli a

carne biancasonoin gradodi produrre, oltre a 6β- e 2β-OH TST, anchequantità rilevabili di 16β-OH TST

(Capolongoet al., 2003). A confermadi quantosoprariportato,è stato ancherinvenutoun incrementopari a

3 volte della produzionedi 16βOH TST in microsomi epatici di vitelloni indotti con PB (Cantiello et al.,

2006),un induttorespecifico del CYP2B10nel topoconsecutivamenteall’ attivazionedel CAR (Pefferet al.,

2007).Nel nostrolavoro, è stato evidenziatochele attività cataliticheCYP2B-dipendentisonochiaramentee

significativamente più elevate nella razza CH. L’immunoelettroforesi invece, effettuata utilizzando un

anticorpopoliclonaleanti-CYP2B1/2 di ratto,comeprecedentemente riportatoin letteraturadaNebbia et al.

(2003) e Sivapathasundaramet al. (2001), ha permessodi otteneredei risultati significativi checoncordano

perfettamenteconil profilo di espressionedel CYP2B6,manonconle attività catalitichemisurate, anchese

è stata riscontrata una buona correlazione tra l’attività 16βOH-T e l’espressione genica del CYP2B6

(specialmentenei vitelloni BA), checonfermerebbei risultati riportati nel topoda Peffer e collaboratori nel

2007.

Considerandoinveceil CYP2C, sonostatiscelti quali substratimarker la tolbutamidee l’aminopirina,

poiché le attività TBT4-OH e APDEM sono già state misurate nel bovino; nello specifico,la TBT4-OH è

ascrivibile nell’uomo all’attività del CYP2C9, mentre APDEM ad un generico coinvolgimento della

sottofamiglia CYP2C(Ioannideset al., 2006; Muto et al., 1997;Sakumaet al., 1995).La razzanon sembra

apparentemente influenzarel’attiv ità catalitica CYP2C-dipendenteed il contenutodi apoproteina, come

ancheconfermato dallacorrelazionetra l’attività cataliticae l’espressione proteica(dati non riportati).

Per l’immunoelettroforesi, è stato scelto un anticorpopoliclonale che riconoscecome una singola banda

diverseisoformedi CYP2C(2C8/9/19di uomoe 2C12di ratto); taleanticorpoè statoutilizzato consuccesso

anchenel topo, ma, anchein questocaso,i dati ottenutidall’immunoelettroforesi non sono risultati essere

ben correlabili con nessunadelle attivi tà CYP2C-dipendenti selezionatedagli autori (Löfgren et al., 2004).

Considerandoinvece l’espressionegenica, nel presente lavoro sono state evidenziatedelle differenze

statisticamente significative tra le razze in tutte le isoforme del CYP2C selezionate, ad eccezione del

CYP2C19.

Perquantoriguardal’ analisidella correlazione,la TBT4-OH è risultataesserecorrelatasignificativamente

con il trascrittoCYP2C19, mentre l’ APDEM conCYP2C8, contrariamentea quantoriportatoin letteratura.

A giustificazionedi questorisultatoperò, occorresottolinearechei substrati modellovengonogeneralmente

classificati in basealla specificità nei confronti di isoforme umaneo di rattoe, sfortunatamente,un substrato

che viene metabolizzatoin modo specifico da una certa isoforma nelle speciedi riferimento può andare

incontroadun diverso destinometabolicoin altre, conunaconseguentevariazione nellaselettività del CYP

(Szotákováet al, 2004). Ad esempio l’ aminopirina in alcuni casiè considerataun substratospecifico per il

CYP2C, in altri un substratomarker generico, perchépuò esseremetabolizzatada diversi CYP, tra cui

CYP2D1(Hanioka et al., 1998), CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2D e CYP3A nel ratto (Hari Kumar and

Kuttan,2006)o CYP2B1 e CYP3A nel topo (Kim et al., 2007); in questocaso, la suabiotrasformazione è
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risultata essere significativamente correlabile con il CYP2C8. Per tutti questi motivi, è necessario

approfondire le conoscenzesul CYP2C,identificare le sequenzebovinedellediverseisoformeappartenenti a

questasottofamigliae chiarire il loro coinvolgimento nel metabolismodei farmaci, attraversol’utilizzo di

vettori di espressioneed ulteriori substrati modello.

Diverse attività CYP2E-dipendenti del ratto sono statemisurate anchenel bovino e tra questesi

includonopNP-OH e Aniline-OH (Ioannides,2006).I risultati riportati in questo lavoro sonodello stesso

ordine di grandezzadi quelli riportati da Nebbiaet al. (2003), e sonoindicativi di differenzenell’attività

catalitica tra le razzeoggetto di studio. Perquantoriguardainvecel’i mmunoelettroforesi, è stata notata una

scarsacross-reattività dell’anticorpoutilizzato, chehaimpedito l’analisi densitometricae, conseguentemente,

la correlazionetra attività catalitica ed espressionedella proteina CYP2E1; d’altra parte, nelle specie

veterinariesonogià stati riportati risultati contrastanti in termini di cross-reattività, numerodi bandeottenute

e concordanzacon le corrispondentiattività catalitiche, a seguitodell’utilizzo di anticorpi anti-CYP2E1di

uomo e ratto (Machala et al., 2003; Nebbiaet al.,; Szotáková et al., 2004; Ioannides,2006).A livello di

mRNA, non sono stateevidenziatedifferenze tra le razze, a causadell’alta variabilità inter-individuale

riscontrata. Degnodi notaè il coefficientedi correlazionecalcolato tra l’espressione genica e l’Aniline -OH

(significativo per BA), che potrebbeindirettamente confermare quest’ultimocomeun substrato specificoper

il CYP2E anche nel bovino; questa isoforma infatti appartienead una delle sottofamiglie maggiormente

conservatee le proteine ortologhe corrispondenti spessodimostrano la stessa specificità di substrato

(Ioannides,2006).

Per quanto riguarda il CYP3A, le attività 6βOH-T e 2βOH-T misuratemediante metodica HPLC

evidenziano differenzestatisticamentesignificativetra le razzeoggetto di studio, a differenzadelle attività

catalitiche ERDEM, ETDEM e TAODEM, misurate spettrofluorimetricamente. Questirisultati contrastanti

sono parzialmentein disaccordocon quelli riportati da Dacastoet al. (2005), in cui invecesi evidenziano

delle differenzetra i vitelloni PM e Limousine(LIM ) perERDEM, ETDEM e 2βOH-T. Considerandoi dati

ottenuti per la PM, l’ unicarazza studiata in entrambi i lavori, si è potuto notarechesolo nel casodi ERDEM

sia il protocolloimpiegato sia i risultati ottenuti fosseromolto simili e paragonabili tra i due studi.Nel caso

invece di ETDEM, 6βOH-T e 2βOH-T sono state evidenziate delle differenze di tipo metodologico a

giustificazionedelle discrepanze ottenute: unadiversaconcentrazionefinaledi etilmorfina (6 mM in questo

lavoro; 1 mM nel precedente); la diversasensibilità dello strumentoimpiegatoper misurarela formaldeide

liberata (lo spettrofluorimetro in questolavoro e lo spettrofotometro nel precedente); la diversatecnica

impiegataper la quantificazionedegli idrossilati del TST (HPLC, più sensibileed accurato,concostruzione

delle curve di calibrazione per 6β- e 2βOH TST in questo lavoro e thin layer chromatography con

valutazione densitometrica semiquantitativa di spots radioattivi senza la preparazione di curve di

calibrazione, nel secondo).

A tal proposito,l’analisi della correlazione tra le attività catalitiche e l’espressione genicadi CYP3A4 ha

evidenziato dei migliori coefficienti di correlazioneper le attività in HPLC, indicandoindirettamenteil TST

comeunsubstratopiù sensibilee specificoperla valutazionedell’espressionedelCYP3Anel bovino.
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L’ immunoelettroforesi, che ha previsto l’ utilizzo dello stessoanticorpo anti-CYP3A1/2 di ratto citato da

Nebbiaet al. (2003),ha fornito risultati contraddittori seconfrontati con quelli dell’attività catalitica (e in

accordo con quantoriportato daDacastoet al., 2005, in cui si evincechela razzaPM pur avendoun’attività

catalitica superiorerispettoalla LIM presentavainvece un contenutodi apoproteina inferiore) ma in linea

invececonquelli dell’espressionegenicadi CYP3A4.

Per gli enzimi di fase II, sono stati scelti i substrati specifici per la famiglia UGT1A utilizzati

nell’uomo (α-naftolo e p-nitrofenolo), chesonogià stati peraltro impiegati nel bovino (Gusson et al, 2006).

Entrambi i substrati vengono maggiormentemetabolizzatinella CH rispetto alle altre razze. Questirisultati

sono in linea con i livelli di espressionedell’UGT1A6 ma contrastanocon quelli ottenuti per UGT1A1.

Inoltre, le attività catalitiche ed i profili di espressionegenica non risultano correlabili. Curiosamente,

l’i soforma UGT2B17, coinvolta nella specie umananella coniugazione degli steroidi (Xu et al., 2004), è

risultata altamenteespressa nella BA, così comesi evidenziaper UGT1A1. Tali risultati possono essere

giustificati dal fatto chemolte isoformedi UGT, chein parteincludonoquellescelteperquestolavoro e per

le quali eranodisponibili le sequenzenellebanchedati, dimostranoun’elevatasovrapposizionedi specificità

di substrati(Nagarand Remmel,2006). A confermadi quantosopradescritto, anchenel topo, la specie

maggiormentestudiata in questoambito ed utilizzata come speciedi riferimento, è stataevidenziata una

carenzadi specificità di anticorpie substratimarker perle UGT (Katohet al., 2005).

Oggigiorno, nei mammiferi sono conosciute setteclassi di GST citosoliche, classificate sulla base

dell’identità di sequenzaaminoacidica/nucleotidica,struttura genica e proprietà immunoreattive;vengono

identificate con le lettere grechealfa, mu, pi greco (GST specifiche) e sigma, teta, zeta e omega (GST

comuni). Considerandola loro nota sovrapposizionedi specificità per i substrati, CDNB è di solito

consideratoun substratogenericopertutte le isoformedi GST, mentre DCNB è riconosciutocomesubstrato

specifico per l’isoforma mu in ratto, topo, uomo e coniglio (Gussonet al., 2006). In questo studio, la BA

presentatra le razzeselezionatela più efficiente capacitàbiotrasformativa,in contrastoconi risultatiottenuti

invece per i diversi CYP e per le UGT; questocomportamento è stato confermato anchea livello pre-

trascrizionaleper tutte e tre le isoforme citosolicheesaminate. Inoltre, è statoevidenziatochel’espressione

genica di GSTM1 è correlata in modo significativo con l’ attività catalitica nei confronti di entrambi i

substratinellaPM. Sulla base delleinformazioni tuttora disponibili,questolavororappresentail primo studio

in cui sonostati valutati i profili di espressionegenicadelle GST nel bovino ed i dati ottenuti sonoanche

indicativi di differenzetra le razze,comeè già statoperaltro dimostratonel ratto(Janget al., 2001).

Nel complesso, i dati ottenuti in questolavoro dimostranocheeffettivamente la razzaè in gradodi

modulare l’espressionedegli enzimi biotrasformativi nel bovino cosiccomenelle specieda laboratorio, già

ampiamentestudiate(Casleyet al.,1997;Löfgren et al., 2004;Janget al., 2001; Saitoet al., 2004; Stott et

al., 2004); tuttavia, i risultati non univoci raccolti suggerisconocheal momentonon è possibilestabili re se

taleeffettointervengaa livello pre-trascrizionaleo post-traduzionaleo addiritturaa livello post-trascrizionale

(fasechenonè stataoggetto del presente lavoro). 
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Comunque, i risultati qui ottenuti rappresentanoun piccolopassoin avantinell’acquisizionedi informazioni

sul DM nellespeciedi interesseveterinarioedassumonoanche unacertaimportanza,visto cherecentemente

è statodimostrato chedifferenzenell’espressionedei DMEs possonoinfluenzare sia la biodisponibilità,sia

l’ef ficacia terapeuticadei farmaci (Sallovitz et al., 2002); tale aspettoè di notevole rilievo soprattutto nel

caso di farmaci somministrati ad animali da reddito, per la potenziale presenza nelle derrate di origine

animaledi residuipericolosi perla salutedel consumatore.

Per molti degli enzimi biotrasformativi considerati,la razzaCH ha comparativamente dimostratodi

essere la razzache presenta la più bassaespressionea livello genicoe proteico, ma, al contrario, la più

elevataattività catalitica,aparità di contenuto di proteinamicrosomiale e citosolica,CYPe GSH.

Una possibilespiegazioneper questo comportamentopotrebbeesserela maggiorefficienzadel ciclo

catalitico nella suddetta razza, un’ipotesigiustificata dall’alta attività catalitica di NADPH-R riscontratain

questostessogruppo; a tal proposito,un simile comportamentoè stato infatti evidenziatoper il CYP3A nel

cavallo (Tydénet al., 2007): questiautorihannodimostratochetessutiin cui l’ espressione genicae proteica

del CYP3A risultavanobassepresentavanouna spiccataattività catalitica CYP3A-dipendenteassociataad

una altrettanto elevataattività della NADPH-R e del citocromob5. Sulla basedelle conoscenzead oggi

acquisite, infatti, è noto che la NADPH-R rappresentauna componente indispensabileper il corretto

funzionamentodel ciclo catalitico del CYP e che alte concentrazioni di quest’ult ima favoriscono l’attiv ità

catalitica, in quantofornisceelettroni al CYP stesso(Nakajimaet al., 2002;SchenkmanandJansson,2003;

Wu et al., 2005); inoltre, è noto ancheche il citocromo b5 può aumentarel’attiv ità catalitica del CYP

facilitandoil trasferimentodi elettroni al ciclo catalitico eda maggiorragionepuò velocizzarneil turnover,

senzanecessariamente essere coinvolto nel trasferimentodegli elettroni(Nakajimaet al., 2002; Schenkman

andJansson,2003;Yamazaki et al., 1996).

Un’altra possibile spiegazione può esseredata dalla presenzadi effetti post-traduzionali, come la

fosforilazione delle proteine, dimostrata esserein grado di modularel’attività del CYP, nonchéla sua

specificità nei confronti di substrati modello (Oesch-Bartlomowicz and Oesch,2005).Questi autori infatti

hannoevidenziatocheil CYP2Bedil CYP2Epossonoesserefosforilati dalla proteinchinasiA (PKA) e che

questareazionedipendedalla presenzadi residui fosforilabili di serina, localizzati nella sequenzadel CYP

riconosciuta dalla PKA stessa. La presenzadi polimorfismi nella sequenza proteica del CYP può

indirettamenteinfluenzarel’attivi tà della PKA: infatti, senel wild-type la sequenza riconosciutadalla PKA

non è disponibile,quest’ultima effettueràla fosforilazionein unaltro sitodel CYP o in un’altramolecolache

interviene nel ciclo, determinandocosì o una variazione in termini quantitativi della stessarisposta

(maggioreo minoreattivi tà rispettoal wild-type) o unadiversaspecificità di substrato.

Inoltre, in letteraturaè riportato chei CYP possonoessereregolati,oltre cheda fattori di trascrizione,

anchedaeffetti post-trascrizionali.Recentemente, Tsuchiyaet al. (2006)hannodescrittoper la prima volta

che i microRNA modulano anche l’ azione dei DMEs, come per esempio il CYP1B1: alti livelli di

espressionedella proteina CYP1B1 in tessuti tumorali infatti possonoesseredovuti ad un’inibizione
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dell’espressionedi un particolare microRNA, denominato miR-27b.Tuttavia, al momentoattualenon sono

ancorastatiidentificati i geni target dei singoli microRNA.

Infine, l’ip otetica presenza di polimorfismi genetici(SNPs)nelle sequenzedei DMEs non dovrebbe

essereesclusaa priori; recentementeinfatti un incrementodell’attività metabolicariscontratanella razzaCH

rispetto alla GermanHolstein è stata attribuita alla presenzadi SNPs in alcuni geni funzionali epatici ed

intestinali (Schwerin et al., 2006).E’ stato ancheampiamentedocumentato in umanachedifferenze tra le

razze, imputabili alla presenza di polimorfismi genetici, sono la causa di un diverso pattern di

biotrasformazioneneiconfronti dellostessosubstrato(Ingelman-Sundberg,2002).

A questo proposito,in futuro nel nostro laboratorio verrannocondotti degli studiatti a sequenziare i maggiori

DMEs nelle tre razze oggetto di studio, nonchégli enzimi coinvolti nel ciclo catalitico (per esempio

NADPH-R) per identificareeventuali polimorfismi genetici, potenziale causadellediscrepanzeosservatetra

l’attività cataliticae l’espressionegenica.
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ESPRESSIONE DEGLI ENZIMI BIOTRASFORMATIVI

E DI ALCUNI FATTORI DI TRASCRIZIONE

NEL FEGATO DI BOVINI TRATTATI A SCOPO ILLECITO

CON DESAMETAZONE E 17Β-ESTRADIOLO
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5.1. MATERIALI E METODI

Campioni biologici

I campioni biologici utilizzati in questoesperimento sono stati raccolti nel corso di due diverseprove

sperimentali.

La primasperimentazione, denominata“DEX”, è statacondottasu24 vitelloni maschi di razza Marchigiana.

All’arrivo presso l’Az iendaAgricola “Caron” di Brugine(PD), Stabilimentoutilizzatoredell’IZS delle Tre

Venezie, gli animali avevano un’età di 14-16 mesi e pesavano circa 500 kg. Per tutta la durata della

sperimentazione (63 giorni) gli animali sono stati alimentati con unifeed ad libitum. Inoltre l’accesso

all’acquadi abbeverataera liberoedogni box eraprovvisto di due bacinellea pressione.

I vitelloni sonostati pesati,suddivisi in 3 gruppi sperimentali e dopo 9 giorni di accasamentosonostati

sottopostiai seguentitrattamenti:

� Gruppo TPD (n = 9): trattati quotidianamenteper os per 54 giorni con 0.75 mg/capo/giornodi

desametazone21 fosfato sodico (DEX: Desashock® , Fort DodgeAnimal Health, USA);

� GruppoBPD (n = 6): a questisoggetti sonostati somministrati per 2 volte per via intramuscolare (IM) a

distanza di 21gg, 1.32g/capodi DEX;

� GruppoKPD (n = 9): controllo(nessuntrattamento).

Il Desashock® era somministratoper os con apposite cialde. In ogni cialda veniva postodello zucchero

comune e poi, con l’uso di una micropipetta Eppendorf® (Germania) veniva aggiunto il volume

corrispondentea 0.75mgdi DEX. La cialdaveniva poi somministrataadogni animalemediantesparaboli.

Gli animali sono stati macellati pressoil macello Montellianadi Vi llaverla(VI) 2 giorni dopo la fine del

trattamentoper os e16giorni dopol’ultimo trattamentoIM.

La secondasperimentazione, definita “DEX+E2”, invece è stata condottasu 18 vitelloni maschi, nati da

incroci tra razzefrancesidacarne e stabulati pressola stessaaziendaagricolaperunaduratadi 6 settimane.

I vitelloni di 15-18 mesidi etàe di peso compresotra 392 e 542 kg, sonostati divisi in 3 gruppi, ciascuno

comprendente6 animali, e poi collocati in box multipli (comprendenticiascuno 3 bovini) provvisti di

pavimentazioneconlettierapermanente.La suddivisioneè avvenutasulla basedel pesoiniziale degli animali

in modotaledaottenere la maggior omogeneità possibile tra i diversigruppie all’interno di ciascunbox.

Gli animalisonostaticosìsuddivisi:

� Dde (n = 6): trattati quotidianamenteper os per 43 giorni con 0.75mg/capo/giorno di DEX disciolto in

0.5 L/capodi acquaed irrorato omogeneamentesulla superficie dell’unifeed immediatamentedopo la

distribuzionedi quest’ultimo;

� DEde (n = 6): trattati con DEX per os secondolo stessodosaggio indicato per il gruppo Dde e con

estradiolo benzoato(E2, Estradiolo AMSA®) per via IM, alla dosedi 20 mg/capodi principio attivo per3

volte, rispettivamente il 1°, 15°e 30°giornodall’inizio dellasperimentazione;
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� Kde(n = 6): controllo (nessuntrattamento);si è procedutocomunqueadirrorarela superficiedell’ unifeed

con0.5L/capodi acqua pura.

La dieta degli animali era costituita da unifeed (silomais, farina di mais, polpe di bietola, crusca,soia,

melassoe paglia)somministrato in modorazionato(13.6kg/capo/giornotal quale) e l’accessoall’acquaera

libero (dueabbeveratoi perbox).

Gli animali sono statimacellati pressoil macello comunale“Longhin” di Piovedi Sacco(PD) il giornodopo

la fine del trattamentoper os e 14giorni dopol’ultimo trattamentoIM.

In sededi macellazionedegli animali di entrambele sperimentazioni,è statorimossoil lobocaudatoepatico,

da cui sono state prelevate in sterilità delle aliquote di circa 100 mg per l’ estrazione del mRNA, poste

immediatamentein tubi contenentiRNAlater® epoi stoccatea -80°Cfino all’utilizzo.

Estrazione RNA totale da campioni di fegato

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina106.

Le unichemodificheapportatesonostatele seguenti:

- poiché i campioni di fegato eranostati precedentemente stoccatia -80°C in presenza di

RNAlater®, al momentodell’estrazionedell’RNA, sonostati scongelati in ghiaccio, posti in

microtubi LysingMatrix D raffreddati in ghiaccioe poi subitoprocessati;

- sono stati effettuati due lavaggi successiviin etanolo 70-75% per rimuoverei residui di

RNAlater®

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto:

Elettroforesi su gel di agarosio all’1% e lettura al NanoDrop

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina107.

Trascrizione inversa (RT)

E’ statoseguitolo stessoprotocollo riportatoapagina109.
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Selezione geni target

Nella Tabella5.1.1, sono riportati i geniche sulla basedella ricercabibliograficasonorisultati coinvolti nel

metabolismo ossidativo e coniugativo dellemolecoleoggettodi analisi, nonchénella regolazionedegli stessi

enzimi e chepertantosonostate scelti perle successiveanalisi.

Gene target Nome ID GenBank
CYP1A1 Citocromo P4501A1 XM_588298
CYP1A2 Citocromo P4501A2 XM_591450
CYP2B6 Citocromo P4502B6 NM_001075173
CYP2C9 Citocromo P4502C9 XM_612374
CYP2E1 CitocromoP4502E1 NM_174530
CYP3A4 Citocromo P4503A4 NM_174531
UGT1A1 UDPglucuronosil-transferasi1A1 DQ115935
UGT2B17 UDPglucuronosil -transferasi2B17 NM_001075724
GSTA1 Glutatione-S-transferasiA1 NM_001078149
GSTP1 Glutatione-S-transferasi P1 NM_177516

SULT1A1 Sulfotransferasi1A1 NM_177521
CAR Costitutive androstan receptor NM_001079768
PXR Pregnan X receptor XM_582516

RXRα Retinoid X receptor isoformaα XM_881943
HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4α NM_001015557

GR Recettoreglucocorticoidi ENSBTAT00000025941
ERα Recettoreestrogeniisoformaα ENSBTAT00000009422

Tabella5.1.1: Lista dei geni bovini selezionatiper il saggiodi Real Time PCR.

Scelta dei primers

Nellaprogettazionedei primers sono state seguitele stesseindicazioniriportateapagina111.

Real Time PCR (Q RT-PCR)

E’ stato seguitolo stessoprotocollo riportatoa pagina 112. In aggiuntarispettoal precedente esperimento

sulle razzebovine, sonostati messia puntoi saggirelativi ai geniCAR, PXR, RXRα, HNF4α, GRed ERα.. 

 

Analisi dei dati ed analisi statistica

I dati ottenutidalla Q RT-PCR sonoespressicomemedia ± DS(Allegato2).

Inizialmente, i dati di espressionegenicaottenuti dalla quantificazionerelativa, sonostati oggettodi analisi

per l’identificazionedegli outliers mediante l’utilizzo del teststatistico di Grubbs,chiamatoanchemetodo

extreme studentized deviate.

Successivamente, l’ analisistatistica per evidenziaredifferenzetra i gruppi di controllo e quelli sottoposti a

trattamento,è stataeseguita dal programmaGraphPadInstat2.01(SanDiego,CA, USA), utilizzandoil test

statistico ANOVA (one-way Analysis of Variance). In casodi variazioni significative è stato eseguito il post-

test di Tukey (Tukey-Kramer multiple comparisons test). Eventuali differenze tra i gruppi sono state

consideratesignificative solo pervalori di p<0.05.
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5.2. RISULTATI

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto

La qualità dell’RNA estrattoè statavalutata pertutti i campioni medianteelettroforesisugel di agarosio 1%:

sono state confermatel’assenza di contaminazioneda parte del DNA genomico e l’accettabile integrità

dell’estratto. Nella tabella 5.2.1vengonoriportati i dati di concentrazionee di purezza degli estrattidi tutti i

campioni ed in figura 5.2.1 invecealcuni esempidi spettro di assorbimentoottenuti durante la lettura al

NanoDrop.

Esperimento Gruppo Campione Concentrazione RNA (µg/µL) Abs 260/280 Abs 260/230
K1 1.46 2.05 2.03
K2 0.41 2.05 2.10
K3 0.77 2.07 1.91
K4 0.64 2.03 2.03
K5 0.41 2.06 2.11
K6 0.22 2.09 1.41
K7 0.87 2.08 1.92
K8 0.96 2.07 1.89

KPD

K9 1.31 2.08 2.12
T10 0.75 2.06 2.04
T11 1.48 2.08 1.99
T12 0.59 2.02 2.11
T13 0.99 2.08 2.04
T14 1.33 2.07 2.15
T15 0.82 2.07 2.21
T16 1.05 2.07 2.08
T17 1.29 2.08 2.15

TPD

T18 0.49 2.02 2.16
B19 0.30 1.93 2.02
B20 0.60 2.03 2.12
B21 1.59 2.08 2.16
B22 0.71 2.07 2.18
B23 1.11 2.07 2.12

Trattamento
con solo

DEX

BPD

B24 1.55 2.08 2.12
K7 0.20 2.06 1.26
K8 0.85 2.08 2.09
K9 0.42 2.06 1.76
K10 2.07 2.06 2.11
K11 0.26 1.90 1.17

Kde

K12 4.58 2.06 1.67
D1 0.40 2.07 2.03
D2 0.95 2.09 2.00
D3 0.95 2.08 2.13
D4 0.60 2.09 2.11
D5 0.58 2.08 2.14

Dde

D6 0.79 2.08 2.16
DE13 0.57 2.03 2.10
DE14 0.57 2.04 2.06
DE15 0.43 1.99 1.32
DE16 0.21 2.02 1.28
DE17 0.62 2.07 2.13

Trattamento
con

DEX + E2

DEde

DE18 0.59 2.08 2.13
Tabella 5.2.1: concentrazione e purezzadei campioni di RNA estratti a partiredai campionidi fegatoappartenentiai
vitelloni oggetto di studionelle duetesi sperimentali. Vengonoriportati i dati di concentrazionein µg/µL ed i rapporti
tra i valori di assorbanza a 260, 280 e 230 nm. Per tutti i campioni, sono stati processati circa 60-70 mg di tessutoe
l’RNA estratto è statorisospeso in 50-100µL di acqua.
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A

B

C

Figura 5.2.1: grafici di assorbanza ottenuti dall’ analisi degli estratti K8, T10 e B21 appartementi alla prima tesi
sperimentale(A, B, C, rispettivamente)conil NanoDrop;si noti il piccodi assorbimentodegli acidi nucleicia 260nm.



Effettodei trattamentiilleciti in vitelloni

172

D

E

F

Figura 5.2.1: grafici di assorbanzaottenuti dall’ analisi degli estratti K9, D2 e DE14 appartementi alla seconda tesi
sperimentale(D, E, F, rispettivamente)conil NanoDrop;si noti il piccodi assorbimentodegli acidi nucleici a 260 nm.
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Disegno dei primers

Peri geni target diversi rispettoal precedenteesperimento è stataeffettuatal’analisi bioinformaticaal fine di

raccoglierele informazioni necessarie per il disegno dei primers, comedescritto nella sezione Materiali e

Metodi. Sonostate quindi disegnatecoppiedi oligonucleotidi,secondoi criteri riportati in precedenza. Nella

tabella 5.2.2 vengono riportate le sequenze dei primers ottenuti, con le loro specifiche. Le sequenzedei

primers per i geni contrassegnatida un asteriscosono state gentilmente concesseda Cantiello (dati

personali). Per tutti i geni individuati come target, la verifica della corrispondenzadelle sequenzedei

primers e dell’amplificatocon il genebovinooggettodi studio (medianteBlastn), hadatoesitopositivo.

Gene Sequenza primers 5’ � 3’
Lunghezza

Primer
(bp)

Tm
(°C)

%
GC

Lunghezza
amplicone

(bp)
SULT1A1 F : CACGGCTCCTCAAGACACACT

R : GGGCGATGTAGATCACCTTG
21
20

59
60

57
55

84

CAR* F : GAAGGACATGATCCTATCGACAGA
R : CGTCGCTGGGCCTGTCT

24
17

60
58

46
71

63

PXR* F : TGAAGGCCTACATCGAGTTCAAC
R : GGCCATGATCTTCAGGAACAA

23
21

60
60

48
48

68

RXRα* F : GCCTCAATGGTGTCCTCAAAG
R : AGCTGTACACCCCGTAGTGCTT

21
22

60
60

52
52

120

HNF4α F : CGACAACGAGTACGCCTGC
R : CCCCTTGGCATCTGGGTC

19
18

59
60

63
67

58

GR F : AGCAGTGGAAGGACAGCACAA
R:TTCTTCGAATTTTATCAATGATACA ATCAT

21
30

59
59

52
23

71

ERα F : CGGCTACGCAAGTGCTATGA
R : TTTCCGTATTCCGCCTTTCA

20
20

59
59

55
45

51

Tabella5.2.2: Primers peril saggio in Q RT-PCRdei geni target. Per ciascunprimer forward (F) e reverse (R) vengono
riportate la sequenza, la lunghezza (bp), la temperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonché la lunghezza
dell’ampliconeatteso(bp).
*Cantiello (dati personali)
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Messa a punto dei saggi in Q RT-PCR

Per verificare la funzionalità delle varie coppie di primers indicate sopra e per determinarnela

concentrazione ottimale d’uso, è stata effettuata la messaa punto impiegandocometemplatoun pool di

cDNA di fegatodi bovino, comeriportatonell’esperimentoprecedente.

L’ amplificazione è avvenutaconsuccessoin tutti i geni e, mediantel’ analisidelle curve di dissociazione,è

stataverificatal’assenzadi sintesi di dimeri di primers, nonchél’amplificazionedi un solo ampliconedella

temperaturadi melting attesa.

E’ stataquindi valutata l’effic ienza di amplificazioneallestendo curve degli standardper ciascungene,

utili zzandocinquediversediluizioni seriali (rapporto1:10)dellostessopool di cDNA.

In tabella 5.2.3sonoriportati i risultati dellecurvestandarddei geni inclusi nello studioe messia punto per

questoesperimento; la linearità viene mantenutain un range dinamicocompreso complessivamentetra 7 e

10 cicli (più bassoperGR).

Gene Combinazione
primers (F/R)

Slope R2 Efficienza

SULT1A1 900/300 -3.27 0.99 102.2
CAR* 300/300 -3.18 0.99 106.3
PXR* 300/300 -3.10 0.99 110.2
RXRα* 300/300 -3.14 0.99 108.2
HNF4α 900/300 -3.29 0.99 101.3
GR 900/900 -3.53 0.99 92.0
ERα 900/300 -3.30 0.99 100.9
Tabella 5.2.3: Condizionidi messaa punto dei saggiin Q RT-PCRdei geni target: combinazione dei primers e curve
standard.Vengonoriportate le concentrazionidei primers F e R risultate esserele più performanti (miglior efficienzadi
amplificazione) ed i parametri delle curvestandard (slope, cioè il coeff iciente angolaredella retta e R2, cioè l’indice di
regressionelineare)con il relativo calcolo dell’effi cienzadi reazione.
*Cantiello (dati personali)

Scelta gene reference

In accordoa quantoriportatonell’esperimentoprecedentein questostessoparagrafo, è statoutilizzatoquale

gene reference la beta-actina (ACTB). Qui di seguito (figura5.2.2) vengonoriportati degli esempidi curve

di validazione in cui nello stessografico vengono presentateper alcuni geni le curve degli standard

rispettivamentedel gene target e del gene housekeeping utilizzatocomeriferimento.Si puònotare,anche in

questocaso,chele curve sonopressochéparallele.
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Curve standard ACTB vs ERa
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Figura 5.2.2: Grafici delle curvestandarddei geni target (A) CYP2E1,(B) SULT1A1, (C) ERα confrontateconquella
del geneACTB, selezionatocomereference. In ordinata sonoriportati i valori dei Ct mediperogni triplicato,mentrein
ascissa la concentrazione dello standard di cDNA in scala logaritmica. A lato di ciascungrafico sono riportate le
equazioni delle curve, le quali evidenziano che l’ inclinazione è simile e pertanto le rettesono pressoché parallele.
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Effetti del trattamento con DEX

La quantificazionerelativa dei campioni è stata eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e

Schmittgen:i dati che si ottengonovengono espressiin unità arbitrarie come fold-change rispetto al

controllo,percui è statoassuntoun valoremediopari a 1. Nella tabella5.2.3vengonoriportati i dati medidi

quantificazionerelativa di ciascungruppoappartenentealla prima tesi sperimentale(trattamentocon DEX,

per os e IM). I dati dei campioni di fegatoin singoloinvecevengonoriportati nell’allegato2.

Fold-change (U.A.)

media ± SEMGene

KPD TPD BPD

CYP1A1 1.000± 0.117 0.978± 0.146 0.898± 0.016

CYP1A2 1.000± 0.074 1.020± 0.097 0.868± 0.126

CYP2B6 1.000± 0.356a,b 0.172± 0.082 0.117± 0.049

CYP2C9 1.000± 0.089 1.163± 0.192 1.306± 0.665

CYP2E1 1.000± 0.191aaa,b 0.031± 0.009 0.356± 0.158

CYP3A4 1.000± 0.136 0.818± 0.116 0.771± 0.090

UGT2B17 1.000± 0.062 1.057± 0.129 1.079± 0.086

GSTA1 1.000± 0.105bb 1.650± 0.248 2.449± 0.675

SULT1A1 1.000± 0.112a 1.550± 0.156 1.145± 0.230

CAR 1.000± 0.092a 1.442± 0.205c 0.943± 0.135

PXR 1.000± 0.159 1.016± 0.111 0.765 ± 0.076

RXRα 1.000± 0.069a 1.369± 0.143c 0.878± 0.094

HNF4α 1.000± 0.059 0.891± 0.120 0.905± 0.201

GR 1.000± 0.113 1.024± 0.055 0.871± 0.056

Tabella 5.2.3: RisultatiQ RT-PCResperimento “DEX” espressi comefold-change in unità arbitrarie(U.A.) rispetto al
gruppo di controllo. Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
a = KPD vsTPD; a: p<0.05,aaa:p<0.001
b = KPD vsBPD; b: p<0.05, bb: p<0.01
c = TPD vsBPD; c: p<0.05
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Comesi può evincere dallatabellaprimariportata,tra gli enzimidi faseI presiin considerazione (CYP1A1,

CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1 e CYP3A4), solo le isoforme CYP2B6 e CYP2E1 sono state

influenzate dal trattamentocon DEX. Infatti, mentreil CYP2C9ed il CYP3A4 mostranovariazioni (trend

all’induzione ed all’i nibizione, rispettivamente)che non raggiungonola significatività il CYP2B6, la cui

espressione a livello epatico è caratterizzata da un’elevata variabilità interindividuale, è risultato

significativamenteinibito dal trattamentoconDEX, tantonel gruppotrattatoper via orale,quantoin quello

trattato per via IM (p<0.05 rispetto al gruppo di controllo). Anche per il CYP2E1 è stata riscontrata

un’inibizione, ma l’ effetto ottenutosomministrandola molecolaper via orale è statopiù rilevanterispettoa

quello evidenziatoper via IM (p<0.001 e p<0.05, rispettivamente). Nelle figure 5.2.3 e 5.2.4 vengono

riportati i grafici chedimostrano i risultati sopra citati.
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Figura 5.2.3: Espressionedel CYP2B6 rispetto al gruppodi controllo (KPD; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattaticon
DEX somministrato per os (TPD) o pervia intramuscolare (BPD). Dati espressi comevalore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = KPD vs TPD, a: p<0.05;b = KPD vsBPD, b: p<0.05
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Figura 5.2.4: Espressionedel CYP2E1rispetto al gruppodi controllo (KPD; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somministrato per os (TPD) o pervia intramuscolare (BPD). Dati espressi comevalore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = KPD vs TPD, aaa: p<0.001; b = KPD vs BPD, b: p<0.05
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Perquanto riguardainvecegli enzimi di faseII considerati (UGT2B17,GSTA1 e SULT1A1), in particolare

gli enzimi coniugativi GSTA1 e SULT1A1 sonostati indotti dal trattamentocon DEX, mentrel’enzima

UGT2B17 non è stato modulato dal trattamento. Per quantoriguardala GSTA1, è stato evidenziatoun

progressivoaumentodell’espressionedi questoenzimasecondol’ordine KPD>TPD>BPD, ma la significatività

rispettoal controllo èstataraggiuntasolonel gruppoBPD (p<0.01).

La SULT1A1 invece,è risultata indotta significativamentesolonel gruppotrattatopervia orale (p<0.05). 

Nelle figure5.2.5e 5.2.6vengonoriportati i grafici relativi.
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Figura 5.2.5: Espressionedi GSTA1 rispetto al gruppodi controllo (KPD; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somministrato per os (TPD) o pervia intramuscolare (BPD).Dati espressi comevaloremedio± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = KPD vsBPD, bb: p<0.01
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Figura 5.2.6: Espressionedi SULT1A1 rispetto al gruppodi controllo (KPD; media = 1) nel fegato di vitelloni trattati
conDEX somministrato per os (TPD) o per via intramuscolare (BPD). Dati espressi comevaloremedio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = KPD vs TPD, a: p<0.05
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Infine, tra i recettorinucleari selezionatiper il loro coinvolgimentonella regolazionedell’espressione degli

enzimi di faseI e II, solo i geni CAR ed RXRα sono stati influenzatidal trattamento ed hannopalesatoil

medesimocomportamento:sonostati indotti in maniera significativadal trattamentoconDEX somministrato

per os (p<0.05KPD vs TPD e BPD vs TPD, rispettivamente).I risultati corrispondentisono riportati nelle figure

5.2.7e 5.2.8. 

Gli altri recettori considerati, PXR, HNF4α e GRinvecenonhannosubito dellevariazioni di rilievo.
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Figura 5.2.7: Espressionedi CAR rispettoal gruppo di controllo (KPD; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somministrato per os (TPD) o pervia intramuscolare (BPD). Dati espressi comevalore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = KPD vs TPD, a: p<0.05;c = TPD vsBPD, c: p<0.05
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Figura 5.2.8: Espressionedi RXRα rispetto al gruppo di controllo (KPD; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somministrato per os (TPD) o pervia intramuscolare (BPD). Dati espressi comevalore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = KPD vs TPD, a: p<0.05;c = TPD vsBPD, c: p<0.05
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Effetti del trattamento con l’associazione DEX ed E2

I dati qui di seguito riportati (tabella5.2.3) sonorelativi adunatesisperimentalechedifferiscein partedalla

precedente. Infatti, in questasperimentazionesi è voluto riproporre il trattamentoconDEX secondolo stesso

dosaggio impiegatoper os, ma è stato aggiunto il trattamentocon l’associazione DEX per os (stesso

dosaggio) ed E2 (somministratopervia IM ogni 15 gg). Vengonodi seguito riportati i dati medi relativi alla

quantificazionerelativa dei campionidi fegato, espressi come fold-change rispettoal gruppodi controllo

(valoremediopari a1). I dati di espressionedei singoli vitelloni invecevengonoriportati nell’allegato2.

Fold-change (U.A.)

media ± SEMGene

Kde Dde DEde

CYP1A1 1.000± 0.095 0.872± 0.063c 1.263± 0.117

CYP1A2 1.000± 0.136 0.630± 0.033c 1.066± 0.109

CYP2B6 1.000± 0.194aaa,b 0.027± 0.004 0.605± 0.333

CYP2C9 1.000± 0.133 1.382± 0.083 1.195± 0.233

CYP2E1 1.000± 0.286a,b 0.102± 0.050 0.345± 0.172

CYP3A4 1.000± 0.121bb 1.486± 0.104 1.652± 0.170

UGT1A1 1.000± 0.109 1.080± 0.062 1.021± 0.153

UGT2B17 1.000± 0.075 1.012± 0.073 0.922± 0.096

GSTA1 1.000 ± 0.130b 1.468± 0.123 1.975± 0.342

GSTP1 1.000± 0.155 0.972± 0.155 1.270± 0.215

SULT1A1 1.000 ± 0.060b 1.285± 0.065 1.456± 0.147

CAR 1.000± 0.140 0.824± 0.073c 1.264± 0.148

PXR 1.000± 0.101 1.113± 0.102 1.264± 0.182

RXRα 1.000 ± 0.150b 1.410± 0.091 1.514± 0.102

HNF4α 1.000± 0.130 1.149± 0.101 1.180± 0.153

GR 1.000± 0.059 0.840± 0.047c 1.197± 0.120

ERα 1.000 ± 0.103b 0.873± 0.150cc 1.659± 0.161

Tabella 5.2.3: Risultati Q RT-PCR esperimento “DEX+E2” espressi comefold-change in unitàarbitrarie(U.A.) rispetto
al gruppodi controllo. Anali si statistica:ANOVA + post testdi Tukey
a = Kde vsDde; a: p<0.05,aaa: p<0.001
b = Kde vsDEde; b: p<0.05, bb: p<0.01
c = Dde vsDEde; c: p<0.05,cc: p<0.01

Come si può notaredalle figure 5.2.9, 5.2.10,5.2.11,5.2.12e 5.2.13, tutti gli enzimi di faseI sonostati

influenzati dal trattamento, ad esclusione del CYP2C9, cheha mostratodelle variazioni non statisticamente

significative.

In particolare, il CYP2B6 ed il CYP2E1,a confermadei dati ottenutinel primo esperimento,risultanoinibiti

dal trattamentocon solo DEX (p<0.001e p<0.05, Kde vs Dde, per CYP2B6 e CYP2E1, rispettivamente);
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risentonoperò anche del trattamento con l’associazione,anchese l’ effetto di “down-regulation” è meno

evidente(p<0.05,Kde vs Dde in entrambi i casi).

Nelle due isoforme appartenenti alla stessasottofamiglia CYP1A (CYP1A1 e CYP1A2) il gruppo DEde

presentaun’abbondanzarelativa superiorerispetto a quella del gruppo Dde (p<0.05, Dde vs DEde); la

variazionetuttavianonèsignificativa nei confronti delgruppodi controllo.

Il CYP3A4 invece, l’isoforma maggiormentecoinvolta nel metabolismo ossidativo degli steroidi, viene

indottapassandodal gruppo di controllo al gruppoDde e DEde (Kde>Dde>DEde), raggiungendoperò il li vello

minimo di significatività solo nel gruppotrattatoconle duemolecole(p<0.01,Kde vs DEde). Questorisultato

contraddicequantoevidenziato nel primo esperimento:a paritàinfatti di trattamentoper os nel primo casosi

è riscontrataun’inibizionee nelsecondoun’induzione,anchesenonstatisticamentesignificative. 
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Figura 5.2.9: Espressionedel CYP1A1 rispetto al gruppodi controllo (Kde; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; c = Dde vs DEde, c: p<0.05
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Figura 5.2.10: Espressionedel CYP1A2 rispetto al gruppo di controllo (Kde; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX da solo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; c = Dde vs DEde, c: p<0.05
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Figura 5.2.11: Espressionedel CYP2B6 rispetto al gruppodi controllo (Kde; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX da solo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = Kde vs Dde, aaa: p<0.001; b = Kde vs DEde, b: p<0.05
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Figura 5.2.12: Espressionedel CYP2E1rispetto al gruppodi controllo (Kde; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX da solo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; a = Kde vs Dde, a: p<0.05; b = Kde vsDEde, b: p<0.05
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Figura 5.2.13: Espressionedel CYP3A4 rispetto al gruppo di controllo (Kde; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX da solo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kde vs DEde, bb: p<0.01
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Per quantoriguardagli enzimi di faseII sonostati valutati, oltre ai geni UGT2B17,GSTA1 e SULTA1,

anchei trascritti UGT1A1 e GSTP1,essendoquesti coinvolti nella coniugazionedegli estrogeninell’uomo.

Comegià evidenziatonel primo esperimento,l’ espressionedi UGT2B17 non vienealteratadal trattamento

farmacologico; lo stessorisultatoè statoottenutoancheperUGT1A1 e GSTP1,sebbeneil secondotrascritto

evidenzi unablandainduzionenel gruppo DEde.

La GSTA1 nel grupposottopostoa trattamentoconDEX per os vieneindottadi un fattore pari a 1.5 volte,

comenell’esperimentoprecedente;l’ induzioneperòrisulta statisticamentesignificativasolonel gruppo DEde

(p<0.05,Kde vs DEde), dovemostraun contenutodi trascritto pari a 2 volte quello del gruppodi controllo.

Anche SULT1A1 si comporta allo stessomodo: si evidenzia un trend all’induzione, statisticamente

significativo solo nel gruppo DEde rispetto a Kde (p<0.05,Kde vs DEde). Questi risultati vengonopresentati

nelle figure5.2.14e5.2.15.
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Figura 5.2.14: Espressionedi GSTA1rispetto al gruppodi controllo (Kde; media = 1) nel fegato di vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kde vs DEde, b: p<0.05
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Figura 5.2.15: Espressionedi SULT1A1 rispetto al gruppodi controllo (Kde; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX da solo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kde vs DEde, b: p<0.05
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Perquantoriguardainvecei fattori di trascrizionePXR e HNF4α nonsonostati influenzatidal trattamento.

In analogiainvececonil primo esperimento, CAR e RXRα sonostatimodulatidall’associazione. Questidue

trascritti infatti risultano indotti nel gruppo DEde; però, mentre l’espressione di CAR è statisticamente

significativa rispettoa Dde, quella di RXRα lo è rispetto al controllo(p<0.05in entrambi i casi: vedi le figure

5.2.16e 5.2.17).
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Figura 5.2.16: Espressionedi CAR rispetto al gruppo di controllo (Kde; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; c = Dde vs DEde, c: p<0.05
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Figura 5.2.17: Espressionedi RXRα rispetto al gruppo di controllo (Kde; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kde vs DEde, b: p<0.05
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Infine, ancheil recettoreper i glucocorticoidi (GR) ed il recettoreper gli estrogeni (ERα) vengonoindotti

dalla somministrazionedell’associazionedeiduecomposti.

InaspettatamenteGR nonvienemodulatodalla somministrazionedel sologlucocorticoide di sintesi,mentre

lo è nel gruppoDEde (p<0.05,Dde vs DEde: vedi figura5.2.18).

CircaERα invece,comeci si aspettava,si è osservataunamaggiore espressionenel gruppoDEde (p<0.05Kde

vs DEde, p<0.01Dde vs DEde: vedi figura5.2.19).
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Figura 5.2.18: Espressionedi GR rispetto al gruppodi controllo (Kde; media= 1) nel fegato di vitelloni trattati con DEX
dasolo (Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi comevalore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + post testdi Tukey; c = Dde vs DEde, c: p<0.05
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Figura 5.2.19: Espressionedi ERα rispetto al gruppo di controllo (Kde; media = 1) nel fegato di vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dde) o in associazionea E2 (DEde). Dati espressi come valore medio ± SEM
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kde vs Dde, b: p<0.05;c = Dde vsDEde, cc: p<0.01
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5.3. DISCUSSIONE

Nel settore dell’allevamento del bovino da carneè comunel’im piego,a scopoillecito, di sostanzeatte al

miglioramento delle prestazioni produttive degli animali. Questesostanze,eterogeneeper caratteristiche

chimiche e meccanismodi azione, vengono utilizzate allo scopo di incrementare il peso dell’animale

riducendogli indici di conversionee stimolare l’anabolismo proteico e la lipolisi rispettando così le attuali

richiestedi mercato di carne magra.Frale classidi molecole maggiormenteimpiegatesi annoverano steroidi

sessuali,beta-agonisti e soprattutto, corticosteroidi(Nebbia et al., 2005).Benchéin Italia viga il divieto di

impiegodi tali sostanzecome promotori della crescita (PdC: D.L.vo 336 del 4 agosto1999),e benchédati

uffici ali relativi ai controlli analitici effettuati nel nostroPaeseindichino positività inferiori allo 0.5%per i

più noti PdC, le informazioniraccoltein campo,indagini istologicheeseguite suorgani bersaglioe le analisi

effettuate su preparazioni sequestrate in allevamento lasciano presupporre che i trattamenti ill eciti,

rappresentino tuttoraungrossoproblema (Nebbia,2005).

I controlli analitici adottati a livello comunitario purtroppopossonorisultare inutili nel casodi impiegodi

nuovemolecoledi sintesi (attive anchea dosi inferiori rispetto a quelledi analoghi composti naturali) o di

somministrazionedi cocktails di PdCin cui l’effetto voluto si ottienecon concentrazioniinferiori a quelle

utili zzateconPdCsomministrati singolarmente(Gardini et al., 2006).Perquesti motivi, si rendenecessaria

la messaa punto, la validazione e l’impiego di nuovi metodi di screening più sensibili e specifici, da

affiancarsi a quelli già previsti per legge (Nebbia,2005).Tra questi si possonoannoverarequei biomarcatori

molecolari,ottenibili ricorrendoall’utilizzo di tecnichequali la metabolomica, la proteomicae la genomica.

L’ alterazionedell’espressionegenica,riconducibile alla somministrazione di sostanzeesogene,rappresenta

un parametrosensibilee specifico, particolarmenteimportante in quantopuòessere utilizzatoanchea scopi

predittivi (Waringe Halbert, 2002). 

Nel presentelavoro pertantoè stataapplicata la metodicadellaQ RT-PCR in campioni di mRNA di fegato

appartenenti a bovini da carnetrattati a scopoillecito secondoprotocolli desunti dal campo. I potenzialigeni

candidati sonostatisceltisulla basedi unaricercabibliograficaattaall’individuazionedegli enzimi coinvolti

nel metabolismobiotrasformativo dei compostiselezionati per i trattamenti,nonchédei fattori di trascrizione

adessicorrelati.

Sono statipertantomessiapuntoi saggi specifici, perun totaledi 17 trascritti, comprendenti6 enzimi di fase

I, 5 enzimi di faseII e 6 fattori di trascrizione;sonostati poi messia puntoe validati 3 geni da utilizzare

comehousekeeping (ACTB, B2M e TBP). In generale, i saggiin Q RT-PCRchehannovisto il SYBR Green

I quale fluoroforo, sono risultati specif ici (assenza di amplificati aspecifici e di dimeri di primers) ed

efficienti (efficienzadi amplificazionecompresanel range di accettabili tà). Grazieinoltre alla valutazione

critica del geneda utilizzarsi comereference, è statopossibile quantif icarel’espressione genicarelativa nei

campioni di fegato oggetto di analisi. E’ importante qui sottolineareche le effi cienzedi amplificazione

ottenute sonorisultate buonepur avendoa disposizionedei campionidi RNA concentrati, caratterizzati da

buoni indici di purezza (rapporti A260/A280 e A260/A230 superiori a 1.8) ma parzialmentedegradati.Questo
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fatto, che non ha influenzatonegativamentele analisi successive, è probabilmenteimputabilealla fasedi

campionamentoal macello, durantela quale le aliquotedi fegato sonostateraccolte a distanzadi circa 30

minuti dal sacrificiodell’animale.

Per quanto riguarda il trattamentocon DEX, che trova largo impiego in medicina veterinaria in virtù

dell’elevata attività antinfiammatoria ed immunosoppressivanonchéper il basso rapporto costo/efficacia

terapeutica,sono stati seguiti due differenti protocolli: un primo caratterizzatoda basse dosi di principio

attivo somministratoper os quotidianamenteper 54 giorni (0.75mg/capo/giorno)in cialdeconl’aiuto di uno

sparaboli edun secondoin cui la somministrazionedi 1.32g/capoè stataeffettuatapervia IM per2 volte a

distanzadi 21gg. I geniresponsivi aquesto tipo di trattamentisonorisultati essere, in particolare, il CYP2B6

edil CYP2E1 tra gli enzimidi faseI considerati, la GSTA1 e la SULT1A1 tra gli enzimidi fase II edinfine i

recettoriCAR edRXRα.

Il CYP2B6, isoforma inducibile da parte del trattamentocon DEX in fettine di fegato di ratto (Cui et al.,

2005), in questocasoè stata inibita considerevolmente a livello genico, indipendentementedalla via di

somministrazionescelta e anchea discapito dell’elevata variabilità interindividualeriscontrata. Al momento

attualenon è ancorastatoriscontrato in letteraturaun comportamentosimile e non sene conosceancora la

ragione; tra l’altro, questa evidenzasperimentale nonè giustificataa livello molecolaredall’effetto opposto

evidenziato sui recettori nucleari CAR e RXRα coinvolti nella regolazione della sua stessaespressione.

Infatti, questidue recettori nuclearirisultanoindotti, ancheseunicamentenel caso del trattamentoper os: a

giustificazione di questo risultato, è statodimostratoche l’espressionedi tali recettori in epatociti umani

subisceun incremento a seguito di incubazioneconDEX, per il noto meccanismo di cross-talk tra i recettori

orfani PXR,CAR e RXRα (Pascussiet al., 2000a e 2000b).

Un altro generesponsivo all’ azionedel DEX (marcata inibizione) è il CYP2E1.Contrariamente a quantosi

rinviene classicamentein letteratura, e cioè che il CYP2E1 in uomo viene modulato da molecolequali

etanolo ed isoniazide(Sinclair et al., 1998; Park et al., 1993), un simile effetto inibitorio a carico del

CYP2E1a seguitodi esposizionea DEX èstato riscontratorecentementenel ratto(Caronet al.,2005).

L’ espressionedel CYP3A4 invece,l’isoformamaggiormentecoinvoltanel metabolismodegli xenobiotici e

notaper la suainducibilità in fegatodi uomo,topoe rattoa seguito del trattamentocon DEX, nonhasubito

variazioni di rilievo, anzi, contrariamentea quanto ci si poteva aspettare ha evidenziato una parziale

inibizione negli animali sottoposti a trattamento. In letteraturainfatti classicamenteviene riportato che il

DEX è in grado di indurre l’ espressione del CYP3A4 in epatociti umani in coltura primaria mediante

l’attivazione dei recettori GR, CAR, PXR ed RXRα, ma secondo un processo bifasico: a basse

concentrazioni (10-7 M) il CYP3A4 viene indotto indipendentementedallo xenobiotico grazie all’attivazione

GR-mediatadi PXR; a concentrazioni maggiori(10-5 M), invece, il DEX lega e attiva il PXR,chea suavolta

induceil CYP3A4 per la presenza di alteconcentrazionidel ligandospecifico(Pascussi et al., 2003). Il DEX

pertanto interviene in maniera duplice nella regolazione dell’espressionedel CYP3A: controllando

l’espressionedel PXR, in condizioni fisiologiche,tramiteil GR edattivandoil PXR in condizionidi stresso

di somministrazioneesogenadi farmaco(Pascussiet al., 2003;El Sankaryet al., 2002).In questocasoperò,
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non solo PXR e GR non sonostati modulati dal trattamento,ma nemmenoil CYP3A4,cheal contrarioha

evidenziato un trend all’inibiz ione, più rilevantenei vitelloni trattatipervia intramuscolare.Questo risultato

viene ulteriormente confermato anche dai dati dell’attività catalitica CYP3A-dipendente(6β- e 2β-

testosteroneidrossilasi) ottenuti contestualmente nel nostro laboratorio (Capolongo, dati personali). Uno

stessoeffetto inibitorio a carico dell’espressionegenicae proteicadel CYP3A, nonchédell’attività catalitica

3A-dipendente, è stato evidenziato anchein vitelli a carne bianca trattati a scopo illecito secondoun

protocollo terapeuticoa basedi DEX simile (Cantiello et al., 2008b; vedi ultimo esperimentodi questaTesi

di Dottorato).Inoltre, in un altro studio,Zhange collaboratori(2006) hannoevidenziatochedosicliniche di

DEX, pari a 2.5 – 7.5 mg/capo/giorno somministrate a cani per 5 giorni consecutivi determinano

un’inibizionesignificativa dell’attivi tà catalitica CYP3A-dipendente. Pertanto, questoeffetto riscontrato in

bovino e canea seguitodel trattamentoconDEX può essereimputato: a) alle bassedosi impiegate; b) adun

diverso meccanismod’azione di questa molecola nelle due specieconsiderate.E’ noto infatti che, per

esempio, nel coniglio il DEX non rappresentaun efficaceinduttoredel CYP3A, bensì è la rifampicinaad

avere un effetto induttorio sull’espressionedi questastessaisoforma; inoltre è stato dimostrato che in

epatociti di bovino l’induzione di questa stessaisoformaa seguitodi incubazionicon DEX non è dose-

dipendente(Van’t Kloosteret al., 1993;Kuilman et al., 1998).

Tra gli altri enzimidi faseI considerati,il CYP1A1edil CYP1A2nonsonostatimodulatidal trattamento, a

conferma del fatto che i glucocorticoidi sembranointerferire minimamente sull’espressionebasaledel

CYP1A (Prough et al., 1996), mentreil CYP2C9 ha subito un incremento nell’espressionegenica,non

raggiungendoperò la significatività: questo risultato è potenzialmenteascrivibile al concetto che tale

citocromo può esseremodulato da attivatori comunidel PXR, grazie alla presenzadi unaregionePXREM

localizzatanellaregionepromotricedi questostessogene(Pascussiet al., 2003).

Infine, tra gli enzimidi faseII selezionati per il loro coinvolgimentonellaconiugazionedegli steroidi (You,

2004), la GSTA1 e la SULT1A1 sono risultate indotte nei gruppi BPD e TPD, rispettivamente.A

giustificazione di questorisultato, in letteraturaviene riportato comenel ratto i sopraccitati geni vengano

indotti dal trattamento conglucocorticoidi (LeCluyseet al., 2000;Duanmuet al., 2001),a differenzainvece

dell’uomo in cui la SULT1A1 non viene in alcun modo modulata dalla stessamolecola(Duanmu et al.,

2002).

Nel secondoesperimentoè stato ripropostolo stessotrattamentocon il solo DEX allo stessodosaggio del

primo esperimento, scegliendo però unicamentela via di somministrazioneorale: il principio attivo tuttavia

non è stato fornito agli animali in cialde consparaboli,bensìmescolatoall’alimento(sistemaipoteticamente

più semplice e comododa utilizzare in campoda parte degli allevatori che impieganoPdC); inoltre ad un

secondogruppo sperimentalein combinazioneal DEX è stato somministrato per via IM ogni 15 gg, 20

mg/capodi estradiolo benzoato.

Similmentea quantoevidenziatonel primo esperimento,il CYP2C9, la GSTA1 e la SULT1A1 sonorisultati

indotti dal trattamentocon il solo DEX ma non in modo significativo, mentregli ultimi due geni hanno

raggiunto il limite della significatività nel casodel trattamentocon l’associazione dei duecomposti. Questi
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due enzimi di faseII infatti sono entrambicoinvolti nella coniugazionedei corticosteroidie degli steroidi

sessuali(You, 2004)e possonopertanto essere modulatidai lorostessisubstrati.

Non sonostateevidenziate, invece, diff erenzestatisticamentesignificativenell’espressionedegli altri enzimi

di faseII considerati(UGT1A1, UGT2B17e GSTP1), enzimi scelti ad hoc per il loro coinvolgimentonella

coniugazionedegli steroidi in generale, ma nello specificoprevalentemente degli estrogeni(Guillemette et

al., 2004;You, 2004;Dawlinget al., 2004).

Gli enzimi inveceresponsivi al trattamentoindipendentementedallavia di somministrazionee dall’impiego

dell’associazione o meno con l’estradiolo benzoato,sono il CYP2B6 ed il CYP2E1, i quali risultano

marcatamenteinibiti rispetto agli animali di controllo. Ad oggi perònonsi rinvengonoin letteraturaevidenze

sperimentali chepossanoconfermaretali risultati e per questomotivo devonoessereulteriormentesoggetti

ad approfondimento. Solo recentemente, Zamaratskaiae collabori (2007) hanno dimostrato un effetto

inibitorio dell’estradiolo sull’attività catalitica CYP2E1-dipendentein microsomi di suinomaschio, mentre

Kent et al. (2002) hanno osservato un effetto inibitorio post-traduzionale del 17α-etinilestradiolo (un

distruttoreendocrino) sul CYP2B1e CYP2B6per il legamecovalentedi un suo intermedio reattivo congli

aminoacididell’apoproteina specifica.

Il CYP3A4, a differenza dell’esperimentoprecedente,in cui appariva inibito anche se non in modo

significativo nei gruppiTPD e BPD, in questa secondaprovasperimentalevienemodulatoin sensopositivo dal

trattamento con il solo DEX, confermandoquantoriportato in letteraturaper l’uomo (McCune,2000) ma

raggiungendola significatività soltanto nel gruppoDEde. E’ notocheil CYP3A è in gradodi metabolizzare

un ampio range di xenobiotici, nonché substrati endogeni,tra i quali gli ormoni steroidei; nell’uomo

rappresentaforse il più importanteenzimaepaticocoinvolto nel metabolismodei farmaci(30% dei CYP

epatici) e partecipaal metabolismo di più del 50% degli xenobiotici esistenti(You, 2004). Probabilmente

questorisultatorappresentaun classicoesempio di feedback positivo,cioèdi induzionemediatadallo stesso

substrato,notaperil citocromoP450.I risultati ottenuti mediante Q RT-PCRconcordanoperfettamenteconi

dati ottenuti sia dall’attività cataliticaCYP3A-dipendente(6β- e 2β-testosteroneidrossilasi edetilmorfinaN-

demetilasi)sia dall’espressionedella proteina medianteimmunoelettroforesi(Pegoloet al., dati personali;

Giantin et al., dati personali). Altri autori al contrario, hannoevidenziatocheil 17α-etinilestradiolo ed altri

estrogeninell’uomo sono in grado di inibire l’ espressionedel CYP3A4 e la sua attività catalitica di

idrossilazionedel testosteronein posizione6β (Lin et al., 2002;Wil liams et al., 2004).

Altri enzimi appartenenti alla superfamigliadel CYP sonostati modulatidall’associazionedei duecomposti,

ed in particolare il CYP1A1 e il CYP1A2. Questedue isoformeinfatti non hanno risentito del trattamento

con il solo DEX ma sonostate indotte invecedalla combinazionecon E2, un noto substrato endogeno di

questestesseisoforme(Badawiet al., 2000). Diversi studihannoinfatti dimostratochela somministrazione

di E2 può determinarel’induzione delle isoforme appartenentialla famiglia CYP1: in particolare,in linee

cellulari stabilizzatedi tumore mammarioumano(MCF-7), E2 aumental’espressione pre-trascrizionaledi

CYP1A1e di CYP1B1,nonchéla quantitàdi apoproteinadel CYP1A2nel criceto(Tsuchiyaet al., 2005).
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Tra i recettorinucleariè stato evidenziato un aumentosignificativo dell’espressionedi CAR e RXRα nonnel

gruppo trattato solo con DEX, come nell’esperimento precedente,ma nel gruppo DEde: a tal proposito,

Kawamoto e collaboratori (2000) hannodimostrato infatti che in colture primarie di epatociti di topo il

recettoreCAR puòessere attivatodal 17β-estradiolo,edin più Kiyosawaet al. (2007) hannoevidenziatoche

in ratti immaturi ovariectomizzati, composticonattività estrogeno-simile, attivatori di ER, sonoin gradodi

modularel’espressionegenicapermezzodell’attivazionedi CAR e PXR.

Infine, sonostati modulati dal trattamento con l’associazione dei due compostianche GR ed ERα, i due

recettori steroidei coinvolti nel meccanismod’azione e nella regolazione di queste stessemolecole;

sorprendentemente, però, il GR nonè statoinfluenzato dal trattamentoconil solocorticosteroide,bensì dalla

combinazionecon lo steroidesessuale. Un recentestudioriporta chei recettoriGR ed ER, importantiper il

loro ruolo in condizioni fisiopatologiche, possonointeragire in un meccanismodi cross-talk, anchese al

momentoattualeil meccanismomolecolare alla basedi questoprocessononè ancorabenchiaro: gli autori

infatti hannoevidenziato che il 17β-estradiolo puòavereproprietàantinfiammatorie paragonabilia quelledei

glucocorticoidie cheantagonisti specifici per ERα sono in gradodi attenuaregli effetti antinfiammatoridel

DEX in ratti ovariectomizzati (Cuzzocreaet al., 2007).

In generale,i PdC quali DEX ed E2 sembranoesserein grado di modulare l’ espressione genica di alcuni

enzimi biotrasformativi, nonchédi alcuni fattori di trascrizione.In particolaresembranorisponderemeglioal

trattamento con le due molecole i geni CYP2B6, CYP2E1,GSTA1, SULT1A1, CAR ed RXRa, mentre

CYP1A1/2, CYP3A4 e ERα rispondonolimitatamenteall’uso di estradiolobenzoato.I geni che però in

assoluto risultano i più promettenti sono il CYP2B6 ed il CYP2E1, in quanto vengono modulati dal

trattamentoindipendentementedallavia di somministrazionee dallamolecola impiegata.

La definizione e l’utili zzo di una sorta di PCR-Array di 17 geni del metabolismoepaticoin esperimenti

pilota sui trattamentiilleciti ha permessodi individuaredei potenziali e promettentigeni candidati,da

utili zzarequali biomarcatori indiretti di trattamentoillecito.

Naturalmentequesto lavoro rappresentaun primo approccioversola definizionedi biomarcatori molecolari

di trattamento:dovranno infatti essere considerati, secondoun approcciomirato, altri geni deputati al

metabolismo in modo taledaallargareil set di geni di questo PCR-Array del metabolismooppure,secondo

un approcciopiù generalistico, si dovrà ricorrereall’utiliz zo di un microarray completodel genomabovino

chedovràesserevalutato su questistessi campionipositivi e di controllo per evidenziare, tra le migliaia di

sequenze presenti sulla piattaforma microarray, altri geni eventualmenteresponsivi al trattamento.

Quest’ult imo approccio tuttavia prevedecomunqueunavalidazionedei risultati in Q RT-PCR.

In futuro, l’individuazione dei potenziali biomarcatori molecolari permetterà di sintetizzare, mediante

l’utilizzo delle loro sequenze in vettori eterologhi, le proteinericombinanti corrispondenti da impiegare per

la successivaproduzione di anticorpi specifici, da util izzare in testdi screening (i.e. kit ELISA). Tuttavia,

prima di poteressereapplicati in campo dovrannonecessariamenteesserevalidati e successivamentetestati

sucampioniin cieco(animali sospettidi trattamento)perpoternecomprenderel’affidabili tà.
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EFFETTO DEL TRATTAMENTO

CON PRECURSORI DEGLI STEROIDI (ADD E DHEA)

SULL’ESPRESSIONE DEGLI ENZIMI

FARMACO-METABOLIZZANTI IN VITELLONI DA CARNE ED IN

EPATOCITI IN COLTURA PRIMARIA
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6.1. MATERIALI E METODI

Campioni biologici esperimento in vivo

La sperimentazione è statacondottasu 17 bovini dacarnedi razza Valdostana,di circa 14-16 mesi di età e

del peso vivo di circa 400 kg, stabulati pressol’Azienda Agricola “Caron” di Brugine (PD), Stabilimento

Utilizzatoredell’Universitàdi Padova.

Gli animali, appena acquistati, sonostati pesatipressol’Azienda, suddivisi in 6 box e stabulati quindi a

gruppi di 3 sulla basedel pesomedio.Ciascunbox era dotatodi lettiera morbidain pagliasu pavimentoin

cemento,cambiataunavolta allasettimana,e di 1-2 abbeveratoia pressione.Gli animalisonostati alimentati

ad libitum conunifeed.

Le sostanzeutilizzateper questa prova sperimentalesonostate le seguenti:androstadienedione(ADD: 1,4-

androstadiene-3,17-dione,Steraloids, Newport, USA) e deidroepiandrosterone(DHEA, Steraloids, Newport,

USA).

I vitelloni sonostati pertantosottopostiai seguentitrattamenti:

� GruppoA (n = 6): 50mg/capoper os di ADD unavolta a settimanaper5 settimane;

� GruppoD (n = 5*): 50mg/capoper os di DHEA unavolta a settimanaper5 settimane;

� GruppoK (n = 6): nessuntrattamento,gruppodi controllo.

Il farmaco è statosomministratoin capsuleconsparaboli direttamentein cavità orale. Le capsulesono state

preparateanticipatamente,prima dell’inizio del trattamento,e conservatein frigo a 4°C.

La sceltadei principi attivi, delledosie dellemodalitàdi trattamentofarmacologico è stataeffettuatain base

alle indicazioni ricevute dall’Isti tuto Superiore di Sanità, all’esperienza ed ai risultati ottenuti in altre

sperimentazioni analogheedalle indicazionidi colleghidell’Universitàdi Padovae dell’IZS delleVenezie.

Gli animali sono stati sacrifi cati il giorno successivola fine del trattamentopresso il macello comunale

“L onghin” di Piovedi Sacco(PD); tutte le fasi di macellazionee di prelievodelle matrici biologichesono

stateseguitee coordinatedal veterinariocompetentedell’ASL n.14.

In sededi macellazione,è stato rimossoil lobo caudatoepatico, dacui sonostate prelevatein sterilitàdelle

aliquote di circa 100 mg per l’estrazionedel mRNA, posteimmediatamentein tubi contenentiRNAlater® e

poi stoccatea -80°C fino all’util izzo.

* A causadi una sintomatologia respiratoriapersistente,un animaledel gruppoD è statomacellatoa parte

unasettimanaprimadegli altri, perciò risultanosolo5 anziché6 animali.
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Coltura primaria di epatociti di bovino

Animali

Sono state utilizzateduevitelle di 1-2 annidi età e del peso di circa400kg chein sededi macellazionesono

risultate essere sane e non sottoposte a precedenti trattamenti farmacologici. Subito dopo la fase di

iugulamentoe dissanguamento,è statorimossoil lobocaudatoepatico(o parte di esso) del pesodi circa100-

150g.

Reattivi (forniti daSigma,Milano, Italia,esclusoil glucosio)

� Glucosio, AppliChem,Mi lano,Italia

� Soluzionedi Trypanblue 0.4%

� Collagenetipo I (dacodadi ratto)

� Gelatina2%sterile

� Collagenasitipo IV

� NaHCO3 8.4%

� Insulina1 mM

� Glutamina200mM

� Gentamicinasolfato50mg/mL

� Idrocortisoneemisuccinato1 mM

� TamponeEurocollins, pH 7.4 contenente:KH2PO4 15 mM, K2HPO4 42 mM, KCl 15 mM, NaHCO3

1 mM, glucosio0.2M, EGTA 1 mM

� TamponeI e II, pH 7.4contenenti: NaCl 142mM, KCl 0.5mM, Hepes9.2 mM, EGTA 0.5mM (da

addizionarsisolonel tamponeI primadellafiltrazione)

� TamponeIII, pH 7.2contenente: Hepes9.2mM, NaCl66.7mM, KCl 6.7mM, CaCl2 4.74mM

� TamponeIV, pH 7.65 contenente: Hepes9.3 mM, albuminadi siero bovino 2.5%, KCl 5.4 mM,

KH2PO40.44mM, NaCl 0.14mM, NaHCO3 4 mM, Na2HPO4 0.34mM, glucosio5.5mM

� TerrenoHanks,pH 7.4contenente: KCl 5.4mM, KH2PO4 0.44mM, NaCl 0.4mM, NaHCO3 4 mM,

Na2HPO4 0.34mM, MgSO4

� Williams’ medium E 1X completo, pH 7.4 (WE) contenente: siero fetale bovino (FCS) non

decomplementatoal 10%, NaHCO3 26.6 µM, glutamina1.67 mM, gentamicina solfato50 µg/mL,

idrocortisoneemisuccinato 1 µM

� Tamponefosfato0.1M, pH 7.4

Tutte le soluzionidi stoc sonostate filtrate con filtri a 0.22µm (Schleicher&Schuell, Vetrotecnica,Padova,

Italia).

I singoli tamponie il WE, primadi essereportati a pH, sonostati ossigenatiper10 min concarbogeno(95%

O2 e 5% CO2) equindi sterilizzaticonfi ltri da0.22µm(Mil liporeSteritop,Milano, Italia).

I tamponiedi mediasonostaticonservati a 4°C (esclusigentamicinae FCSchevannoconservati a -20°C)e,

prima di essereutilizzati, portati a 37-38°C(conla sola esclusionedell’Eurocollins).
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Preparazione delle piastre di Petri

� Preparareunasoluzionedi collagene1 mg/mL, aggiungendo24 µL di HCl 4N ogni 5 mL di soluzione

(peraumentarnela solubilità) esterili zzarlaconfiltri da0.22µm.

� Stenderecon uno scraper 200 µL di collagene in ciascunapiastra da 9 mL (Greiner bio-one,

Frickenhausen,Germania).

� Riporreconcurale piastrenei loro sacchetti econservarlecapovolte,al buio,a temperaturaambiente.

� La mattinadellacoltura, idratarele piastrecon4 mL di Hankscompleto;dopo20 min aspirare il terreno

e aggiungere4 mL di WE noncompleto.

� Al momentodell’insemenzamentoaspirareil terrenoeprocedere. 

 

Protocollo di perfusione

Tutti i materialiutilizzati devonoesseresterilizzati primadell’uso.

� Appenaprelevatoil lobo, perfondere con circa 300-400 mL di tamponeEurocoll ins a 4°C utilizzando

unasiringasterileda60mL edun tuboconunpuntaleP1000adun’estremità.

� Perfavorirela diffusionedel tamponemassaggiare delicatamenteil tessuto.

� Una volta perfuso, immergere il fegato in un beckerda 1 L contenentelo stessotampone,coprirecon

alluminio,conservare in ghiaccio e trasportare in laboratorio.

� Prima dell’arrivo del fegatoin laboratorio, disinfettareil circuito di perfusioneconalcool diluito e acqua

sterile,quindi riempire il sistemaconil tamponeI.

� Porre il fegatonell’imbuto tipoBuchner(Vetrotecnica,Padova,Italia) sul supporto e,sotto, un beckerda

400mL.

� Con l’ausilio di unapompaperistaltica (Minipulse3, Gilson, Mil ano, Italia) perfondere il lobo per 10

min circaal flusso di 10 mL/min con1 L di tamponeI, ossigenatoconcarbogenoe riscaldato a 37-38°C

(bagno termostatatoGTR2000Iix , ISCO,Vetrotecnica,Padova,Italia).

E’ importantecontrollarevisivamente la qualità della perfusione,calcolarei tempidi perfusionedei vari

tamponi,teneregli aghi il più a fondo possibilenel vasoepatico,controllare con unacartina tornasole

(Sigma,Milano, Italia) il pH di ogni tampone(senecessario correggerloconNaOH4N e HCl 4N).

� Perfondere contamponeII (0.5L) conun flussodi 100mL/min percirca8 min.

� Prendere la collagenasiprecedentementepesatae, sottocappa,aggiungerlaai 200 mL di tamponeIII ,

agitandomanualmenteil flaconepermescolare.L’attività dellacollagenasideveessere≥ 65.000 UI.

� Lasciare il refrigerantevuoto e, nella siringasottostante, 50 mL di tamponeII, quindi versarecon una

siringa da 60 mL sterile dal foro del “t roppo-pieno” i 200 mL di tampone III con la collagenasi,

precedentementeriscaldati a 37°C.

� Perfondere con ricircolo il fegatocon tamponeII I addizionatodella collagenasi per circa 20 min con

flusso100mL/min.

� Terminatala perfusioneporre il fegatoin unaciotoladi vetro.
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� Sotto cappa ed in massimasterili tà, tagliare con forbici la glissoniana e sminuzzareil parenchima

epatico,togliendoi pezzi più grossi e pocoperfusi.

� Aggiungerecirca50mL di tamponeIV riscaldatoa 37°C.

� Versarela parteliquida ed i frammenti menovoluminosinella beutada 500 mL a collo largo, facendo

altri 3-4 risciacquicol tamponeIV, finoa raggiungereunvolumedi 200-250mL.

� Aggiungere50mL del tamponeIII addizionatodi collagenasiusatoprecedentemente.

� Metterela beuta,chiusacon un tappocontenenteunapipetta da 2 mL, nel bagnotermostatatoa 37°C,

collegare il tubo del carbogeno all’estremità della pipetta ed incubare per 10 min, agitando

moderatamenteogni 1-2 min.

� Tornaresotto cappae filtrare con un fi ltro di nylon con diametro di 120 µm (Vetrotecnica, Padova,

Italia) fissatosu un imbuto Buchner,aiutandosicon uno scraper e versandoil filtrato in un beckerda

600mL.

� Aliquotarein tubi steril i dacentrifuga da50 mL (centrifuga Sorvall superT21, rotoreSL 50-T, diametro

22.2cm) a 100xgper5 min a 20°Csenzafreno.

� Aspirareil surnatanteeaggiungereWE senzaFCSin funzionedel pesodel pellet (3.85– 3.38mg/mL).

� Risospendereil pellet e centrifugarenuovamente.

� Ripeterei lavaggiper3 volte.

� Riunirei pellets in unbeckerda1 L e mescolare conun’ancorettasterilesudi unagitatoremagnetico.
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Figura 6.1.1: rappresentazioneschematica del circuito di perfusione utili zzato.
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Conta delle cellule e piastramento

� Eseguire la contadelle cellule vive su 100 µL di sospensione,uniti a 20 µL di Trypanblue 0.4% (se

necessario,se le cellule da contare sonotroppo concentrate, diluire 1:10 la sospensionecon Trypan,

prendendone 50 µL e aggiungendolia 450µL di WE), usandounacameradi Bürker: il Trypanblueè un

colorante chevieneesclusodallecellulevive.

Y cellule/mL = numero cellulein 3 quadrati x 104

3

Y cellule/mL x fattore diluizione= Z cellule/mL

Z cellule/mLx mL di sospensione disponibili = W celluletotali

W cellule: 9 x 106 cellule/piastra= K piastreutilizzabili

K piastrex 9 mL/piastra= Q mL di sospensione(dadiluire)

� Diluire a 106 cellule/mLconterrenoWE completo(conFCS).

� Piastrare9 x 106 cellule/mL(9 mL/piastra), mantenendola sospensionein agitazione.

� Incubare(incubatoreInfrabator® F.lli Galli, Vetrotecnica,Padova,Italia) le piastrea 37°C in atmosfera

controllata(CO2 al 5%).

� Cambiareterrenodopo3 ore,usandoWE completosenzaaggiuntadi FCS.

� Cambiareterrenoogni 24ore fino all’arrestodellacoltura.

� Prima dellasostituzionedel medium, suddividerele piastre in lotti, prelevare 100 µL di terrenodaogni

piastra e metterli in tubi tipo Eppendorfda 0.5 mL, contrassegnatedal numero del lotto e dal tempo

trascorsotra il prelievo e l’iniz io dellacoltura; conservarele provettea 4°C: tali aliquoteservirannoper

il testdel rilasciodellalattatodeidrogenasi(LDH).

Trattamenti

� Prepararesottocappale soluzioni madre(100X):

� SoluzioneADD 10mM (p.m. 284.4): 28.44mg in 10mL di MeOH

� SoluzioneDHEA 10mM (p.m. 288.43): 8.653mg in 3 mL di MeOH

� Soluzionedi controllo: solo MeOH.

Tutte questesoluzionimadrevannoconservatea -20°C.

� Contrassegnarele piastre conADD o DHEA a gruppidi 3 (peril metabolismo)o di 2 (per la genomicae

metabolomica)indicandoil tempodi incubazione(1.5,3, 6, 24ore).

� Preparareestemporaneamente le soluzioni composte dalle soluzioni madre diluite all’1% in WE

completo,tenendocontoche neservono9 mL/piastra.

Le soluzioni finali pertantocorrispondonoa: ADD 100µM, DHEA 100µM, MeOH1%

� Cambiare il terrenoutilizzandoquello addizionatoconle soluzioni qui soprariportate.

� Incubaresecondouna cineticaper1.5, 3, 6 e 24ore.
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Arresto della coltura

Piastre per la genomica:

Per la genomica sono stati processati i monostrati relativi alle incubazionia 1.5, 3 e 6 ore (2 replicati

biologici/tempo/trattamento/coltura), secondoil seguenteprotocollo:

� Prelevare il rimanenteterrenoe suddividerlo in aliquoteper le analisi dei metaboliti in spettrometria di

massa(nonoggettodi questa tesi).

� Aggiungere 4 mL/piastradi tamponefosfato0.1M pH 7.4.

� Usandounoscraper percolturecellulari staccarebeneil monostrato.

� Prelevare 4 mL/piastracercandodi lavarebeneil fondodellapiastrae prelevareogni frustoletto; splittare

il contenutodi ciascunapiastrain duemicrotubida2 mL benidentificati.

� Centrifugarea 1500xgper5 min a temperaturaambiente:si ottienecosìil pellet congli epatociti.

� Aspirareil surnatanteconpompaa vuoto.

� Aggiungerein ciascuntubounquantitativo di RNAlater® (200 µL) sufficientea coprire il pellet.

� Conservare a -20°Cfinoall’uso.

Piastre per valutazione della citotossicità e del “Drug metabolism” (DM):

Per la valutazionedella citotossicitàe del DM (quest’ultimonon oggettodel presentelavoro) sonostati

processati i monostrati relativi alle incubazioni per 24 ore (end point: 3 replicati

biologici/tempo/trattamento/coltura), secondoil seguenteprotocollo:

� Prelevare 150 µL di terrenodaciascunapiastra peril testdi rilascio della LDH a 24h.

� Prelevare il rimanenteterrenoe suddividerlo in aliquoteper le analisi dei metaboliti in spettrometria di

massa(nonoggettodi questa tesi).

� Aggiungere 4 mL/piastradi tamponefosfato0.1M pH 7.4.

� Usandounoscraper percolturecellulari staccarebeneil monostrato.

� Prelevare 4 mL/piastracercandodi lavarebeneil fondodella piastra e prelevareogni frustoletto; metterli

in un tuboFalconda50mL, unendoi contenutidi 3 piastre,segnandoi lotti perdistinguerli.

� Centrifugarea 250xgper3 min a temperaturaambiente.

� Eliminareil surnatante.

� Aggiungerealtri 2 mL/tubodi tamponefosfato0.1M. 

� Conservare a -80°C finoallapreparazionedellefrazioni subcellulari epatiche.
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Preparazione di frazioni subcellulari epatiche (microsomi e citosol)

� Estrarrele provetteconle sospensionicellulari conservatea -80°Ce scongelarle in ghiaccio.

� Sonicareal 70%la sospensionecellulare per4 volte consecutive(20 secondiper ogni step) utilizzandoil

sonicatore,la cui sondadeveesseredisinfettataconalcooleacquabidistillata.

� Potterare manualmenteconcamicia di vetro da15mL per5-6 volte.

� Versarela sospensione in un tubo da centrifuga e bilanciare,aggiungendotamponefosfato0.1 M, pH

7.4.

� Centrifugare a 13.000rpm per 20 min (centrifugaBeckman,rotore 70ti) per eliminare nuclei ed altri

frustoli cellulari di grandi dimensioni.

� Prelevare il surnatantee porlo in unaltro tubo,quindibilanciarenuovamentei tubi.

� Centrifugarea 39.000rpm(centrifuga Beckman,rotore70ti) per60min.

� Prelevare 150µL/tubodi citosol peril testdi rilasciodellaLDH e porli in un tubotipo Eppendorf.

� Aliquotare500µL/tubodi citosol in duecriotubi distinti.

� Risospendereil pellet con i microsomicon 500µL di tamponedi conservazione(compostodaglicerolo

al 20% in tamponefosfato 0.1 M pH 7.4), cercandodi staccarlo benecon l’ausilio di unasiringada 1

mL.

� Aliquotarela sospensionemicrosomialein criotubi da2 mL.

� Conservare i criotubi a -80°Cfinoal momentodelle analisi.
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Test di citotossicità di rilascio della LDH nel terreno di coltura

L’ LDH è un enzima citosolico che rappresenta un ottimo marker dell’integrità delle membrane cellulari. La

sua attività viene stimata misurando la scomparsa del NADH, conseguente alla trasformazione dell’acido

piruvico in acido lattico, a 340 nm.

Reattivi

� Tamponepotassio fosfato50 mM pH 7.3(Sigma,Milano, Italia)

� NADH 4.5mM (Sigma,Milano, Italia)

� Piruvatosodico6 mM (Sigma,Mi lano,Italia)

Procedimento

� Porre in unacuvettada 1.5 mL, 1350µL di tamponepotassiofosfato,50 µL di soluzionedi NADH, 50

µL di soluzionedi piruvato sodicoedagitare perinversione.

� Aggiunger50µL di surnatanteo di citosol e agitare.

� Monitorare il decremento di assorbanzaa 340 nm per 5 min (10 cicli da 30 secondi),leggendo contro

aria a 25°C(temperaturaambiente).

� Calcolarela percentualedi citotossicità,ovvero:

% rilascio LDH = ∆ abs/min del surnatante x 100

∆ abs/mindel citosol+ ∆ abs/min delsurnatante

Dove:∆ abs = (abs5’ – abs0’) / 5
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Estrazione RNA totale da campioni di fegato

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina106.

Estrazione RNA da cellule

Reattivi

� TRIzol® reagent(Invitrogen,Mil ano,Italia): fenolo acido-guanidinatiocianato

� Cloroformio,J.T. Baker,Mallinckrodt,Olanda

� Isopropanolo,J.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

� Etanoloassoluto,J.T. Baker,Mallinckrodt,Olanda

� Etanolo(Applichem, Milano, Italia)70-75%

� AcquaDEPC,AppliChem, Milano, Italia

� Acetatodi Sodio(Sigma,Mil ano,Italia) 3 M, pH 5.2

Procedimento

� Scongelarei campioniin ghiaccio.

� Centrifugarea 5.000xgper5 min a 4°C.

� AspirareRNAlater® conpompaa vuoto.

� Sottocappa,aggiungerein ciascuntubo1 mL di TRIzol® freddoedincubareper5 min.

� Risospendereil pellet ed omogeneizzarlo per aspirazioni successivecon la pipetta; eventualmente

vortexare seil pellet nonsi disgrega a sufficienza.

� Incubare5 min in ghiaccio.

� Aggiungere200µL di cloroformio e agitarevigorosamenteper inversionealmeno15 secondi. Incubare

5 min a temperaturaambiente.

� Centrifugarea 4°Cper 15min a 12.000xg.

� Trasferire la fase acquosache presental’RNA in un nuovo microtubo da 1.5 mL: di solito tale fase

corrispondeal 60% del volumedi TRIzol® utilizzato.

� Aggiungere un ugual volume di isopropanolo, agitare per inversione ed incubare per 10 min a

temperaturaambiente.

� Centrifugarea 4°Cper 15min a 12.000xg.

� Eliminareil surnatanteutilizzandounapompaa vuoto.

� Riprendereil pellet in 1 mL di etanolo al 70-75% e vortexarefintanto che il pellet non si staccadal

fondo.

� Centrifugarea 4°Cper 5 min a 7.500xg.

� Eliminareil surnatanteutilizzandounapompaa vuotoe lasciarasciugareil pellet all’aria.

� Dissolvereil pellet in 250 µL di acquaDEPCed attenderefino a completo scioglimento in ghiaccioe

vortexare.
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� Aggiungere2 volumi di etanolo assoluto(500 µL) e 1/10 di volume di Acetato di sodio 3M, pH 5.2 e

mescolare.

� Lasciar precipitareper 30min a -20°C.

� Centrifugarea 4°Cper 15 min a 12.000xg.

� Eliminareil surnatanteconpompaa vuoto.

� Farseccareil pellet all’ aria, al di sotto di unacappaaspirante.

� Dissolverel’RNA in acquaDEPCutilizzandoun volume daminimo 30 a massimo100µL (è necessario

avereunaconcentrazione di RNA tra500ng/ µL e 1 µg/µL).

� Prepararealiquoteperelettroforesiin geldi agarosio,letturaal NanoDroperetrotrascrizione.

� Conservare il campionea -80°C.

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’estratto:

Elettroforesi su gel di agarosio all’1% e lettura al NanoDrop

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina107.

Trascrizione inversa (RT)

E’ statautili zzatala medesima procedurariportataa pagina109.

Peri campionidell’esperimentoin vivo sonostatepreparatedelle diluizioni di RNA pari a 200ng/µL e sono

statiretrotrascritti 2 µgdi RNA percampione,comenegli esperimentiprecedenti.

Per i campionidi epatociti invece, vista la più bassaresadi estrazione,è stato necessario preparare delle

diluizioni di RNA paria 140ng/µL al fine di retrotrascrivere1.4µgdi RNA perciascuna piastra.
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Selezione geni target

NellaTabella6.1.1, sonoriportati i geni selezionati, scelti perle successiveanalisi.

Gene target Nome ID GenBank
CYP1A1 CitocromoP4501A1 XM_588298
CYP1A2 CitocromoP4501A2 XM_591450
CYP2B6 CitocromoP450 2B6 NM_001075173
CYP2C9 CitocromoP450 2C9 XM_612374
CYP2E1 CitocromoP450 2E1 NM_174530
CYP3A4 CitocromoP4503A4 NM_174531
CYP4A11 CitocromoP4504A11 NM_001077908
UGT2B17 UDPglucuronosil-transferasi 2B17 NM_001075724
GSTA1 Glutatione-S-transferasiA1 NM_001078149

DHEA-ST DHEA-Solfotransferasi XM_613003
17βHDSII 17β-idrossisteroido-deidrogenasitipo II NM_001075726

CAR Costitutive androstan receptor NM_001079768
PXR Pregnan X receptor XM_582516

RXRα Retinoid X receptor isoformaα XM_881943
HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4α NM_001015557
PPARα Peroxisome-proliferator activated receptor α NM_001034036

Tabella6.1.1: Lista dei geni bovini selezionatiper il saggiodi Real Time PCR.

Scelta dei primers

Sono stateseguitele stesseindicazioni riportatea pagina 111.

Real Time PCR (Q RT-PCR)

E’ statoseguitolo stessoprotocollo riportato a pagina112.Sonostati messia punto, in aggiunta rispettoal

precedente esperimento,i saggi relativi ai geni:CYP4A11,DHEA-ST, 17βHSDII e PPARα.

Il cDNA dei campionidell’esperimento in vivo, ottenuto medianteretrotrascrizionedi 2 µg di RNA, è stato

diluito conacquasecondoil rapporto1:100, mentreil cDNA degli epatociti, ottenutodalla retrotrascrizione

di 1.4 µg di RNA, è stato diluito secondo il rapporto1:70 in acqua;in questo modo è statomantenutoil

rapportomassa-volumetra i dueesperimenti edin ognipozzettosonostati caricati5 ngdi cDNA.

L’ utilizzo di uno standarddi riferimento,aggiuntoai campioni in analisi, risulta importanteper verificare

l’eventuale presenzadi inibitori di PCR o retrotrascrizioneche tendonoa ridurre l’efficienza del metodo.

Comecalibratore,pergli epatociti (matricepiù sensibilee delicata),è statoutilizzatoun campionedi fegato

di un bovinodi controllo,esterno all’esperimento:lo stessocampioneè statoamplificatonellastessapiastra

per i geni target edil rispettivoreference.
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Analisi dei dati ed analisi statistica

I dati ottenutidalla Q RT-PCR sonoespressicomemedia ± DS(Allegato3).

Pergli epatociti,i dati vengonoespressicomemediadelleduecolture(n = 4 piastre per CTRL e ADD, n = 2

piastre per DHEA). Vista la variabilità inter-coltura riscontrata, probabilmentedovuta alla tecnica di

isolamento degli epatociti, è stato necessario utilizzaredei fattori di correzionediversiperciascun gene,per

potertrattareglobalmentei dati dell’esperimentoin vitro.

I dati di espressionegenica ottenuti dalla quantificazione relativa, sono stati oggetto di analisi per

l’i dentificazione degli outliers mediantel’utilizzo del test statistico di Grubbs, chiamatoanche metodo

extreme studentized deviate.

Successivamente l’analisi statistica per evidenziaredifferenzetra i gruppi di controllo e quell i sottopostia

trattamento,è stataeseguita dal programmaGraphPadInstat2.01(SanDiego,CA, USA), utilizzandoil test

ANOVA (one-way Analysis of Variance). In casodi variazioni significative è stato eseguito il post-test

Tukey (Tukey-Kramer multiple comparisons test). Eventuali differenzetra i gruppi vengonoconsiderate

significative solo pervalori di p<0.05.
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6.2. RISULTATI

Indici di vitalità cellulare

Perla valutazione della vitalità cellulare nelle coltureprimariedi epatociti,si fà principalmenteriferimento

allamorfologiacellulare edal testdi rilasciodella LDH.

Perquantoconcernel’aspetto morfologico, dopo4 ore di coltura le cellule non mostravanogranulazioni e

risultavanoben adeseallo strato di collagenedeposto. Dopo 24 ore, le cellule risultavanoancoraadese,

mentre a 24 ore di distanzadall’inizio del trattamento (48 ore di distanzadal piastramento), le piastredella

secondacolturahannocominciato a manifestareil sintomotipico di sofferenza,cioè la presenza di granuli

rifrangenti, il distaccoparziale del monostratoe la presenzadi piccoli detriti cellulari attaccati alla piastrao

dispersinel terrenodi coltura.

Questi risultati sonostati ancheconfermati dai valori ottenuti dal test di rilascio della LDH a 24 ore di

trattamentosecondoil protocollodi Bergmeyeret al. (1963). Questotestpermette di valutare indirettamente

la vitalità cellulare misurandol’ attività di tale enzimanel mediumdi coltura e nel citosol degli epatociti.

L’ attività enzimaticaviene valutata spettrofotometricamente, misurando la diminuzione del valore di

assorbanzaa 340 nm (lunghezzad’ondadi assorbimento caratteristicadel cofattoreNADH) in un intervallo

di 5 minuti; tale diminuzione consegue all’ossidazionedel NADH a NAD+, operataproprio dall’ enzima. I

risultati (∆abs/minnel terreno)vengonoespressicome% di rilascio di LDH. Questotestpermettedi rilevare

il dannoalla membranacellulare e, pur richiedendotempi di esecuzionelunghi, è da preferirsi perchépiù

accuratodei testdi esclusionedei coloranti (i.e. trypanblue). I valori ottenutinelle duecolturesonoriportati

nella tabella6.2.1 e nella figura6.2.1.

Campione Trattamento ∆abs/min
terreno

∆abs/min
citosol

LDH totale Citotossicità
(%)

A1 ADD 100µM -0,00556 -0,02667 -0,03222 17,24
A2 ADD 100µM -0,00533 -0,03667 -0,04200 12,70

DH1 DHEA 100 µM -0,00556 -0,02778 -0,03333 16,67
DH2 DHEA 100 µM -0,00600 -0,05333 -0,05933 10,11
IC1 contr MeOH1% -0,00578 -0,02556 -0,03133 18,44
IC2 contr MeOH 1% -0,00533 -0,02889 -0,03422 15,58
K3 contr MeOH 1% -0,00511 -0,02000 -0,02511 20,35

I
coltura

K4 contr MeOH 1% -0,00675 -0,03222 -0,03897 17,32
A3 ADD 100µM -0,00356 -0,01044 -0,01400 25,40
A4 ADD 100µM -0,00222 -0,00778 -0,01000 22,22

DH3 DHEA 100 µM -0,00311 -0,00711 -0,01022 30,43
DH4 DHEA 100 µM -0,00356 -0,00733 -0,01089 32,65
IIC1 contr MeOH 1% -0,00267 -0,01178 -0,01444 18,46
IIC2 contr MeOH 1% -0,00289 -0,00889 -0,01178 24,53
K5 contr MeOH 1% -0,00311 -0,00556 -0,00867 35,90

II
coltura

K6 contr MeOH 1% -0,00778 -0,00644 -0,01422 54,69
Tabella 6.2.1: Calcolo della % di citotossicità delle piastredelle due colture a 24 ore dall’inizio del trattamento.
Vengonoriportatele variazioni di abs/min di terrenoe citosol,la LDH totale e la % di rilasciodellaLDH.
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Figura 6.2.1: Grafico della % di rilasciodella LDH nei diversi lotti di piastredi entrambele colturea 24 oredall ’ inizio
del trattamento. CTRL = piastre di controllo; ADD = piastre incubate con ADD 100µM; DHEA = piastreincubatecon
DHEA 100 µM; I e II = primae secondacoltura,rispettivamente.

Nel nostro esperimento in media gli epatociti della prima coltura hannoevidenziato una percentualedi

citotossicità pari al 17%, mentre quelli della seconda (escludendo K6 in cui il monostrato si era

completamentesfaldato) pari al 27%.

Nel complesso, l’isolamentodi epatociti di bovino mediante l’utiliz zo del protocollo sopra riportato, ha

permesso di ottenerein media 459.76 ± 119.59 x 106 cellule per coltura, con una vitalità complessiva

dell’88.0± 4.23%,calcolatapermezzodellacolorazionecontrypanblue.

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’RNA estratto

La qualità dell’RNA estrattoè statavalutata pertutti i campionimedianteelettroforesisugel di agarosio 1%:

come si può vederein figura 6.2.2, in cui vengono presentatidegli esempidi estratti appartenenti sia

all’esperimento in vivo sia a quello in vitro, i campioni di RNA estratti da fegato hannopresentato una

maggior resadi estrazione rispettoai campioni degli epatociti, essendopiù concentrati.In entrambii casi

sono stateconfermatel’ assenzadi DNA genomicocontaminante, e la presenzadi unaparzialedegradazione

(un blando effetto di smear, intensitàdella bandadel 28S simile a quella del 18S), che però non hanno

precluso l’amplifi cabilitàdel templato.

Gli epatocitisonorisultati unamatrice più diffi cile da estrarre rispettoal fegatoin toto ed in alcuni casi è

statonecessarioricorrereadunaduplice estrazioneperottenereun templatopiù idoneo.

Nelle tabelle 6.2.2e 6.2.3invecevengonoriportati i dati di concentrazionee di purezzadegli estratti, ottenuti

dalla letturaal NanoDrop.



Confrontovivo-vitro

208

Figura 6.2.2: Elettroforesi in gel di agarosio 1% rispettivamentea sinistra degli estratti di fegato appartenenti agli
animali del gruppo D (sottoposti a trattamento con DHEA) e, a destra,di alcuni campioni di epatociti della seconda
coltura.

Gruppo Campione Concentrazione RNA (µg/µL) Abs 260/280 Abs 260/230
K759 2.29 2.02 2.04
K869 1.26 2.01 1.73
K428 0.93 2.01 2.06
K75 1.87 2.01 2.02
K11 0.55 2.01 2.07

K

K105 0.73 2.03 1.95
A77 1.22 2.00 2.15
A745 2.97 2.01 2.00
A482 1.11 1.99 2.06
A485 0.22 1.99 1.63
A622 0.81 2.06 1.86

A

A503 0.58 2.03 0.97
D537 0.96 2.05 2.09
D604 2.79 2.02 2.10
D918 1.40 2.06 2.03
D159 2.13 2.01 1.81

D

D359 0.69 1.97 1.49
Tabella 6.2.2: concentrazione e purezzadei campioni di RNA estratti a partiredai campionidi fegatoappartenentiai
vitelloni oggetto di studiodell’esperimento in vivo. Vengonoriportati i dati di concentrazionein µg/µL edi rapporti tra
i valori di assorbanzaa 260, 280e 230nm. Per tutti i campioni, sonostati processati circa70-80 mg di tessutoe l’RNA
estratto è stato risospesoin 50-100µL di acqua.

Gruppo Campione Concentrazione RNA (µg/µL) Abs 260/280 Abs 260/230
IC6X 0.899 1.92 2.12
IC6Y 1.186 1.93 2.13
IIC6X 0.291 1.90 1.91

CTRL

IIC6Y 0.215 1.88 1.86
IA6X 0.951 1.94 1.88
IA6Y 1.060 1.92 1.91
IIA6X 0.313 1.85 2.08

ADD

IIA6Y 0.306 1.89 2.05
DHEA X 0.196 1.90 1.60

DHEA
DHEA Y 0.344 1.86 1.87

Tabella 6.2.3: concentrazione e purezza dei campionidi RNA estratti a partire dai campioni di epatociti in coltura
primaria. Vengono riportati i dati di concentrazione in µg/µL ed i rapporti tra i valori di assorbanzaa 260,280 e 230
nm. Per tutti i campioni, sonostatiprocessati circa 9 milioni di cellule e l’RNA estrattoè statorisospesoin 35-80 µL di
acqua.

Esperimento in vivo
Campioni D

Esperimento in vitro
Campioni epatociti
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Disegno dei primers

Perquestatesi sperimentalesonostati selezionatidei geni target in più rispettoagli esperimentiprecedenti,

coinvolti nel metabolismodegli steroidi oggettodi studio.Pertali geni,cosìcomedescritto in precedenza, è

stata effettuatal’analisi bioinformatica al fine di raccogliere le informazioni necessarie per il disegnodei

primers. Sonostatequindi disegnatele coppie di oligonucleotidi, secondoi criteri riportati nella sezione

Materiali e Metodi. Nella tabella 6.2.4 vengonoriportate le sequenzedei primers ottenuti, con le loro

specifiche. Le sequenzedei primers per il gene contrassegnatoda un asterisco sono state gentilmente

concesse da Cantiello (dati personali). Per tutti i geni individuati come target, la verifica della

corrispondenzadellesequenzedei primers e dell’amplificato conil genebovinooggettodi studio (mediante

Blastn), hadatoesitopositivo.

Gene Sequenza primers 5’ � 3’
Lunghezza

Primer
(bp)

Tm
(°C) %GC

Lunghezza
amplicone

(bp)

CYP4A11
F : AACTCGGTTTGCGCCAAGT
R : CCCGATGCAGTTCCTGGAT

19
19

59
59

50
58

78

DHEA-ST
F : GAAGGCCCACGTCTCATCAG
R : GATCACCTTGGCCTTGGATTT

20
21

59
59

60
48

81

17βHSDII*
F : CTTACTTTTCTGGCCAAGAGTTGTTA
R : CAAACCCAGAATCACAACCTGTT

26
23

58
60

38
43

75

PPARα F : GGATGTCCCATAACGCGATT
R : CACACGTAAGGATTTCTGCCTTC

20
23

58
59

50
48

81

Tabella6.2.4: Primers peril saggio in Q RT-PCRdei geni target. Per ciascunprimer forward (F) e reverse (R) vengono
riportate la sequenza, la lunghezza (bp), la temperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonché la lunghezza
dell’ampliconeatteso(bp).
* Cantiello(dati personali)

Messa a punto dei saggi in Q RT-PCR

Per verificare la funzionalità delle varie coppie di primers indicate sopra e per determinarnela

concentrazione ottimale d’uso è stata effettuata la messaa punto impiegandocome templatoun pool di

cDNA di fegatodi bovinoedi epatociti diluito 1:100,comeriportatonegli esperimentiprecedenti.

L’ amplificazione è avvenuta con successoin tutti i geni; inoltre mediante l’analisi delle curve di

dissociazione,è stataverificatal’assenzadi sintesidi dimeri di primers, nonché l’amplificazionedi un solo

ampliconedellatemperaturadi melting attesa.

E’ stata successivamentevalutata l’efficienza di ampli ficazione,allestendo le relative e specifiche curve

degli standard,utilizzandocinquediversediluizioni seriali(rapporto 1:10)dello stessopool di cDNA.

In tabella 6.2.5 si possonoosservarei risultati delle curvestandarddei nuovi geni,messia punto perquesto

esperimento; la linearità vienemantenuta in un range dinamicocompresocomplessivamentetra 7 e10cicli .
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Gene Combinazione
primers (F/R)

Slope R2 Efficienza (%)

CYP4A11 900/300 -3.28 0.99 101.8
DHEA-ST 300/300 -3.20 0.99 105.4
17βHSDII 900/300 -3.31 0.99 100.5
PPARα 900/900 -3.27 0.99 102.2
Tabella 6.2.5: Condizionidi messaa punto dei saggiin Q RT-PCRdei geni target: combinazione dei primers e curve
standard.Vengono riportate le concentrazioni dei primers F e R risultate esserepiù performanti (miglior efficienzadi
amplificazione) ed i parametri delle curvestandard (slope, cioè il coeff iciente angolaredella retta e R2, cioè l’indice di
regressionelineare)con il relativo calcolo dell’effi cienzadi reazione.

Scelta gene reference

Anche per questo esperimentoè stata effettuata un’analisi per la scelta del gene da utilizzarsi come

reference. Tra i geni presiin considerazionesi annoveranoquelli maggiormente impiegati come standarddi

riferimento interno in studi di questo tipo (Toffolatti et al., 2006): beta-actina (ACTB), gliceraldeide-3-

fosfato-deidrogenasi(GAPDH) e glucosio-6-fosfato-deidrogenasi(G6PDH). La primasequenzacorrisponde

adunaproteinaubiquitariadel citoscheletro, la secondaadun enzima ubiquitario coinvolto nel metabolismo

dei carboidrati(glicolisi e gluconeogenesi),la terzaad un altro enzima coinvolto nel normale metabolismo

dei carboidratima ancheresponsabile della protezione dei globuli rossi da danni cellulari e distruzione

prematura.Tra i tre geni, anchein questocaso,è stata sceltal’A CTB, poichénel fegatola suaespressione

rimane pressochécostante (l’ analisi statistica tra i gruppi non è risultatastatisticamente significativa) ed

anchenei tessuti target della steroidogenesinel maschio(testicolo) non risentedel trattamentocon ADD e

DHEA (Lopparelliet al., dati personali).

Invece, il geneB2M, valutato negli altri esperimenti,non è stato qui considerato quale possibilegene

housekeeping in quantonel rattoè risultatoesseremodulatodal trattamentoconDHEA (Gu et al., 2003).

Qui di seguito(figura 6.2.3) vengonoriportati degli esempidi curvedi validazionein cui nello stessografico

vengonopresentatele curve degli standardrispettivamentedel genetarget e del genehousekeeping utilizzato

comeriferimento. Si può notare,anchein questocaso,chele curve sonopressochéparallele.Tale analisi è

stataeffettuatapertutti i geni target oggettodi studio, ma qui vengonoriportati solo degli esempi.
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A

Curve standard ACTB vs CYP1A1
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Curve standard ACTB vs PPARa
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Figura 6.2.3: Grafici delle curve standarddei geni target (A) CYP1A1, (B) UGT2B17, (C) PPARaconfrontatecon
quella del geneACTB, selezionatocome reference. In ordinatasonoriportati i valori dei Ct medi per ogni triplicato,
mentrein ascissala concentrazionedello standarddi cDNA in scala logaritmica.A lato di ciascungraficosonoriportate
le equazioni delle curve,le quali evidenziano chel’ inclinazioneè simile e pertanto le rettesonopressochéparallele.
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Effetto del trattamento con ADD e DHEA in un sistema in vivo ed in epatociti in coltura primaria

La quantificazionerelativa dei campioni è stata eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e

Schmittgen.Nella tabella6.2.6 vengono riportati i dati medi di quantificazionerelativa di ciascungruppo

appartenente all’esperimento in vivo per ciascungeneoggettodi analisi. I dati dei campionidi fegato in

singolo invecevengonoriportati nell’allegato3.

Fold-change (U.A.)

media ± SEMGene

K A D

CYP1A1 1.000 ± 0.093 1.004± 0.106 0.875± 0.215

CYP1A2 1.000 ± 0.069 1.451± 0.203 0.982± 0.183

CYP2B6 1.000 ± 0.200 0.724± 0.271 0.865± 0.570

CYP2C9 1.000 ± 0.148 1.095± 0.151 0.903± 0.303

CYP2E1 1.000 ± 0.191 0.375± 0.114 0.720± 0.303

CYP3A4 1.000 ± 0.107 1.505± 0.184 1.038± 0.216

CYP4A11 1.000 ± 0.147 1.113± 0.184 0.750± 0.190

UGT2B17 1.000 ± 0.120 0.875± 0.100 0.871± 0.038

GSTA1 1.000 ± 0.095 1.059± 0.225 1.018± 0.125

DHEA-ST 1.000 ± 0.128 1.309± 0.183 1.033± 0.140

17βHSDII 1.000 ± 0.112 0.907± 0.103 0.921± 0.248

CAR 1.000 ± 0.123 1.346± 0.121 0.896± 0.172

PXR 1.000 ± 0.157 1.107± 0.063c 0.572± 0.115

RXRα 1.000 ± 0.086 1.100± 0.081 0.833± 0.080

HNF4α 1.000 ± 0.130 1.146± 0.091 0.745± 0.099

PPARα 1.000 ± 0.234 1.331± 0.049c 0.631± 0.113

Tabella6.2.6: Risultati Q RT-PCResperimento “IN VIVO” espressicome fold-change rispettoal gruppodi controllo.
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey
c = A vsD; c: p<0.05
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Anche per gli epatociti la quantificazionerelativa dei campioni è stataeseguitaapplicando il medesimo

metodo. I dati chesi ottengonovengonoinfine normalizzati sul controlloallo stessotempo(incubazioneper

6 ore) ed espressiquindi in unità arbitrarie (fold-change rispetto al controllo chepresentaun valoremedio

pari a 1). Nella tabella 6.2.7 vengonoriportati i dati medi di quantificazione relativa di ciascungruppo

appartenente all’esperimento in vitro per ciascungeneoggettodi analisi.I dati dei campioni di epatocitiin

singolo invecevengonoriportati nell’allegato3.

Fold-change (U.A.)

media ± SEMGene

CTRL ADD DHEA

CYP1A1 1.000 ± 0.106dd,e 0.367± 0.098 0.472± 0.028

CYP1A2 1.000 ± 0.081 0.957± 0.273 0.713± 0.110

CYP2B6 1.000 ± 0.069 1.770± 0.111 2.598± 0.632

CYP2C9 1.000± 0.099eee 1.107± 0.152fff 2.948 ± 0.092

CYP2E1 1.000± 0.063e 1.014 ± 0.171f 0.323 ± 0.028

CYP3A4 1.000 ± 0.201 1.065± 0.122 1.525± 0.053

CYP4A11 1.000 ± 0.082 1.085± 0.204 2.068± 0.664

UGT2B17 1.000 ± 0.134 1.179± 0.064f 0.611 ± 0.008

GSTA1 1.000 ± 0.080ee 1.342 ± 0.103f 1.813 ± 0.063

DHEA-ST 1.000 ± 0.117ee 1.299 ± 0.127f 1.928 ± 0.100

17βHSDII 1.000± 0.139e 1.323± 0.069 1.978± 0.458

CAR 1.000± 0.061e 0.774 ± 0.158f 3.987 ± 2.070

PXR 1.000± 0.024eee 0.733± 0.103fff 4.199 ± 0.805

RXRα 1.000 ± 0.033ee 0.920± 0.045ff 1.637 ± 0.281

HNF4α 1.000 ± 0.069 1.405± 0.088 1.570± 0.363

PPARα 1.000 ± 0.105ee 0.922± 0.095ff 2.290 ± 0.515

Tabella 6.2.7: Risultati Q RT-PCR esperimento “IN VITRO” espressicomefold-change rispettoal gruppodi controllo
allo stessotempo (6h)
Analisi statistica:ANOVA + posttestdi Tukey
d = CTRL vs ADD; dd: p<0.01
e = CTRL vsDHEA; e: p<0.05,ee: p<0.01, eee: p<0.001
f = ADD vsDHEA; f: p<0.05, ff : p<0.01,ff f: p<0.001

Qui di seguito sonoriportati i grafici dei geniche,dopol’analisi statisticadei valori di espressionerelativa,

sono risultati significativamente modulati dal trattamento con i due composti, rispettivamente per

l’esperimentoa (in vivo) eb (in vitro).
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Tra le due isoforme di CYP1A selezionate,solo l’i soformainducibile CYP1A1 è risultata modulata dal

trattamentocon ADD e DHEA, tuttavia solo nel casodell’esperimentoin vitro. Infatti, entrambii composti

nel sistemain vitro hannodeterminatoun’inibizione statisticamentesignificativa dell’espressione di questa

isoforma,più spiccata nel casodell’ADD (p<0.01 CTRL vs ADD e p<0.05 CTRL vs DHEA; vedi figura

6.2.4).

Figura 6.2.4: Espressionedi CYP1A1a seguitodel trattamento con ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema in
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressi come valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
d = CTRL vs ADD; dd: p<0.01 e = CTRL vsDHEA; e: p<0.05

Anche nel casodei citocromi CYP2B6 e CYP2C9 il trattamentonel sistemain vivo non ha sortito alcun

effetto. Negli epatocitiinvece, i duecompostihannodeterminatoun’induzionedel CYP2B6, più spiccatada

partedel DHEA, seppurnon significativa a causadell’eccessivavariabilitàbiologicaevidenziata; il DHEA,

invece, ha determinatoun incremento significativo dell’espressionedel CYP2C9sia rispettoalle piastre di

controllo,sia rispettoalle piastre incubate conADD (p<0.001,CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA) comesi

evincedalla figura6.2.5).
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Figura 6.2.5: Espressionedi CYP2C9a seguito del trattamento conADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistema in
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
e = CTRL vsDHEA; eee: p<0.001 f = ADD vsDHEA; fff : p<0.001

L’ espressionedel CYP2E1nel fegato bovino cosiccomequelladel CYP2B6,risente molto della variabilità

interindividuale e per questomotivo le differenze evidenziate nel sistemain vivo sono ai limi ti della

significatività: appareinfatti un trend all’i nibizioneper entrambele molecole,ma più consistentenel caso

della somministrazionedi ADD. Nella coltura primaria, invece, l’inibizione del CYP2E1 a seguito del

trattamentoconDHEA appare statisticamentesignificativa(p<0.05CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA: vedi

figura 6.2.6). Questa stessamolecolaha modulato positivamentenegli epatociti l’espressione di CYP3A4 e

CYP4A11manonin modosignificativo.

Figura 6.2.6: Espressionedi CYP2E1 a seguito del trattamento conADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema in
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey.
e = CTRL vsDHEA; e: p<0.05 f = ADD vsDHEA; f: p<0.05
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Perquanto riguardainvecegli enzimi di faseII considerati(UGT2B17,GSTA1 e DHEA-ST), nel sistema in

vivo non sono stateevidenziatedelle differenze di alcun tipo. Nel sistemain vitro, invece,l’ADD non ha

sortito alcun effetto di rilievo, mentre l’incubazione degli epatociti per 6 ore con DHEA, ha determinato

un’inibizionepari alla metàrispetto al controllo dell’espressionedell’UGT2B17 (p<0.05ADD vs DHEA) ed

un’induzionedi un fattore di 1.75volte di GSTA1 e DHEA-ST (p<0.01CTRL vs DHEA e p<0.05ADD vs

DHEA: vedi figure6.2.7,6.2.8e 6.2.9). 

 

Figura 6.2.7: Espressionedi UGT2B17a seguito del trattamento conADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistemain vitro). Dati espressicomevalore medio ± SEM rispettoal
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
f = ADD vsDHEA; f: p<0.05

Figura 6.2.8: Espressionedi GSTA1a seguito del trattamento conADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
e = CTRL vsDHEA; ee: p<0.01 f = ADD vsDHEA; f: p<0.05
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Figura 6.2.9: Espressionedi DHEA-ST a seguito del trattamentocon ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistemain vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
e = CTRL vsDHEA; ee: p<0.01 f = ADD vsDHEA; f: p<0.05

La 17βHSD di tipo II è un enzima coinvolto nella steroidogenesi di testosterone, estradiolo, 5-

androstenediolo e diidrotestosterone; si ritiene inoltre responsabiledella conversionedell’ADD in 17β-

boldenone.Nel sistema in vivo questoenzima non viene modulatodal trattamento,mentrenegli epatociti

subisceun’induzione che segue il trend CTRL>ADD>DHEA, raggiungendola significatività nelle piastre

incubateconDHEA 100uM (p<0.05CTRL vs DHEA: figura6.2.10).

Figura 6.2.10: Espressionedi 17βHSDII a seguito del trattamento conADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistemain vitro). Dati espressicomevalore medio ± SEM rispettoal
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media = 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey.
e = CTRL vsDHEA; e: p<0.05
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Per quanto riguardainvecei recettori nucleariCAR, PXR, RXRα e PPARα, la somministrazione dei due

compostiai vitelloni non ha provocato variazioni nei profili di espressione,eccetto per PXR e PPARα, nel

gruppotrattatocon 50 mg/capodi DHEA dovesi è osservato un’inibizionesignificativarispettoal gruppo

trattatocon ADD secondolo stessodosaggio(p<0.05ADD vs DHEA). In vitro, l’espressionedi tutti i sopra

citati geni (compresoHNF4α anche senon in modosignificativo), ha subito un incrementopari a 1.5 - 4

volte nelle piastreincubate conDHEA (p<0.05CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA perCAR, p<0.01 CTRL

vs DHEA e ADD vs DHEA perPXR, p<0.01CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA perRXRα e PPARα: vedi

figure 6.2.11,6.2.12,6.2.13e 6.2.14).

Figura 6.2.11: Espressionedi CAR a seguito del trattamentocon ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
e = CTRL vsDHEA; e: p<0.05 f = ADD vsDHEA; f: p<0.05

Figura 6.2.12: Espressionedi PXR a seguitodel trattamentocon ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistema in
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
c = A vsD;c: p<0.05 e = CTRL vsDHEA;eee: p<0.001 f = ADD vsDHEA;fff : p<0.001
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Figura 6.2.13: Espressionedi RXRα a seguitodel trattamentoconADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
e = CTRL vsDHEA; ee: p<0.01 f = ADD vsDHEA; ff : p<0.01

Figura 6.2.14: Espressionedi PPARα a seguito del trattamentoconADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema in
vivo) e (b) in epatociti in coltura primaria (sistema in vitro). Dati espressicome valore medio ± SEM rispetto al
corrispondente gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey
c = A vsD; c: p<0.05 e = CTRL vsDHEA; ee: p<0.01 f = ADD vsDHEA; ff : p<0.01
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6.3. DISCUSSIONE

Ad oggi, per lo studio del Drug Metabolism(DM), sonodisponibili molti sistemiin vitro, checomprendono

le preparazionimicrosomiali, le fettine di fegato, le linee cellulari di epatomae le colture primarie di

epatociti. Quandosi valutano le biotrasformazioni degli xenobiotici per predireil metabolismo epaticoin

vivo, è vantaggiosoavere a disposizioneun sistemain vitro chemantengale caratteristichedell ’epatocita in

vivo, con il suocompleto corredodi enzimi biotrasformativi, proteineresponsabilidel legamecon i farmaci

ed i recettori di membrana.Gli epatociti isolati, a questoproposito, si sono dimostrati molto utili in questo

tipo di studi, in particolare per la valutazione delle differenzedi specienel metabolismo,ma purtroppo

presentanouna duratatroppo breve per studi di induzioneenzimaticao per valutarereazioni metaboliche

molto lente(Montesissaet al., 1996). Negli anni, però, sonostati pubblicati molti studi sull’ usodi epatociti

primari in speciedi interesseveterinario, compresii ruminanti(Van’t Klooster et al., 1992; Kuilman et al.,

1998;Kuilman et al., 2000). Gli epatociti in colturaprimaria, dal canto loro, rappresentanol’unico modello

in vitro indicato per gli studi a medio-lungo termine. Questo sistema, infatti, permette di studiare

contestualmentela produzionedi metaboliti, l’induzionee/o l’inibizione enzimatica, nonchéla citotossicità.

Ciononostante, anche negli epatociti in coltura primaria, alcune funzioni del DM o altre proprietàdelle

cellule differenziate vengono mantenute per brevi periodi di tempo: basti pensareper esempio alla

diminuzionedel contenuto di CYP in seguitoalla messa in coltura(Eeckhoutte et al., 2002).

Perquanto riguardagli animali dareddito,sonostati condotti diversistudi relativi all’ottenimentodi colture

primariedi epatociti;tra i più recentisi possonoannoverarequelli relativi al suinoe al coniglio (Eeckhoutte

et al., 2002;Sinclairet al., 2005;Schnelzeret al., 2006;Lorenti et al., 2006;Ma et al., 2003;Montesissa et

al., 2004;Kuniedaet al., 2003).

In questo studio, è stato scelto il metodo della coltura primaria di epatociti per valutare gli effetti sul

metabolismo di alcuni precursori endogeni ed esogeni degli steroidi sessuali (DHEA e ADD,

rispettivamente),impiegati a scopoillecito nel bovino da carne; successivamentesi è voluto confrontare

questirisultati conquelli ottenuti in vivo in vitelloni trattatia scopoillecito conle stessemolecole.

Innanzitutto, il primo obiettivo è stato quello di mettere a punto nel nostro laboratorio un protocollo

standardizzatoed affidabile di isolamentodi epatocitidi bovino in coltura primaria. Il metodoriportato si

basasulle modalità precedentemente descritte in letteratura per il ratto, il maiale ed i ruminanti, bovino

compreso (Seglen, 1976; Van’t Klooster et al., 1992; Montesissaet al., 1996; Coulet M et al., 1998;

Kuilman et al., 1998;Kuilman et al., 2000).I relativamentebassivalori di rilascio della LDH (17% e 27%

rispettivamente nella prima e nella secondacultura), al di sotto del valore soglia del 30% indicato da

Kuilman et al. (1998) e l’alta percentuale di vitalità ottenuta(88%) in fasedi isolamento,suggerisconocheil

sistema in vitro adottatoin questo lavoro possaessereconsiderato affidabile ed applicabilenegli studi di

metabolismo. Nel presente studio è statavalutatala capacità biotrasformativa a livello genico, proteicoe di

attività cataliticain colture primarie di epatociti incubati con ADD e DHEA 100 µM, nonchécon il solo

veicolo (metanoloall’1%).
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L’espressionegenica è stata valutata considerando un panel di 16 geni del metabolismoossidativo e

coniugativo, nonchéi fattori di trascrizionecorrispondenti,in piastre incubateper1.5,3 e 6 oresecondouna

cineticadi reazione: per ogni tempoeranodisponibili dueduplicati biologici per ciascunadelle duecolture

(eccettoperil trattamentocon DHEA che purtroppoè statoeffettuatoin duplicatomain unasolacoltura). In

questo esperimentosono stati processati contestualmente nel nostro laboratorio i monostrati per la

valutazionedell’espressione genicain Q RT-PCR ed i terreni di coltura per la valutazionedei metaboliti

prodotti in spettrometriadi massa.L’ espressioneproteica delle isoforme CYP2B e CYP3A e le attività

catalitichecorrispondenti (16β-, 6β- e 2β-testosterone idrossilasi) invecesonostate valutatenei microsomia

24 ore di trattamentoper conseguirei dati del metabolismoend-point. In questolavoro, ristretto ai risultati

dell’espressionegenica,non sono stati riportati i dati relativi ai metaboliti prodotti ed agli effetti post-

traslazionali perchétuttora in corso di studio ed oggetto di altre future pubblicazioni (Gallina et al., dati

personali; Capolongo et al., dati personali; Giantin et al., dati personali). Inoltre,pur essendostateeffettuate

tutte le analisiai diversi tempi di incubazione,sonostati qui riportati solo i risultati dell’espressione genica

relativi alle 6 ore,periododi temponecessarioperla manifestazionedi effetti apprezzabili edegnidi nota.

Il protocollo di estrazionedi RNA totale dacellulemessoa puntoperquestolavoro hapermessodi ottenere

un estratto caratterizzato da buoni indici di purezza e da una qualità accettabile (perdita parziale

dell’integrità): questamatrice infatti, pur non richiedendouna fase di omogeneizzazione prolungata, è

risultata piuttostodelicatae complessaedha richiesto,in più di qualchecaso,unanuovaestrazioneperpoter

conseguire un templato idoneo alle successivefasi di amplificazione.Non va infatti tralasciato che nel

terrenodi colturapossono essere presentireagenticontaminanti in gradodi inibire le fasi di retrotrascrizione

ed amplificazione e che devono, per quantopossibile, essere eliminati. L’estratto di RNA a partire da 9

milioni di cellule è risultato comunquepiù diluito rispettoa quello ottenutodai campionidi fegatodi circa

70-80 mg.

Per la valutazione dell’espressionegenicaè statoutilizzato un set di saggiin Q RT-PCRgià utilizzati negli

esperimenti precedenti, comprendentigli enzimi biotrasformativimaggiormentecoinvolti nel metabolismo

ossidativo e coniugativo bovino nonchéalcuni fattori di trascrizione.Perquestolavoro peròsonostatimessi

a punto anche dei saggi specifici per alcuni enzimi ed un recettore nucleare (CYP4A11, DHEA-ST,

17βHSDII e PPARα) presumibilmentecoinvolti nel metabolismo specifico di ADD e DHEA anchenel

bovino. Nel complesso,sono stati messi a punto dei saggi caratterizzati da una buona specificità ed

efficienzadi amplificazione (compresanel range di accettabilità),che,abbinati adunasceltamiratadel gene

reference, hannopermessola quantificazionerelativa dei campionioggettodi analisi.

In generale,da una prima stima delle curve di amplificazioneottenute,è statoevidenziatoche i vitelloni

presentavano unaconsistente variabilità individualesiaall’interno dello stessogruppo(perquantoriguardai

geni target), sia tra i diversigruppi sperimentali (considerandoil genereference), mentrei duplicatibiologici

degli epatociti, nell’ambito della stessa coltura, erano caratterizzati da profili di amplificazione

sovrapponibili,chenel casodel genereference, descrivevanoun unico fasciodi curvecompatto.Da questa

prima considerazionerisulta che il sistemain vitro consente l’acquisizionedi risultati molto più ripetibili
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rispettoal sistemain vivo. Tuttavia i dati ottenutidistintamentedalleduecolturesi discostavanogli uni dagli

altri e pertanto,perpoter mediareedanalizzarei dati,è statonecessario utilizzare dei fattori di correzionetra

le duecolture.

Scendendopiù nel dettaglio, la quantificazionerelativa dei trascritti consideratiin campioni di fegato

appartenenti a vitelloni di razzaValdostana, trattati sperimentalmentecon50mg/capodi ADD o DHEA, non

ha permessodi rilevare alcun effetto di rilievo: non ha determinato infatti alcuna variazione a carico

dell’espressione degli enzimi di fase I, confermando quanto evidenziato in precedenza

dall’immunoelettroforesi delle isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2C e CYP3A e dalle attività catalitiche

relative (Giantinet al., dati personali; Carlettie Capolongo,dati personali).

L’ unico effetto, consecutivo alla somministrazionedi ADD è stataquella di inibire, anche senon in modo

significativo, l’espressionedel CYP2E1: questo risultato potrebbe essere parzialmente giustificato dal

risultato ottenutoin uno studio effettuato da Zamaratskaiaet al. (2007), nel quale era stata evidenziata

un’inibizionesignificativa delle attività cataliticheCYP2E-dipendentiin microsomiepaticidi suinoa seguito

del trattamentocon lo steroide androsterone. Inoltre, nel precedenteesperimentodella presentetesi è stato

dimostratocomeil CYP2E1 siaunodei genimaggiormenteresponsiviall’azionedegli steroidi.

Il trattamentocon DHEA, invece,ha determinatoun’inibizione significativa dell’espressione dei recettori

PXR e PPARα nel gruppoD rispettoal gruppo A: questorisultato però è parzialmentein contrasto con

quanto riportato in letteratura. E’ noto infatti che in uomo e ratto il recettore PPARα è il maggiore

responsabile del meccanismo d’azione del DHEA (essendoquest’ultimo un suo ligandospecifico) e viene

indottoadalteconcentrazioni daquestostessocomposto(Mastrocolaet al., 2003); il PXR inoltre è coinvolto

nel meccanismo di azionedel DHEA nel ratto, poichésomministrazioni esogenedi DHEA in questaspecie

determinanooltreall’ induzionedi PPARα e CYP4A,anchedi PXRe CYP3A23 (Kohalmyet al., 2007).

L’ effetto inibitorio riscontrato per questiduerecettoripuò esserelegato al bassodosaggio impiegatonella

sperimentazione in campo;infatti lo stessoMastrocola riportachebassedosidi DHEA, somministrate a ratti

per lunghi periodi(nel suocasospecifico 4 mg/giornoper3 settimane)nonsonoin gradodi attivare il PPAR

e la beta-ossidazione,esercitando bensìun effetto protettivoantiossidantenei confrontidella perossidazione

lipidica.

Perquantoriguardainveceil sistema in vitro, in cui epatociti in colturaprimaria sonostati incubatiper6 ore

consoluzioni100µM di ADD e DHEA, molti genisonostati modulati dal trattamentoconle duemolecole:

gli effetti sonostati più limitati nel casodel trattamentocon ADD, mentremolto più marcati e diffusi per

DHEA. L’incubazioneconADD hadeterminato infatti solamenteun’inibizionesignificativa del CYP1A1e

non del CYP1A2 (molto blanda):questorisultatoconfermaquantoprecedentementeosservato per l’attività

catalitica CYP1A-dipendente in microsomiepatici di vitelli a carnebiancatrattati con un’associazionedi

ADD e boldenone, estradiolo e testosterone,estradioloe boldenone(Merlanti et al., 2006; Merlanti, 2005) ed

in microsomidi ratto incubati conconcentrazioniµM di differenti steroidi(Klinger et al., 2002).
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Il DHEA invece,haprovocatotra gli enzimidi faseI considerati,un’inibizionesignificativa dell’espressione

di CYP1A1 e CYP2E1 e, al contrario, un’induzione di CYP2C9 (p<0.001), di CYP2B6, CYP3A4 e

CYP4A11(ai limiti della significativi tà).

L’effetto induttivo qui descrittoè ampiamentedocumentatoin letteratura in epatocitiumaniper tutte e 4 le

isoforme sia a livello di espressionegenicasia a livello di attività catalitica, per il coinvolgimentonella

regolazionedi PXR, CAR e PPARα (Kohalmyet al., 2007).Inoltre, in uno studio effettuato in bovini trattati

con 1 g di DHEA al giorno per 7 giorni, è stato evidenziato tra tutte le sequenzepresenti sulla piattaforma

microarray bovino-specifico, un incrementopari a più di duevolte dell’espressionedi CYP2C9rispetto al

controllo (Rijk et al., 2006). Nel ratto, invece, a seguito del trattamentocon DHEA, è stato notato

inspiegabilmente undecremento dell’espressionedel CYP2C11(Kohalmyet al., 2007;Guet al., 2003).

I risultati ottenuti per il CYP1A1 concordano perfettamenteconquanto riportatoin letteratura, limitatamente

all’attività cataliticadi questastessaisoforma: è già statoinfatti evidenziatol’ effetto inibitorio degli steroidi

sull’ attività catalitica 1A-dipendente (Kli nger et al., 2002); inoltre la diminuzione dell’espressione del

CYP2E1è in linea con i risultati ottenuti nelle prove sperimentali descrittenei capitoli precedenti, in cui

vitelloni dacarnesono stati trattati conaltri steroidi (DEX edE2), ancheseadoggi non si conosceancora il

meccanismodi regolazionecoinvolto.

Per quantoriguardainvecegli enzimi di faseII, i trascritti di UGT2B17, GSTA1, DHEA-ST, scelti per il

loro noto coinvolgimento nella coniugazionedegli steroidi (You, 2004), sono stati modulati in modo

rilevantea seguitodell’in cubazionecon DHEA. In particolare,UGT2B17è statainibita del 50%rispetto alle

piastredi controllo: questorisultatopurtroppononè concordeconquantoriportatoin letteratura;infatti, pur

essendo risultatougualmenteun generesponsivo al trattamentoanche nel lavoro prima citatodi RijK et al.

(2006), in tale studio viene al contrario indotto dalla somministrazionedi DHEA in vivo. L’incremento

dell’espressionedi GSTA1 qui riscontrato invece,concordaperfettamentecon quantoriportato dallo stesso

autoreed è ascrivibile ad un meccanismo di induzioneda substrato(You, 2004). Infine, anche l’enzima

DHEA-ST, detto anche SULT2A1, altamente espressonel fegato e responsabiledella coniugazione

preferenziale del DHEA, il qualeviene convertito a suavolta nella forma attiva e circolante, è risultato

indottodal DHEA stesso: probabilmente, anchequesto effettoè substrato-dipendente e si realizza attraverso

l’attivazione dei recettori responsivi PXR, CAR, RXRα, Farnesoid X receptor e Vitamin D receptor, come

descrittoda Echchgaddaet al., 2004a,Echchgaddaet al., 2004bedEchchgaddaet al., 2003.

La 17βHSD tipo II invece,corrisponde ad un enzima coinvolto nella clearance e nel metabolismo degli

steroidisessuali nel fegato umano(Narasakaet al., 2000)edè responsabile dellaconversionereversibiletra

estroneed estradioloe tra androstenedione e testosterone,che determinanoun’inattivazione in loco degli

steroidi attivi (Suzuki et al., 2000); catalizza inoltre l’ult imo step chiave nella sintesi di androgeni ed

estrogeni,poiché essi richiedono la presenza di un gruppo ossidrili co in posizione 17β del loro nucleo

steroideo (Luu-The, 2001). Nel sistema in vitro, anche questo enzima ha subito un incremento

nell’espressione,visto il suo coinvolgimentonel metabolismodegli steroidisessuali.
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Risultati in linea con l’incrementodell’espressione sopraevidenziatoper DHEA-ST e 17βHSD, sonostati

ottenuti anchein un altro studioeffettuatocontestualmentenel nostrolaboratorio,in cui sonostatianalizzati

gli stessi nonchéaltri geni coinvolti nella steroidogenesinel testicolo appartenenteagli stessi vitelloni

descritti nell’esperimento in vivo (Lopparelliet al., dati personali).

Infine, per quanto riguarda i recettori orfani CAR, PXR, RXRα e PPARα, l’incubazionecon DHEA ha

determinatoun incremento significativo della loro espressionedi 1.5 - 4 volte rispetto al controllo (per

HNF4α non in manierasignificativa). Questorisultatoè imputabile al fatto chetutti i sopraccitatirecettori

presentanoquale ligando specifico questa stessa molecolae, a seguitodella loro interazione, attivano la

trascrizione di tutta una serie di enzimi coinvolti nel suo metabolismo,tra i quali il sistemadel CYP

(Kohalmy et al., 2007; Guet al., 2003). 

Il diverso comportamentoriscontrato in vivo ed in vitro potrebbeessereascritto in particolarealla dose

utili zzata: se si pensainfatti che4 mg/capo/giorno per 3 settimanevengonoconsiderati un bassodosaggio

nel ratto (Mastrocolaet al., 2003), l’ impiego di 50 mg/capouna volta a settimanaper 5 settimanein un

bovino di 400 kg rappresenta veramenteunadoseirrisoria. D’altro canto, invece, si può supporreche una

soluzione 100 µM di un certo principio attivo impiegatain vitro possaessereparagonata ad una dose

giornaliera in vivo di 1 g dello stesso compostosomministrataper 7 giorni consecutiviad un vitellone

(dosaggioimpiegatonello studio di Rijk et al., 2006). Questi motivi possonogiustificare l’ assenzadi effetti

rilevanti a livello catalitico,proteicoe genico, e la presenzadi uneffetto protettivo antiossidante del DHEA a

bassedosi nel sistema in vivo, nonché un considerevoleeffetto metabolicoe pro-ossidante nel sistemain

vitro.

Inoltre occorreconsiderare cheil sistema in vitro rappresentasolamenteunasemplificazionedell ’organismo

in toto, in quantodiffi cilmente mima tutti i processifarmaco- o tossicocinetici che avvengono in vivo

(Freshney,2001).Negli epatociti in coltura primariainfatti il compostovienedirettamentea contattocon la

cellula epaticaalla dosedi impiegoe nonsubiscei fenomeni di assorbimento,distribuzione,metabolismoed

eliminazione,che incidono sulla biodisponibilità effettiva del compostonell’organismo.Perquestomotivo

risulta molto difficile stimare la concentrazionedi una molecola da utilizzare in vitro sulla basedi un

dosaggio impiegatoin vivo, senonattraversounostudiodi farmacocineticadel composto.Inoltre le colture

primariedi epatocitipresentanoun ulteriore limite, che consistenella perdita progressiva dell’attività P450-

dipendente, evidentedopo72 oredi piastramentonel coniglio (Eeckhoutte et al., 2002). In questocasoperòi

tempidi incubazionesonostati piuttostoristretti (massimo6 ore pergli studidi genomica)e nonè mai stata

evidenziataunadiminuzionedi espressionedei CYP negli intervalli di tempoconsiderati (1.5,3 e 6 ore: dati

non presentati). Ciononostante,questo metodoalternativoin vitro è risultato essereun valido sostitutodelle

sperimentazioni in campo soprattutto per la sua rapidità e riproducibilità intra-coltura. Tuttavia, sono

necessarieulteriori prove sperimentali, volte alla validazionedi un protocollo standardizzato di isolamento,

in gradodi ridurre la variabilità inter-colturadanoi stessiriscontrata.
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ESPRESSIONE DI ALCUNI ENZIMI BIOTRASFORMATIVI

E DEI RELATIVI FATTORI DI TRASCRIZIONE

NEL FEGATO DI VITELLI A CARNE BIANCA

TRATTATI A SCOPO ILLECITO CON DESAMETAZONE

CANTIELLO M., GIANTIN M., CARLETTI M., CAPOLONGOF.,LASSERREF., BOLLO E., NEBBIA C.,

MARTIN PGP., PINEAU T., DACASTOM. (2008):

Effect of the illicit administration of dexamethasoneuponthe liver cytochrome P4503A expression in veal
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7.1. MATERIALI E METODI

Campioni biologici

Perquesta sperimentazionesonostati utili zzati 15 vitelli a carnebiancadi razza Frisonadell’età di 4 mesi,

stabulatipressoun allevamento autorizzatocomeStabilimentoutil izzatoredell’Universitàdi Torino, sito in

Fossano(TO). Gli animali sonostati sottopostiai seguenti trattamenti:

� Gruppo DTO (n = 5, pesomedio 166 ± 12 kg): trattati con desametazone21 fosfato sodico (DEX:

Desashock® ) alla dosedi 0.4mg/capo/giorno per os per23giorni;

� GruppoVTO (n = 5, pesomedio170± 17 kg): trattati conDEX 21 isonicotinato(Voren®) alla dosedi 2

mg/capopervia intramuscolare(IM) per2 volte a distanzadi 8 giorni;

� GruppoKTO (n = 5, 176 ± 18kg): nonsottopostoa trattamento(controllo).

Il DEX somministrato per os è statosomministrato ogni giornoconil lattericostituito. Il giornoantecedente

la macellazionegli animali sonostati postia digiuno.Il giornosuccessivo,gli stessisonostatipesatie quindi

macellati secondola normativa vigente.Il fegatoè stato prelevato, pesatoe quindi si è procedutoai prelievi

delle aliquoteperle indagini di biologiamolecolareeallapreparazionedelle frazioni subcellulari.

Estrazione RNA totale da campioni di fegato e valutazione quali- e quantitativa dell’estratto

Sono stateutilizzatele stesse procedure riportatea pagina75e107.

Trascrizione inversa (RT)

E’ stato seguitolo stessoprotocollo riportatoapagina109.

Selezione geni target

NellaTabella7.1.1, sonoriportati i geni selezionatiper le successiveanalisidi quantificazionerelativa.

Gene target Nome ID GenBank
CYP2B6 CitocromoP4502B6 NM_001075173
CYP2C9 CitocromoP4502C9 XM_612374
CYP3A4 CitocromoP4503A4 NM_174531

CAR Costitutive androstan receptor NM_001079768
PXR Pregnan X receptor XM_582516

RXRα Retinoid X receptor isoformaα XM_881943
HNF4α Hepatocyte nuclear factor 4α NM_001015557

GR Recettoreglucocorticoidi ENSBTAT00000025941
Tabella7.1.1: Lista dei geni bovini selezionatiper il saggiodi Real Time PCR.

Scelta dei primers

Sono stateseguitele stesseindicazioni riportatea pagina111.
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Real Time PCR (Q RT-PCR)

E’ statoseguitolo stessoprotocollo riportatoapagina112.

Allestimento delle frazioni subcellulari epatiche microsomiali e citosoliche

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina117.

Dosaggio delle proteine microsomiali

E’ statautili zzatala medesimaprocedurariportataa pagina118.

Immunoelettroforesi

E’ stataoggettodi analisi solo l’ isoformaCYP3A ed è stata util izzatala medesima procedurariportata a

pagina134.

Analisi dei dati ed analisi statistica

I dati ottenuti dalla Q RT-PCR e dall’immunoelettroforesi sonoespressicomemedia ± DS (Allegato 4).

L’ analisi statistica perevidenziaredifferenzetra i gruppidi controllo e quelli sottopostia trattamento,è stata

eseguitadal programmaGraphPadInstat2.01 (SanDiego,CA, USA), utilizzando il test ANOVA (one-way

Analysis of Variance). In casodi variazionisignificative è stato eseguitoil post-testTukey (Tukey-Kramer

multiple comparisons test). Eventualidifferenzetra i gruppivengonoconsideratesignificativesoloper valori

di p<0.05.
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7.2. RISULTATI

Questoesperimentoera parteintegrante dellaTesidi DottoratodellaDr. MichelaCantiello:in quelcontesto

erano state valutate le attività catalitiche CYP3A-dipendenti,nonchéla relativa espressionegenica, nel

fegato, mediantel’uso della tecnica di Northern Blotting. I risultati dell’attività catalitica tratti dalla sopra

indicata tesi,vengonoqui citati per consentireunacomparazioneconi dati oggetto invecedellapresentetesi,

relativi a immunoelettroforesie Q RT-PCR,macheglobalmentesonooggettodella medesimapubblicazione

(Cantiello et al., 2008b).

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’RNA estratto

La qualità dell’RNA estrattoè stata valutataper i 15 campionimedianteelettroforesi sugel di agarosio1%:

sono state confermatel’assenza di contaminazioneda parte del DNA genomico e l’accettabile integrità

dell’estratto.

Nella tabella7.2.1 vengono riportati i dati di concentrazione e di purezzadegli estrattied in figura 7.2.1

invecegli spettridi assorbimentoottenuti durantela letturadi alcunicampionial NanoDrop.

Gruppo Campione Concentrazione
RNA (µg/µL)

Abs
260/280

Abs
260/230

K1 0.86 2.03 2.00
K2 1.37 2.03 2.02
K3 2.28 2.01 1.33
K4 1.62 2.03 1.75

KTO

K5 1.92 2.00 1.19
D1 1.67 2.03 2.05
D2 0.92 2.03 2.01
D3 1.04 2.02 2.05
D4 2.88 2.02 1.91

DTO

D5 1.37 2.02 1.67
V1 1.79 2.04 2.03
V2 2.36 2.01 1.69
V3 1.27 2.02 1.68
V4 1.10 2.03 2.01

VTO

V5 1.12 2.03 1.99
Tabella 7.2.1: concentrazione e purezzadei campioni di RNA estratti a partiredai campionidi fegatoappartenentiai
vitell i a carnebianca oggettodi studio.Vengonoriportati i dati di concentrazionein µg/µL ed i rapporti tra i valori di
assorbanzaa 260, 280 e 230nm. Per tutti i campioni, sono stati processati circa60-70 mg di tessuto e l’RNA estratto è
statorisospesoin 50-100µL di acqua.
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A

B

C

Figura 7.2.1: grafici di assorbanza ottenuti dall’analisi degli estratti K2, D1 e V4 (A, B, C, rispettivamente) con il
NanoDrop;si nota il picco di assorbimentodegli acidi nucleici a 260 nm.
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Disegno dei primers e messa a punto dei saggi in Q RT-PCR

Le coppiedi primers utilizzate in questaprovasperimentale,specificheperi genibovini CYP2B6,CYP2C9,

CYP3A4, CAR, PXR, RXRα, HNF4α e GR, corrispondonoa quelle scelte e messea punto per gli

esperimenti descrittiin precedenza.

Scelta gene reference

A seguitodell’analisi riportata a pagina 144, effettuataallo scopodi determinare il gene housekeeping

idoneo per la quantif icazione relativa, è stato scelto ed utilizzato il genecodificante per la beta-actina

(ACTB).

Qui di seguito (figura7.2.2) vengonoriportati degli esempidi curvedi validazione,nei quali si evidenzia che

le curve degli standarddel gene target e reference presentanopressochéla stessa inclinazione e sono

pertanto parallele.

A
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Curve standard ACTB vs HNF4a
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Figura 7.2.2: Grafici delle curve standard dei geni target (A) CYP3A4, (B) HNF4α confrontatecon quella del gene
ACTB, selezionato comereference. In ordinatasonoriportati i valori dei Ct mediperogni triplicato, mentrein ascissa
la concentrazionedello standard di cDNA in scala logaritmica. A lato di ciascungrafico sono riportate le equazioni
delle curve,le quali evidenzianochel’inc linazioneè simile e pertanto le rette sonopressochéparallele.
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Effetto del trattamento con DEX in vitelli a carne bianca

Espressione genica in Q RT-PCR

La quantificazionerelativa dei campioni è stata eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e

Schmittgen.Nella tabella7.2.2vengonoriportati i dati medidi quantificazionerelativadi ciascungruppoper

ciascungeneoggettodi analisi, mentrei dati dei campioni di fegatoin singolovengonoriportati nell’allegato

4. 

 

Fold-change (U.A.)
media ± SEMGene

KTO DTO VTO

CYP2B6 1.000 ± 0.468 1.300± 0.412 1.202± 0.504
CYP2C9 1.000 ± 0.118 1.462± 0.393 2.373± 0.645
CYP3A4 1.000 ± 0.098 0.794± 0.092 0.840± 0.179

CAR 1.000 ± 0.112 1.087 ± 0.105 1.039± 0.164
PXR 1.000 ± 0.176 1.118± 0.193 1.182± 0.292

RXRα 1.000 ± 0.135 1.053± 0.142 0.987± 0.063
HNF4α 1.000 ± 0.191 1.012± 0.128 1.278± 0.202

GR 1.000 ± 0.091bb,c 1.256± 0.096 1.730± 0.102
Tabella 7.2.2: Risultati Q RT-PCResperimento“DEX vitelli a carne bianca” espressi come fold-change rispetto al
gruppo di controllo
Analisi statistica:ANOVA + Tukey’s posttest
b = K vsD; bb: p<0.01
c = D vsV; c: p<0.05

Il trattamentoconDEX non hadeterminatoeffetti di ril ievosull’espressioneepaticadei CYP2B6,CYP2C9e

CYP3A4. L’elevata variabilità interindividuale riscontrataha infatti determinato un appiattimento dei

risultati ottenuti per CYP2B6 e CYP2C9:in particolare,nel casodi CYP2C9, il trattamentocon DEX ha

causatoun incrementonon statisticamentesignificativo dell’espressionedi tale enzima (1.5 e 2 volte per i

trattamenti per os e per via intramuscolare,rispettivamente). Nel casodi CYP3A4 si assiste invecead un

trend all’inibizione, anchein questocasononsignificativo.

Tra i recettori nuclearianalizzati, solo l’espressionedi GR hasubito un incremento a seguitodel trattamento

con DEX: in particolare,la somministrazione per via IM ha determinatoil maggioreffetto induttivo, sia

rispettoal gruppodi controllo, sia rispetto al gruppotrattatopervia orale (p<0.01 K vs V e p<0.05D vs T).

Talerisultatovieneriportato in figura 7.2.3.
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Figura 7.2.3: Rappresentazione box and whiskers dell’ espressione genica di GR rispetto al gruppo di controllo (K;
media= 1) nel fegatodi vitelli a carnebiancatrattati con DEX somministrato per os (D) o pervia IM (V). Dati espressi
come valore medio ± SEM. Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey.
b = K vsV; bb: p<0.01 c = D vsV; c: p<0.05

Espressione proteica in Immunoelettroforesi

I microsomi epatici ottenuti dalla preparativa di campioni di fegato, sono stati sottoposti in singolo ad

immunoelettroforesi, utilizzando un anticorpo primario monoclonale anti-CYP3A1/2 di ratto. Il risultato

viene riportato in figura 7.2.4. In questaimmaginesi può notarechel’anticorpoimpiegatoha cross-reagito

con un’unica bandacorrispondente a quella del controllo positivo (DEX, microsomi di ratto indotti con

DEX, cheè un induttore specifico perCYP3A nellespecie da laboratorio) in presenza di unoscarsorumore

di fondo. Successivamente,per dare una connotazione semiquantitativa ai dati ottenuti mediante questa

tecnica, è stata effettuatal’ analisi della densitometria mediantel’utilizzo del programma ImageJ 1.34s

(NIH), il quale fornisce i valori di densità integrata (intensitàdella bandamisurataall’i nterno di un’area

selezionata, costantepertutti i campioni). Tali dati sonostati poi rapportati a quelli del controllo interno(R),

ripetuto in ogni blot; in questo modo, è stato possibile confrontareblot diversi ed ottenere dei dati

normalizzati espressi in Unità Arbitrarie di proteina(U.A.).

L’analisi statisticaha evidenziatoun’inibizione significativa dell’espressionedel CYP3A nei vitelli trattati

siapervia oralesia pervia IM, più consistenteperònel secondocaso(p<0.01K vs D e K vs V: vedi figura

7.2.5).
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Figura 7.2.4: Immagini dell’immunoelettroforesi eseguita in singolo su 30 µg di proteina microsomiale epatica
appartenentiai tre gruppi in studio(K, D, V), util izzando un anticorpo primario monoclonalespecifico per l’isoforma
CYP3A.
R = controllo interno,corrispondentea 10 µg di sospensionemicrosomialeepaticadi ratti di controllo, utilizzatoper la
normalizzazione dei risultati nell ’analisi densitometrica; DEX = 5 µg di sospensionemicrosomiale epatica di ratti
indotti condesametazone, utilizzato comecontrollopositivo.
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Figura 7.2.5: Risultati dell’ Immunoelettroforesi per CYP3A in vitelli a carne biancatrattati conDEX per os (D) o per
via IM (V). I dati sonoespressicomemedia ± SEM. Analisi statistica: ANOVA + posttest di Tukey.
a = K vsD; aa:p<0.01 b = K vsV; bb: p<0.01
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7.3. DISCUSSIONE

L’ allevamentodel vitello a carne bianca occupa una posizione del tutto particolare nell’ambito delle

produzioni zootecniche;essoinfatti si collocain strettorapportoconla bovinicolturaspecializzatadalatte, in

quantoconsentedi recuperarealla produzionei vitelli maschidi razzelattifere che presentano una scarsa

attitudineall’ingrassointensivo e le femmine cheeccedonola quota di rimonta.Questotipo di allevamento

rispondea preciseesigenzedi consumo,fornendouna carnedi alto valore qualitativo soprattuttoin virtù

della suaelevatatenerezza. In Italia, infatti, la carnedi vitello a carnebiancahaconquistatoin questi ultimi

anni importanti quote di mercato,grazie a determinati requisiti apprezzatie richiesti dal consumatore: in

particolare il colore chiaro e la tenerezza.Questecaratteristiche sono stateottenuteper anni attraverso

l’i mpiegodi tecnichedi allevamento piuttosto discutibili (dietacarentedi ferro, assenzadi fibra nel piano

alimentare,stabulazione in box alla catena,…) che hanno inciso notevolmentesulle condizioni fisiche di

questianimali (condizioni di stresse stati fisiologici cherasentavano l’ anemia), machefortunatamentesono

statemodificatedallenormative comunitarie sul benessereanimale.

Vista la continuarichiestadi questa tipologia di prodotto carneoè stata sospettata, negli anniscorsianche la

somministrazionea scopoillecito di sostanzeanabolizzanti quali i beta-agonisti,gli steroidi sessualied i

corticosteroidi, anchesomministrati in associazione(Groot et al., 1998). L’ impiego di questesostanze

tuttavia non solo migliora le performance produttive degli animali e conseguentementeil management

aziendale,ma causaanchealterazionidell’equilibrio endocrino e metabolico dell’animale stesso, nonché

potenziali effetti tossici al consumatoreperla presenzadi residui nellederratealimentari.

L’ obiettivo pertanto di questo lavoro è stato quello di valutare gli effetti sui principali enzimi

biotrasformativiepatici, nonchésui fattori di trascrizione coinvolti nella loro regolazione,in vitelli a carne

bianca trattati a scopo illecito con DEX. In particolare in questolavoro si è voluto valutare l’espressione

genica in Q RT-PCRdelleisoformeCYP2B6,CYP2C9e CYP3A4, dei recettori CAR, PXR,RXRα, HNF4α

e GR, nonchél’espressionea livello proteicodi CYP3A.

Perquanto riguardagli enzimi biotrasformativi CYP2B6e CYP2C9,è stato evidenziatoun comunetrend di

induzione della loro espressione (maggiore per il trattamentocon DEX per via IM), che però non ha

raggiunto la significatività: tale mancanzapuò esserepresumibilmenteimputata all’elevata variabilità

interindividuale riscontrata, che ha appiattitoi risultati ottenuti.Comunque,e a parzialegiustificazionedi

questorisultato, è noto come il DEX possamodulare l’ espressionea livello pre-trascrizionale, oltre chedi

CYP3A,anchedi CYP2Be CYP2C,in seguitoall’ attivazionemolecolaredei recettorinucleari PXR e CAR,

in gradodi formareuneterodimero conRXRα (You, 2004;Pascussiet al., 2000b). Inoltre, è statodimostrato

che concentrazionisubmicromolari di DEX in epatociti in coltura primaria aumentano l’espressione

dell’mRNA sia di PXR che di RXRα medianteun controllo pre-trascrizionale che coinvolge anche il GR

(Pascussi et al., 2000a).Tuttavia, in questo lavoro CAR, PXR, RXRα e HNF4α, non hannosubito alcuna

variazionedi rilievo. Il recettore per i glucocorticoidi, invece,è statoindotto dal trattamentocon DEX per

via IM nel gruppo VTO. Questointeressanterisultato può esseredovuto al fatto che i dosaggiimpiegati
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abbiano determinatola presenza di concentrazionidi DEX a livello epatico molto bassee simili a quelle

presentiin stati fisiologici, causandocosìprimariamentel’attivazionedi GR e non degli altri recettori orfani.

E’ statoinfatti riportato che il DEX, a concentrazioni fisiologiche, attiva direttamente il GR mentrea dosi

elevatesi legaa PXR (Pascussiet al., 2001); peraltro questaattivazioneè semprecorrelata adun’induzione

del CYP3A4 che però in questolavoro non è stata riscontrata. Va comunquequi ricordatoche i vitelli a

carne bianca vanno incontro in allevamentoad un forte stato di stress e quindi ad un’alterazione

dell’equilibrio endocrino: la somministrazione di composti adazioneantinfiammatoriaedimmunodepressiva

può pertantoaverulteriormentecompromessolo statofisiologico e l’omeostasi dell’animale, determinando

cosìunaumentodellatransattivazionedel GR.

Discorso a partemeritail CYP3A, la sottofamigliamaggiormentecoinvoltanel metabolismoossidativodegli

xenobiotici. E’ noto che questa isoforma, come più volte ribadito in precedenza,viene indotta da

glucocorticoidinaturali e di sintesi comeil DEX, daalcunisteroidicomeil pregnenolonecarbonitrile e dagli

antibiotici macrolidici comela rifampicina. In questolavoro perònon è statoevidenziato, medianteanalisi

dell’mRNA, un effetto induttivo del DEX, bensìun opposto blandoeffetto inibitorio (non significativo),

confermato dalle precedenti analisi in Northern blot (diminuzionedell’espressionedel CYP3A di circa il

30%in entrambii gruppisperimentali: Cantiello, 2003).

Attualmentenon sonomai stati pubblicati dati relativi ad una possibilediminuzionedell ’espressionedel

CYP3A bovinoconseguente a trattamenticonDEX, senonnell’esperimentosui trattamentiilleciti descritto

in precedenza.E’ risaputoperòche l’ induzionedel CYP3A varia a secondadella speciee delle molecole

(Kocareket al., 1995; Nebbia et al., 2003). Inoltre, in particolari condizioni (stress,stati patologici)si può

osservareuna diminuzione dell’espressionedi talune isoforme (CYP3A e CYP2C) e tale effetto si è

riscontratoanchein seguito alla somministrazionedi dosi diversedi DEX (Kiku et al., 2002; Iber et al.,

1997; Pascussi et al., 2001). Altri autori infine, hannodimostratocheil DEX in epatociti di bovinononè in

gradodi indurreil CYP3A (Van’t Kloosteret al., 1993;Kuilmanet al., 1998).

L’ effetto inibitorio osservatoa livello pre-trascrizionaleè statoconfermatoanche a livello post-traduzionale.

A paritàdi contenutodi proteinamicrosomialee di CYP totale,le attività cataliticheCYP3A-dipendenti 6β-

e 2β-testosterone idrossilasi, eritromicina ed etilmorfina N-demetilasi, infatti, hanno denotato una

diminuzione della capacità biotrasformativa in entrambi i gruppi sperimentali, più evidenteperònel gruppo

trattato per os (-44%, -45%, -79% e -44%, rispettivamente:Cantiello, 2003). La stessadiminuzione

dell ’espressionedelCYP3Aè stata riscontrataa livello proteicomedianteimmunoelettroforesi.

E’ stato inoltre valutato il rapporto 6β-idrossicortisolo/cortisolourinario, conosciuto in uomoe ratto come

biomarcatore in vivo di induzione/inibizione del CYP3A (Totsuka et al., 1999).Il trattamentocon DEX ha

determinatoin questoesperimentounadiminuzione significativa del contenutototaledi cortisolo urinarioed

un aumentosignificativo del rapporto 14 gg dopol’inizio della somministrazione per os e 1 giornodopola

prima somministrazione IM. Questoincremento del rapporto sarebbeindicativo di un’ipotetica induzione

dell’attivi tà del CYP3A, ma in realtà è falsato dal fatto che il DEX determinaun’inibizione dell’asse

ipotalamo-ipofisi-surreneequindi della sintesidel cortisolo(Capolongoet al., 2007).
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Non si è pertantoriusciti a dirimerese il DEX possiedaun’azione inibitoria specifica per il CYP3A nel

bovino o se questoeffetto sia primariamente correlato all’utilizzo di unabassadose, comequellapresunta

per i trattamentiilleciti in campo.Ciononostante, gli effetti osservatisonostati i medesimisiaa livello pre-

trascrizionalechea livello post-traduzionale.

Una possibilespiegazione dell’ effetto inibitorio osservatopotrebbeesserericonducibile a: a) un diverso

comportamentocineticodei corticosteroidi in funzionedel dosaggio,come già riportato da Iber et al. (1997);

b) ad unadiversastruttura anatomicae funzionalitàdell’apparatogastroenterico,chepregiudicherebberola

biodisponibilitàdel composto in vitello e vitellone(ciò spiegherebbeinfatti l’oppostoeffetto evidenziato nei

vitelli di questo esperimentoe nei vitelloni meticci francesidella sezione5 di questa tesi); c) potrebbeaver

giocatoun ruolo importanteanchela presenzadi un metabolismopre-sistemicointestinaledella molecola,ed

in particolarela presenzadi trasportatori di membranacomela PgP, chepuòinfluire sull’assorbimentodegli

xenobiotici(Bertilssonet al., 2001); d) non si puòevitare di considerareanchele condizioni di allevamento

degli animali in esame:neivitelli a carne biancainfatti vieneutilizzatosolo lattericostituitoa bassotenoredi

ferro, che può aver influito sulla sintesi dell’emoproteina. Inoltre, visto lo stato di stress e di

immunodepressionein cui versano questo tipo di animali, si potrebbe pensare ad un’eventuale

compartecipazione di fattori di regolazionedel sistemaimmunitario (Cantiello et al., 2007).

Le prospettivefuturesaranno dunque quelledi approfondire i risultati ottenuti e chiarire alcunidegli aspetti

di diffic ile interpretazioneriscontrati.



238



Conclusionigenerali

239

8. CONCLUSIONI GENERALI

Alcuni dei problemi più importanti da affrontarenell’ambito della tossicologia riguardanola valutazione

dell’esposizionee dell’ effetto degli xenobiotici,nonchéi fattori individuali chepossono incideresui processi

biotrasformativi attuati dall’organismonei confronti degli stessicomposti. Al giorno d’oggi, perquesto tipo

di indagini, sono stateadottatemetodichebasatesullaconoscenzadei meccanismi biochimico-molecolari.

Gli sviluppi recentinell’ambito biotecnologicoinfatti hannopermessoai ricercatoridi raggiungere un buon

livello di conoscenzadella funzione e della regolazionedei geni a livello sistemico e stannoper questo

trasformandovirtualmente tutte le aree di ricercabiologica, compresala tossicologia. In questo campoin

particolare, è emersaunanuova disciplina denominatatossicogenomica, chesi ripromettedi identificare e

caratterizzarei meccanismi molecolari alla basedegli effetti tossici. Il profilo di espressionegenicainfatti,

attraversol’impiego di tecnichechepermettonodi valutare e quantificarele variazioni di espressionegenica

globale (microarray), o mirata (Q RT-PCR), sta diventandorapidamente un’analisi standard negli studi

tossicologici e possiedela potenzialità di giocareun ruolo centrale in tutti gli step della valutazionedella

sicurezza dei farmaci. Questo tipo di approccio può essere inoltre utilizzato tanto nell’ambito della

tossicologiameccanicistica,quantoin quellapredittiva (Waringe Halbert,2002).

In questo contesto, vengono attualmente considerate anchela ricerca e la valutazione di biomarcatori

tossicologici di esposizione, di effetto o di risposta, nonchédi suscettibilità individuale (Tugwood et al.,

2003). I biomarcatori, infatti, sono indispensabilipermisurare il livello di esposizionedell’organismoadun

agente tossico,per comprendere la rispostaattuata dall’individuo in seguitoall’esposizione, per predirne

l’ef fetto, oppureancheper capirela maggiore o minore suscettibilità di un individuo nei confronti di una

certa molecola (Timbrell, 1998; Lison,1999;Vainio, 1998).

Al fine quindi di seguire questanuova tendenzascientifica e di definire alcuni biomarcatoridi esposizione

e/oeffetto e/osuscettibil ità, unodegli obiettivi principali del presente dottoratoè statoquello di valutaregli

effetti biologici che i trattamentifarmacologici (in questocasocon sostanzeimpiegatea scopoil lecito)

provocanosul metabolismo biotrasformativo negli animali e di comefattori intrinseci come la razza,possano

modulare l’attiv ità degli stessienzimi e, conseguentemente, l’entità della rispostadell ’ individuo in casodi

esposizionea tali xenobiotici.

Perraggiungerequestoscopo, sonostateapplicatemetodichebiomolecolari,comeil clonaggio, perottenere

le sequenzebovinedei geni target oggettodi indagine,le cui sequenzeperònoneranoall’epocadisponibili

nelle banchedati e, poi, la Q RT-PCR, cheha permessola messaa puntoe l’applicazionedi saggi bovino-

specifici per la quantif icazione dell’espressionedi geni codificanti per i maggiori enzimi biotrasformativi

epatici, nonchéperi fattori di trascrizionerelativi.

E’ importantequi sottolineareche, in basealle nostreconoscenze,questaè unadelleprimevolte in cui viene

sceltoquesto tipo di approccio nelle scienze farmaco-tossicologiche relativealla specie bovina: fannosolo

eccezioneduelavori in cui l’espressionegenicadei recettori orfani e di alcunigeni target sonostati valutati

nel fegatodi vitello a carnebianca(Greger et al., 2006; Krüger et al., 2005), grazieall’ impiego però di
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alcune dellesequenzeclonate, sequenziate e depositate nelle banchedati dal nostrostesso gruppodi ricerca

(Cantiello et al., 2005). Comunque, in letteraturanonsonoriportati studicondotti nel bovino, cosiccome per

l’ uomo e le specie dalaboratorio,studi chevalutino contestualmentel’espressionedegli enzimidi faseI e II ,

nonchédei recettoricoinvolti nella loro regolazione.

In questo lavoro inoltre sono stati presi in considerazione differenti protocolli terapeutici di trattamento

illecito (somministrazione in singolo o in associazione,per via orale o IM), più molecoleche si ipotizza

venganoutilizzatenella realtà zootecnica(DEX, E2, ADD e DHEA), sistemi in vivo ed in vitro (esperimenti

in allevamentoe coltureprimariedi epatociti), duediversi sistemidi allevamentobovino(vitellonedacarne

e vitello a carnebianca),nonchéun fattore intrinsecoin gradodi modularel’attivi tà biotrasformativaepatica

(razza). 

In generale, a seguitodelle analisi condottein Q RT-PCR, risulta chegli enzimiconsiderati appartenentialla

superfamiglia del citocromo P450 vengano modulati in maniera più o meno spiccata e variabile

(relativamenteall’entità dellerisposte)dal trattamentoconsostanzeillecite e sicuramentenonin modo netto

e definito (variazioni contenute tra 0.5 e 2 volte rispetto ai controlli ). Gli unici due geni che sembrano

risentirepiù sensibilmentedel trattamento, indipendentementedal composto o dalla via di somministrazione

impiegati, sonoil CYP2B6 ed il CYP2E1.Questi due trascritti risultanoinfatti inibiti sia dall’impiego di

DEX dasolosomministrato per via oraleo intramuscolare,sia in combinazioneadE2; il CYP2E1 inoltre ha

subito un decrementonell’espressione anchea seguitodi incubazione con DHEA. Tuttavia, i sopraccitati

trascritti sono caratterizzati anche da un’estrema variabilità nell’espressione individuale, problema che

comunqueè statoriscontratodiffusamentein tutti gli esperimenti, in tutti i gruppioggettodi analisi, nonché

nella maggiorpartedei trascritti considerati e che ha determinatoun appiattimento dei risultati in fasedi

analisistatistica.

Altri CYP hannorisentito in modopiù specificodel trattamentoconun particolare promotoredella crescita

rispetto ad un altro: per esempio le isoforme CYP1A1 e CYP1A2 sonostateindotte dal trattamentocon

estradiolo(sonoinfatte consideratedue delle maggiori isoforme coinvolte nel metabolismodegli estrogeni:

Badawiet al., 2000), maal contrariosono state inibite a seguito dell’incubazioneconADD e DHEA (come

già riportato in letteratura da Klinger et al. nel 2002, ma limitatamenteall’attività catalitica); il CYP2C9

inveceè statol’unico trascritto tra i CYP a subireun incrementoconsistentea seguito dell’ incubazionecon

DHEA.

Il CYP3A4, dal canto suo, subisce a seguito del trattamentocon DEX degli effetti contrastanti,a volte di

induzionee a volte di inibizione e quindi non univoci, contrariamentea quantosi legge in letteratura per

l’uomo e le speciedalaboratorio: in questespecie, infatti, questa isoformacorrispondeadunodei geni target

maggiormenteresponsivi all’ induzionedapartedel DEX grazieall’attivazionedei recettori GR, CAR, PXR

e RXRα (Pascussiet al., 2001;Pascussiet al., 2003). I risultati contraddittori ottenuti in questi esperimenti

possonoesseredovuti daunaparteal fatto cheil CYP3A4 è unadelle isoformemaggiormentecoinvolte nel

metabolismo biotrasformativoepaticoe che partecipaalla biotrasformazionedi molti compostiendogenied

esogeni (You, 2004) e perquestomotivo puòrisentiresimultaneamentedegli effetti di più composti, nonché
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di diversi fattori (età, razza, condizioni di stress,sistema immunitario,…); dall’altra la sua regolazione

sottostàa dei meccanismimolecolaripiuttosto complessi:si consideriper esempio la transattivazione da

parte di recettori diversi in basealle concentrazioni del ligando specifico, che può esulare in un effetto

induttorioo all’opposto,inibitorio (Pascussiet al., 2001;Iber et al., 1997). Pertutta questaserie di motivi il

CYP3A4 non può essere considerato sulla basedei risultati ottenuti un buon biomarcatoredi trattamento

illecito, o per essere definito come tale, dovrebbero prima essere effettuati ulteriori studi atti

all’approfondimentodelle conoscenzesui meccanismimolecolaridi regolazione.

Tra gli enzimi di faseII considerati, i trascritti GSTA1 e SULT1A1 sonorisultati responsivi al trattamento

sia con il solo DEX sia con la combinazionedel corticosteroide con l’ E2; infatti in entrambi i casiè stato

evidenziato lo stessoeffetto induttivo: questi risultati sono probabilmenteascrivibili al fatto che questi

enzimi sono fisiologicamentecoinvolti nellaconiugazionedegli steroidie vengonoquindi modulatidai loro

stessisubstrati(You, 2004). Tuttavia, anchein questocaso,probabilmenteper le bassedosi impiegate,

l’ef fetto nonè statomolto marcato, mahacomunquerispecchiatola normaletendenzariscontratain tutti gli

altri risultati ottenuti.

Anche alcuni fattori di trascrizionesonostati indotti dai diversi trattamenti:in particolare, l’ ERα a seguito

della somministrazionedi DEX edestradiolo;il recettoreper i glucocorticoidi sia nei vitelli trattati consolo

DEX per via intramuscolare sia nei vitelloni trattati con la combinazionedei due steroidi (DEX + E2); il

costitutive androstan receptor e l’ RXRα in vitelloni trattati con il singolo DEX o con l’associazione; il

pregnane X receptor ed il PPARα (oltre a CAR e RXRα) a seguito dell’incubazionedi epatociti in coltura

primariacon DHEA 100 µM. Questirisultati purtroppo,seppursignificativi, non sonoindicativi e specifici

di un particolaretrattamento,a parte forseil casodell’induzione dell’ERα a seguito dellasomministrazione

di 17β-estradiolo; in realtà, denotanounagenerica perturbazionedell’omeostasi nell’organismo animaleda

parte di compostiesogeniche hanno attivato contemporaneamentepiù fattori di trascrizionein grado di

collaborare tra loro, medianteun meccanismodi cross-talk. E’ noto infatti che molti ligandi, pur essendo

consideratispecifici per un certo recettore nuclearein realtà,in basealle dosi d’impiego, possonoattivare

anchealtri recettori (vedi per esempiol’attivazionedi GRe/o PXRdapartedi DEX: Pascussi et al., 2001).

In definitiva, è stataconfermata la modulazionedi un certonumerodi trascritti coinvolti nel metabolismo

biotrasformativoe nella loro regolazione, chepotenzialmentepotrebberoessereimpiegaticomebiomarcatori

di esposizionenell’ambito dei trattamenti il leciti. In particolaresi supponecheCYP2B6e CYP2E1sianoi

più promettenti tra i 28 trascritti considerati. Tuttavia,primadi poterutilizzarei biomarcatori individuati per

lo screening in campo, è necessario attuare un processodi validazionedegli stessi,mediantel’analisi di

campioni positivi e negativi in cieco, chepossapermetteredi comprenderel’ effettiva affidabilità e sensibilità

di tali genicandidati.La confermadella validità di questibioindicatori, permetterebbein futuro di utilizzare

le loro sequenzeper la sintesidella proteinacorrispondentein sistemieterologhie la successivaproduzione

di anticorpi policlonali specifici per la stessada impiegareper la creazionedi testrapidi di screening, come

per esempio il kit ELISA. A seguito inoltre di un ulterioreapprofondimentodei meccanismidi regolazione

molecolaredegli enzimi candidati, si potrebbepensaredi impiegarele regioni promotrici degli stessigeni
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responsivi per l’allestimentodi un sistema in vitro (cellule ingegnerizzatein cui il promotoreè accoppiatoal

gene per la luciferasi) corrispondente all ’attuale DR-CALUX® bioassay (dioxin responsive chemical

activated luciferase gene expression) disponibile in commercio, chepotrà rispondereall’ azionespecif ica di

un certo composto illecito, presente ipoteticamentein una derrata alimentare, grazie all’attivazione

dell’enzima luciferasi.

In questo lavoro, inoltre, è stato messoa punto un protocollo di isolamentodi epatociti di bovino, che è

risultato utile edefficaceper lo studio degli effetti dei trattamentiilleciti sullebiotrasformazioni,nonchésui

meccanismi di regolazione. Il metodoalternativoin vitro adottato si è dimostratoun valido sostitutodelle

sperimentazioni in campo per la sua rapidità e riproducibilità: la ripetibilità intra-coltura infatti è stata

soddisfacente, mapurtroppo sonorichiesteulteriori provesperimentalivolte alla validazionedi unprotocollo

standardizzatodi isolamento,in gradodi ridurre invecela variabilità inter-coltura da noi stessi riscontrata.

Altro punto importantesaràquello di effettuaredegli studi di farmacocineticain gradodi permettereuna

corretta estrapolazione delle concentrazioni dei composti da utilizzare in vitro sulla base dei dosaggi

impiegatiin vivo in mododapoterconseguentemente ridurrel’ impiegodi animali.

Infine, in questatesi è statodimostratocomela razzarappresentianchenellaspeciebovinaunodei possibili

fattori in gradodi modularela rispostadi un organismonei confrontidegli xenobiotici,confermando quanto

precedentementeriportato perl’ uomoe le speciedalaboratorio. Questolavoro, peraltro,nonhaprecedentiin

letteratura per questa specie, soprattutto per l’ approccio metodologico utilizzato, che ha previsto la

caratterizzazionedegli enzimibiotrasformativi siadi faseI chedi faseII dal gene,alla proteina,passandoper

l’attività catalitica. I risultati ottenuti dovrebberorappresentareun punto di rif lessione nella pratica

terapeuticaveterinaria: la maggiore o minore capacitàbiotrasformativadi una razza rispettoad un’altra

potrebbeinfatti precluderel’utilizzo di un certoprincipio attivo (antibiotico e/o antiparassitario) nella razza

dotata di una scarsaattività metabolica specifica. Questo aspetto inoltre dovrebbe essere considerato

soprattutto in questaspecienonsolo peri potenzialieffetti tossiciche un compostopuòcausarenei confronti

dell’organismoanimale,maanche peril conseguenteaccumulodi residuinelle derratedi origineanimale.

Non va inoltre dimenticatoche questofattore intrinsecopotrebbeesserediscriminantenell’ambito sopra

descritto dell’ impiego di biomarcatori di trattamento illecito: per la corretta identificazionedi soggetti

positivi infatti, sarebbeprima necessario avere a disposizioneun ampio set di dati di espressionetratti da

animalidi controllo, chedovrebberoperòappartenereadindividui di razzediverse.

Il lavoro sulle razzequi presentatocomunquerappresentaal momentosolo unaprimavalutazionedi questa

importante tematica ed in futuro verrà approfondita dall’indagine della possibile presenza di polimorfismi

genetici nelle sequenzecodificanti peri principali enzimi coinvolti nel ciclo catalitico.

Nel complesso rimangono aperti più spunti di ricercae le prospettivefuture sarannodunque quelle di

approfondire i risultati preliminari ottenuti nell’ambitodellediversetematicheaffrontatee di chiarirealcuni

degli aspettidi difficil e interpretazione riscontrati.
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11. ABBREVIAZIONI

16βOH-T, 6βOH-T e 2βOH-T = 16β-, 6β- e 2β-testosteroneidrossilasi, rispettivamente

17α-bol = 17α-boldenone

17β-bol = 17β-boldenoneo boldenone

3MC = 3-metilclorantrene

A = gruppo di vitelloni dacarnetrattati conADD per os (50mg/capo1 volta a settimanaper5 settimane)

ACN = acetonitrile

ACTB = beta-actina

ACTH = ormoneadrenocorticotropo

ADD = androstadienedione(androsta-1,4-diene-3,17-dione,detto ancheboldione)

AhR= aryl hydrocarbon receptor

Aniline-OH = anilinaidrossilasi

APDEM = aminopirinaN-demetilasi

ARE= anti-oxidant responsive element

Arnt = aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

B2M = beta2 microglobulina

BA = Blonded’Aquitaine

BENZDEM = benzfetamina N-demetilasi

bHLH = basic-helix-loop-helix

BPD = vitelloni dacarnetrattaticon DEX IM (esperimentoDEX vitelloni)

BPOH= benzo[a]pireneidrossilasi

CAR = costitutive androstan receptor

CCD= dispositivo charge-coupled

CDNB = 1-cloro-2,4-dinitrobenzene

CH = Charolais

CRH= fattoredi rilascio dell’ormoneadrenocorticotropo

CTRL = piastreepatocitidi controllo

CYP= citocromoP450

D = gruppo di vitelloni dacarnetrattati conDHEA per os (50mg/capo1 voltaasettimanaper5 settimane)

DBD = DNA binding domain

DCNB = 3,4-dicloronitrobenzene

Dde = vitelloni dacarnetrattati conDEX dasoloper os (esperimentoDEX + E2)

DEde = vitelloni dacarnetrattaticonassociazioneDEX per os + E2 IM (esperimentoDEX + E2)

DEX = desametazone

DHEA = deidroepiandrosterone

DHEA-ST = DHEA solfotransferasi
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DHT = diidrotestosterone

DM = metabolismodei farmaci(drug metabolism)

DMEs = enzimibiotrasformativi (drug metabolising enzymes)

dNTPs= nucleotidi trifosfati

DS= deviazionestandard

DTO = vitelli a carnebianca trattaticonDEX per os (esperimentoDEX vitelli a carnebianca)

DTT = ditiotreitolo

E2 = 17β-estradiolo

ELISA = enzyme-linked immunoassorbent assay

EpRE= electrophile response element

ER= estrogen receptor

ERDEM = eritromicinaN-demetilasi

EROD = etossiresorufinaO-deetilasi

ETDEM = etilmorfinaN-demetilasi

ETR = etossiresorufina

FCS= sierofetalebovino

FSH = ormonefollicolo stimolante

GH = ormonedellacrescita

GR = glucocorticoid receptor

GSH= glutationeridotto

GST = glutatione S-transferasi

HACCP= hazard analysis of critical control points

HNF4 = hepatocyte nuclear factor 4

HPLC= cromatografia liquidaadaltaprestazione(high performance liquid chromatography)

HRE= hormone response elements

HSP-90= heat shock protein 90

IGF = insulin growth factor

IM = intramuscolare

IPTG = isopropiltiogalattoside

K = vitelloni dacarne di controllo (esperimentoADD-DHEA)

Kde = vitelloni dacarnedi controllo (esperimentoDEX + E2)

KPD = vitelloni dacarnedi controllo (esperimentoDEX vitelloni)

KTO = vitelli a carnebiancadi controllo (esperimentoDEX vitelli acarnebianca)

LBD = ligand binding domain

LDH = lattatodeidrogenasi

LH = ormoneluteinizzante

LIM = Limousine
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LMR = limite massimo residuale

LPS= lipopolisaccaride

MAPEG= proteinedi membrana(GST)coinvolte nelmetabolismodel glutationee degli eicosanoidi

MAV = metodoalternativo in vitro

MeOH= metanolo

miRNA = microRNA

MROD = metossiresorufina O-deetilasi

NAD(P)H-R = NAD(P)Hcitocromoc riduttasi

NADPH = nicotinamideadenindinucleotide fosfato

NTC = no template control

PAHs = idrocarburiaromaticipoliciclici

PB= fenobarbitale

PBREM = phenobarbital response element module

PBS= tamponefosfato (phosphate buffer solution)

PCN = pregnenolone16α-carbonitrile

PCR = polymerase chain reaction

PdC= promotoredellacrescita

PEP= fosfoenolpiruvato

PGF2α = prostaglandinaF2α

PgP= P-glicoproteina

PK = piruvato chinasi

PKA = proteinchinasiA

PM = Piemontese

pNP-OH = p-nitrofenolo idrossilasi

pNP-UGT = p-nitrofenolo UGT

PPAR = peroxisome proliferator activated receptor

PXR= pregnan X receptor

PXREM = pregnan X receptor response element module

Q RT-PCR = Real Time PCR

R = microsomidi rattodi controllo, controllointernoperimmunoelettroforesi

rS = coefficientedi correlazionenonparametrico di Spearman

RT- = controllo negativo in cui non è avvenutala retrotrascrizione

RT = trascrizioneinversa(reverse transcription)

RXR = retinoid X receptor

S9= frazionepost-mitocondriale

SDS= sodiododecilsolfato

SEM = errorestandard medio
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SHBG = sex hormone binding globulin

SNPs = polimorfismi genetici (single nucleotide polymorphisms)

StAR= steroidogenic acute regulatory protein

SULT = sulfotransferasi

TAO = triacetiloleandomicina

TAODEM = TAO N-demetilasi

TBP= TATA box binding protein

TBT4-OH = tolbutamidemetil-idrossilasi

TCA = acidotricloroacetico

TCDD = 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina

Tm = temperaturedi melting

TMDI = Total Maximum Daily Intake

TP= tamponefosfato

TPD = vitelloni dacarnetrattati con DEX per os (esperimentoDEX vitelloni)

TST = testosterone

UDPGA= acidouridin-difosfo-glucuronico

UGT = uridindifosfoglucuroniltransferasi

UTR = untranslated region

VTO = vitelli a carnebiancatrattati con DEX IM (esperimentoDEX vitelli a carnebianca)

Xgal = 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galattoside

XRE = xenobiotic response element

αN-UGT = α-naftolo UGT

βnaf= β-naftoflavone
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12. ALLEGATI

Allegato 1

TabellaA: risultati quantificazionerelativacampioniStandardzootecnici

Allegato 2

TabellaB: risultati quantificazionerelativacampioniesperimento DEX PD(vitelloni)

TabellaC1-C2: risultati quantificazione relativa campioniesperimento DEX + E2

Allegato 3

TabellaD1-D2: risultati quantificazionerelativacampioniesperimentoADD-DHEA in vivo

TabellaE1-E2: risultati quantificazionerelativacampioni esperimentoepatocitiin colturaprimaria

Allegato 4

TabellaF: risultati quantificazionerelativacampioniesperimentoDEX TO (vitelli a carne bianca)

Le casellecontrassegnatedal simbolo (-) corrispondonoai dati di espressionenon consideratiperchérelativi

adindividui outliers, definiti con il test di Grubbs.
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Tabella A. Risultati quantificazionerelativa campioni Standard zootecnici

Campione

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP2C18 CYP2C19 CYP2E1 CYP3A4 UGT1A1 UGT1A6 UGT2B17 GSTA1 GSTM1 GSTP1

CH1 0,770 0.497 0,384 - 0,829 0,897 0,367 0,303 0,620 0,493 1,814 0,971 0,770 0,574 0,938
CH2 0,831 0.780 0,045 0,044 0,395 0,968 0,174 0,886 0,876 0,558 1,124 0,977 0,617 1,891 0,767
CH3 1,184 - 0,007 0,824 1,249 - - 4,911 - 1,394 0,945 0,998 0,967 1,404 0,716
CH4 0,621 0,555 0,247 - 0,651 0,609 0,091 0,492 0,490 0,453 1,164 0,799 0,634 0,398 0,833
CH5 1,686 2,221 0,016 0,608 2,085 1,408 1,759 0,357 0,883 1,404 0,757 1,047 1,208 1,028 0,964
CH6 0,826 0.960 0,209 0,139 1,311 1,427 1,270 1,410 1,094 1,265 2,233 1,195 1,780 0,539 1,033
CH7 0,996 1.207 0,025 0,379 1,223 0,744 0,402 0,320 1,319 - 0,271 1,187 1,446 1,117 1,170
CH8 0,560 - 0,172 5,623 - - 2,289 - - 1,473 0,273 0,593 0,754 0,272 1,254
CH13 1,341 0.908 7,568 0,118 0,683 1,031 0,657 0,194 1,624 1,148 - 1,382 0,583 - 1,431
CH14 1,184 0.871 1,329 0,265 0,574 0,916 1,992 0,126 1,094 0,812 0,417 0,851 1,242 1,777 0,893

Media CH
±

DS

1.000
±

0.350

1.000
±

0.542

1.000
±

2,341

1.000
±

1.887

1.000
±

0,523

1.000
±

0.290

1.000
±

0.842

1.000
±

1,521

1.000
±

0,367

1.000
±

0.421

1.000
±

0.679

1.000
±

0.224

1.000
±

0.405

1.000
±

0.598

1.000
±

0.226
PM2 2,997 1,779 9,780 - 3,387 1,388 2,091 1,874 2,158 1,328 0,637 1,272 1,561 5,462 0,977
PM3 2,352 1,881 2,809 - 5,064 - 2,611 0,148 1,647 1,006 0,358 1,220 2,317 2,584 0,799
PM4 1,807 1,683 0,058 1,731 1,853 1,884 - 0,028 1,079 0,920 0,562 0,977 2,872 4,140 1,345
PM5 - 1,080 2,042 1,881 2,129 1,314 2,522 0,060 1,222 0,965 0,373 0,875 1,081 1,265 1,062
PM6 2,149 2,252 5,656 6,283 3,096 1,176 2,150 0,093 - 1,525 0,136 2,038 2,699 - 1,621
PM7 1,733 1,425 6,726 4,862 5,898 1,332 0,385 1,025 1,283 0,939 - 1,354 0,915 4,957 1,107
PM8 1,663 1,593 1,050 9,723 2,849 1,074 0,393 1,202 1,064 0,768 0,240 1,212 1,175 5,655 1,033
PM9 1,640 2,131 2,411 1,190 2,446 1,112 0,739 0,149 0,801 0,687 0,228 1,138 1,349 2,867 1,123

Media PM
±

DS

2.049
±

0.496

1.728
±

0.377

3.817
±

3,281

4.278
±

3.340

3.340
±

1,429

1.326
±

0.273

1.556
±

1.006

0.573
±

0,701

1.322
±

0,450

1.017
±

0.279

0.362
±

0.182

1.261
±

0.351

1.746
±

0.770

3.847
±

1.654

1.134
±

0.249
BA2 2,090 1,258 6,062 1,190 2,057 2,149 - 0,074 2,496 1,635 0,147 1,644 2,045 5,240 1,308
BA3 1,332 0,859 2,329 0,364 1,946 1,045 1,060 0,425 1,000 1,283 0,085 - 0,866 - 1,005
BA4 2,047 2,332 8,455 3,056 4,925 1,923 1,489 1,543 1,580 1,985 0,295 1,461 1,948 9,983 1,492
BA5 - 1,232 7,012 - 2,395 1,991 0,350 1,677 1,670 1,319 0,027 1,555 1,208 7,010 1,212
BA6 1,910 1,755 4,000 1,961 2,532 1,388 0,956 - 1,879 2,312 0,212 1,901 1,216 2,675 2,010
BA7 1,964 1,445 3,555 2,030 4,318 2,520 0,556 2,323 1,505 1,904 0,024 1,888 1,572 11,628 1,382
BA8 2,573 2,534 1,945 5,862 4,857 2,468 1,574 2,762 1,892 1,777 0,081 2,023 2,059 3,293 1,451

Media BA
±

DS

2.045
±

0.396

1.631
±

0.612

4.765
±

2,459

2.410
±

1.916

3.290
±

1,347

1.926
±

0.543

0.998
±

0.489

1.468
±

1,048

1.717
±

0,455

1.745
±

0.368

0.124
±

0.100

1.745
±

0.223

1.559
±

0.476

6.638
±

3.608

1.409
±

0.312
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Tabella B. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX (vitelloni)

Campione

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 UGT2B17 GSTA1 SULT1A1 CAR PXR RXRα HNF4α GR

K1 0,975 0,886 2,099 0,524 0,896 1,043 1,055 0,858 0,823 1,253 1,624 1,187 1,001 0,877
K2 0,942 0,886 0,076 1,431 0,579 0,529 1,070 1,337 0,706 0,471 0,559 0,925 1,015 0,758
K3 1,398 - - 1,162 1,258 1,506 1,290 - 1,346 1,083 0,774 1,041 0,927 1,043
K4 0,652 0,580 - 0,937 0,713 0,427 0,839 0,539 0,706 0,923 0,674 0,869 1,142 0,774
K5 0,897 1,032 0,219 0,875 - 0,722 1,123 1,337 0,828 1,129 1,149 1,204 1,036 0,994
K6 1,709 1,219 2,143 0,984 1,660 0,987 - - - - 1,879 1,318 1,330 1,592
K7 0,988 1,177 0,586 1,178 0,048 1,455 1,005 0,939 0,870 0,838 0,624 0,668 0,679 0,774
K8 0,831 1,091 1,705 0,756 1,349 1,465 0,881 0,999 1,557 1,270 1,094 0,971 0,974 1,527
K9 0,608 1,129 0,171 1,154 1,496 0,865 0,736 0,992 1,164 1,032 0,624 0,817 0,896 0,660

Media K
±

DS

1.000
±

0.350

1.000
±

0.209

1.000
±

0.943

1.000
±

0.268

1.000
±

0.541

1.000
±

0.407

1.000
±

0.176

1.000
±

0.278

1.000
±

0.318

1.000
±

0.260

1.000
±

0.478

1.000
±

0.208

1.000
±

0.177

1.000
±

0.339
T10 0,872 0,917 0,227 1,836 0,009 0,973 0,845 1,365 1,483 0,923 0,953 1,085 0,733 0,994
T11 0,694 0,593 0,160 0,868 0,006 0,713 0,783 1,669 1,453 0,576 0,586 0,773 0,497 0,818
T12 0,808 1,121 0,075 2,124 0,082 1,496 0,971 1,716 1,657 2,122 1,658 2,053 1,672 1,141
T13 1,909 - - 1,773 0,028 1,029 1,738 - - 2,594 1,366 1,983 1,166 -
T14 1,052 1,177 0,042 0,751 - 0,753 1,702 2,232 2,040 1,361 0,901 1,482 0,753 1,215
T15 0,377 0,653 0,712 0,614 0,041 0,387 0,762 0,834 1,108 1,068 0,674 1,085 0,522 0,865
T16 0,770 1,381 0,016 0,756 0,012 0,393 0,772 1,230 1,739 1,608 0,864 1,078 0,796 1,058
T17 1,341 1,219 0,144 0,805 0,032 0,973 0,998 3,029 2,112 1,490 1,057 1,422 0,994 1,207
T18 0,982 1,039 0,003 0,937 0,038 0,647 0,938 1,124 0,806 1,236 1,087 1,364 0,884 0,896

Media T
±

DS

0.978
±

0.437

1.012
±

0.276

0.266
±

0.354

1.163
±

0.577

0.031
±

0.024

0.818
±

0.347

1.057
±

0.386

1.650
±

0.701

1.550
±

0.442

1.442
±

0.615

1.016
±

0.332

1.369
±

0.428

0.891
±

0.361

1.024
±

0.156
B19 0,879 0,936 0,088 4,046 0,424 0,830 0,906 1,034 0,932 0,874 0,926 1,155 1,416 0,807
B20 0,922 0,715 0,266 0,465 1,029 0,743 1,179 0,566 0,721 0,761 0,973 0,840 0,591 0,921
B21 - 0,626 0,015 2,023 0,501 0,433 0,794 2,426 1,041 0,601 0,620 0,778 0,533 0,743
B22 0,866 0,580 0,023 0,273 0,031 0,625 1,005 2,040 0,992 0,810 0,543 0,741 0,454 0,753
B23 0,948 0,930 0,193 0,485 0,149 1,029 1,299 3,602 2,040 1,068 0,633 - 0,824 0,889
B24 0,872 1,419 - 0,546 0,002 0,967 1,290 5,023 - 1,542 0,895 - 1,615 1,110

Media B
±

DS

0.898
±

0.036

0.868
±

0.309

0.216
±

0.262

1.306
±

1.487

0.356
±

0.388

0.771
±

0.221

1.079
±

0.210

2.449
±

1.654

1.145
±

0.515

0.943
±

0.331

0.765
±

0.186

0.878
±

0.189

0.905
±

0.492

0.871
±

0.137
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Tabella C1. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX + E2

Campione

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 UGT1A1 UGT2B17 GSTA1 GSTP1 SULT1A1

K7 1,200 1,171 0,9970 1,034 0,996 0,757 0,552 1,045 0,962 0,960 1,031
K8 1,192 1,327 1,2533 1,034 1,296 0,931 1,286 1,323 - 1,455 -
K9 0,843 1,264 1,4904 1,336 1,898 1,326 1,234 1,003 0,955 1,396 1,082
K10 1,175 0,999 0,8924 0,606 0,106 1,281 1,082 0,942 1,498 0,775 1,090
K11 0,961 0,789 0,1308 1,354 0,254 1,123 0,897 0,923 0,826 0,780 1,031
K12 0,630 0,450 1,2360 0,636 1,449 0,581 0,948 0,765 0,760 0,634 0,765

Media K
±

DS

1.000
±

0.233

1.000
±

0.333

1.000
±

0.475

1.000
±

0.325

1.000
±

0.700

1.000
±

0.297

1.000
±

0.267

1.000
±

0.185

1.000
±

0.292

1.000
±

0.346

1.000
±

0.134
D1 0,584 0,482 0,0172 1,432 0,288 1,915 - 1,305 1,697 1,367 1,128
D2 0,837 0,701 0,0301 1,327 0,001 1,441 1,143 0,765 1,167 0,604 1,468
D3 1,009 0,636 0,0447 1,452 0,086 1,171 1,278 1,045 1,733 1,182 1,468
D4 0,878 0,598 0,0281 1,373 0,215 1,308 0,910 0,916 1,794 1,387 1,323
D5 0,975 0,673 0,0264 1,668 0,015 1,524 1,038 1,060 1,184 0,595 1,176
D6 0,948 0,692 0,0152 1,041 0,003 1,556 1,031 0,982 1,234 0,698 1,144

Media D
±

DS

0.872
±

0.155

0.630
±

0.082

0.027
±

0.011

1.382
±

0.204

0.102
±

0.123

1.486
±

0.254

1.080
±

0.138

1.012
±

0.180

1.468
±

0.302

0.972
±

0.381

1.285
±

0.158
DE13 1,183 0,971 0,5766 1,876 0,035 1,566 0,903 0,755 1,060 0,620 1,176
DE14 1,529 1,100 0,0309 - 0,388 2,200 0,849 1,105 3,039 1,830 1,489
DE15 0,837 0,925 0,7769 0,919 0,410 1,115 0,512 0,588 1,128 1,435 0,976
DE16 1,175 0,736 0,0627 0,789 1,129 1,431 0,968 0,948 1,562 1,743 1,710
DE17 1,639 1,139 2,1372 1,633 0,014 2,096 1,323 0,891 2,664 1,088 1,409
DE18 1,217 1,524 0,0432 0,757 0,092 1,503 1,573 1,243 2,401 0,902 1,978

Media DE
±

DS

1.263
±

0.286

1.066
±

0.266

0.605
±

0.815

1.195
±

0.522

0.345
±

0.422

1.652
±

0.416

1.021
±

0.374

0.922
±

0.236

1.975
±

0.838

1.270
±

0.481

1.456
±

0.361
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Tabella C2. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX + E2

Campione

Gene target
CAR PXR RXRα HNF4α GR ERα

K7 0,816 1,415 0,618 0,989 0,900 -
K8 1,421 1,080 - 1,168 - 1,368
K9 1,254 0,973 1,371 1,488 1,179 0,909
K10 1,187 1,029 1,279 0,996 1,101 0,848
K11 0,816 0,728 1,032 0,814 0,938 1,073
K12 0,506 0,774 0,700 0,545 0,882 0,802

Media K ± DS 1.000 ± 0.343 1.000 ± 0.247 1.000 ± 0.336 1.000 ± 0.319 1.000 ± 0.132 1.000 ± 0.230
D1 0,887 1,538 1,723 1,305 - 0,552
D2 0,715 1,258 1,068 1,360 0,795 0,819
D3 1,092 1,043 1,511 1,389 0,789 1,406
D4 0,632 0,883 1,343 1,067 1,027 0,708
D5 0,682 1,065 1,315 0,755 0,800 0,518
D6 0,937 0,890 1,500 1,017 0,789 1,233

Media D ± DS 0.864 ± 0.178 1.113 ± 0.250 1.410 ± 0.222 1.149 ± 0.247 0.840 ± 0.105 0.873 ± 0.367
DE13 0,701 0,620 - 0,556 0,806 -
DE14 1,632 1,435 1,712 0,962 1,472 2,146
DE15 1,026 1,249 1,202 1,176 0,888 1,285
DE16 1,187 1,190 1,390 1,468 1,196 1,397
DE17 1,441 1,103 1,521 1,332 1,327 1,560
DE18 1,599 1,988 1,748 1,584 1,493 1,908

Media DE ± DS 1.264 ± 0.363 1.264 ± 0.447 1.514 ± 0.227 1.180 ± 0.376 1.197 ± 0.293 1.659 ± 0.360
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Tabella D1. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento ADD-DHEA in vivo (enzimi)

Campione

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 CYP4A11 UGT2B17 GSTA1 DHEA-ST 17βHSDII

K759 0,683 0,836 0,815 0,670 0,579 0,993 1,273 0,585 0,935 0,678 0,581
K869 1,324 1,151 0,787 1,425 0,567 0,993 0,628 1,131 1,097 0,837 0,906
K428 1,110 0,814 0,564 1,249 1,058 0,659 0,615 0,938 0,808 0,910 1,204
K75 1,079 1,159 1,735 1,302 - 1,172 0,811 1,411 0,948 1,408 1,387
K11 0,818 0,890 1,489 0,684 1,548 0,790 1,230 0,780 1,417 0,787 0,971
K105 0,986 1,151 0,609 0,670 1,249 1,394 1,442 1,154 0,795 1,379 0,951

Media K
±

DS

1.000
±

0.227

1.000
±

0.170

1.000
±

0.490

1.000
±

0.361

1.000
±

0.427

1.000
±

0.263

1.000
±

0.359

1.000
±

0.295

1.000
±

0.232

1.000
±

0.314

1.000
±

0.275
A77 0,966 0,842 1,324 0,612 0,010 1,028 0,806 0,542 0,537 0,635 0,583
A745 0,730 0,878 0,804 1,008 - 1,404 1,318 1,030 0,588 1,296 0,900
A482 1,292 1,446 0,025 1,249 0,266 1,132 0,535 1,115 1,041 1,176 1,115
A485 1,197 1,922 1,288 1,207 0,371 2,203 1,776 0,887 0,734 1,370 1,139
A622 - 1,989 0,181 1,672 0,587 1,384 0,888 - 1,595 2,034 -
A503 0,835 1,627 - 0,824 0,642 1,878 1,355 0,800 1,857 1,342 0,800

Media A
±

DS

1.004
±

0.238

1.451
±

0.498

0.724
±

0.606

1.095
±

0.370

0.375
±

0.255

1.505
±

0.451

1.113
±

0.451

0.875
±

0.223

1.059
±

0.552

1.309
±

0.448

0.907
±

0.231
D537 0,712 1,066 0,125 1,719 - 0,965 1,093 0,828 0,872 0,781 1,096
D604 0,182 0,317 0,020 0,114 0,002 0,312 0,114 - - 0,923 0,101
D918 1,087 1,359 - 0,612 0,660 1,612 1,172 0,851 1,196 1,468 0,741
D159 1,485 1,250 2,488 1,496 1,485 0,999 0,762 0,822 1,260 0,750 1,055
D359 0,908 0,915 0,826 0,575 0,732 1,301 0,606 0,984 0,744 1,243 1,610

Media D
±

DS

0.875
±

0.481

0.982
±

0.409

0.865
±

1.140

0.903
±

0.677

0.720
±

0.606

1.038
±

0.483

0.750
±

0.424

0.871
±

0.076

1.018
±

0.249

1.033
±

0.312

0.921
±

0.554



Allegato 3

280

Tabella D2. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento ADD-DHEA in vivo (fattori di trascrizione)

Campione

Gene target
CAR PXR RXRα HNF4α PPARα

K759 0,624 0,724 0,807 0,540 0,345
K869 1,414 0,549 1,173 1,118 1,428
K428 0,853 0,702 0,790 0,966 1,045
K75 1,194 1,235 0,959 0,908 0,530
K11 0,758 1,361 0,943 0,946 0,781
K105 1,157 1,429 1,329 1,522 1,871

Media K ± DS 1.000 ± 0.302 1.000 ± 0.384 1.000 ± 0.212 1.000 ± 0.319 1.000 ± 0.573
A77 1,223 0,892 0,824 0,883 1,172
A745 1,102 1,075 1,075 0,960 1,398
A482 1,181 0,979 0,953 1,280 1,234
A485 1,809 1,279 1,165 1,095 1,365
A622 1,625 1,252 1,395 1,495 1,305
A503 1,133 1,164 1,189 1,161 1,509

Media A ± DS 1.346 ± 0.296 1.107 ± 0.153 1.100 ± 0.199 1.146 ± 0.222 1.331 ± 0.121
D537 1,043 0,505 1,007 0,646 1,027
D604 0,387 0,313 0,532 0,445 0,666
D918 0,660 0,855 0,914 0,880 0,635
D159 1,390 0,355 0,853 0,732 0,423
D359 1,000 0,832 0,862 1,021 0,402

Media D ± DS 0.896 ± 0.385 0.572 ± 0.258 0.833 ± 0.179 0.745 ± 0.221 0.631 ± 0.252
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Tabella E1-E2. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento epatociti in coltura primaria

Campione

Gene target
CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 CYP4A11 UGT2B17 GSTA1 DHEA-ST 17βHSDII

IC6X 1,0346 1,1411 1,1173 1,0623 1,0416 1,4749 0,8184 1,1046 1,1883 1,2864 0,7803
IC6Y 0,9654 0,8589 0,8827 0,9377 0,9584 0,5251 1,1816 0,6002 0,8117 0,7136 0,7537
IIC6X 1,2575 1,1411 1,1207 1,2347 1,1479 1,1309 1,0864 1,1555 1,0554 1,0139 1,1519
IIC6Y 0,7425 0,8589 0,8793 0,7653 0,8521 0,8691 0,9136 1,1396 0,9446 0,9861 1,3141

Media CTRL ±
DS

1.000 ±
0.212

1.000 ±
0.163

1.000 ±
0.137

1.000 ±
0.198

1.000 ±
0.126

1.000 ±
0.402

1.000 ±
0.164

1.000 ±
0.267

1.000 ±
0.160

1.000 ±
0.234

1.000 ±
0.277

IA6X 0,2175 0,5785 1,8025 1,4612 0,7164 0,8297 0,9143 1,0894 1,3370 1,3043 1,2588
IA6Y 0,2190 0,6928 1,7777 1,1787 0,8698 0,9664 0,9207 1,1595 1,5146 1,6058 1,4261
IIA6X 0,4035 0,7903 2,0201 1,0601 0,9653 1,4020 1,6930 1,3647 1,4618 1,3012 1,4480
IIA6Y 0,6287 1,7660 1,4788 0,7291 1,5042 1,0625 0,8120 1,1008 1,0554 0,9861 1,1599

Media ADD ±
DS

0.367 ±
0.195

0.957±
0.546

1.770 ±
0.222

1.107 ±
0.303

1.014 ±
0.343

1.065 ±
0.244

1.085 ±
0.408

1.179±
0.128

1.342 ±
0.205

1.299 ±
0.253

1.323 ±
0.138

DHEA X 0,5002 0,8239 4,2410 3,0401 0,3509 1,5774 2,7313 0,6192 1,8762 1,8275 1,5200
DHEA Y 0,4446 0,6031 0,9556 2,8563 0,2951 1,4717 1,4040 0,6023 1,7505 2,0277 2,4352

Media DHEA ±
DS

0.472 ±
0.039

0.713 ±
0.156

2.598 ±
0.894

2.948 ±
0.130

0.323 ±
0.040

1.525 ±
0.075

2.068 ±
0.939

0.611 ±
0.012

1.813 ±
0.089

1.928 ±
0.142

1.978 ±
0.647

Campione

Gene target
CAR PXR RXRα HNF4α PPARα

IC6X 0,9170 1,0277 0,9273 1,0035 1,2510
IC6Y 1,0830 0,9723 1,0727 0,9965 0,7490
IIC6X 0,8759 0,9481 1,0346 0,8301 0,9446
IIC6Y 1,1241 1,0519 0,9654 1,1699 1,0554

Media CTRL ± DS 1.000 ± 0.122 1.000 ± 0.048 1.000 ± 0.066 1.000 ± 0.139 1.000 ± 0.210
IA6X 0,6008 0,7267 0,8186 1,2354 0,7595
IA6Y 0,5926 0,7897 0,8834 1,4590 0,9815
IIA6X 1,2473 0,9547 1,0275 1,6261 1,1629
IIA6Y 0,6547 0,4611 0,9521 1,2981 0,7834

Media ADD ± DS 0.774 ± 0.317 0.733 ± 0.205 0.920 ± 0.090 1.405 ± 0.175 0.922 ± 0.189
DHEA X 6,0578 5,0039 1,9174 1,9337 2,8046
DHEA Y 1,9169 3,3942 1,3558 1,2070 1,7750

Media DHEA ± DS 3.987 ± 2.928 4.199 ± 1.138 1.637 ± 0.397 1.570 ± 0.514 2.290 ± 0.728
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Tabella F. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX vitelli a carne bianca

Campione

Gene target
CYP2B6 CYP2C9 CYP3A4 CAR PXR RXRα HNF4α GR

K1 0,378 - 1,112 1,022 1,630 0,830 0,527 1,198
K2 0,058 0,951 1,192 0,694 0,969 0,660 0,593 0,764
K3 2,743 1,273 0,749 1,051 0,626 0,973 1,084 1,058
K4 0,745 0,706 0,948 1,233 0,714 1,072 1,316 0,980
K5 1,076 1,070 - - 1,060 1,465 1,480 -

Media K ± DS 1.000 ± 1.047 1.000 ± 0.237 1.000 ± 0.196 1.000 ± 0.225 1.000 ± 0.395 1.000 ± 0.303 1.000 ± 0.426 1.000 ± 0.182
D1 0,428 0,985 0,954 1,436 1,479 1,415 1,401 1,425
D2 1,860 0,817 0,608 1,127 1,053 1,339 1,114 1,267
D3 0,318 2,563 0,988 1,134 0,685 1,000 1,084 1,486
D4 2,455 1,482 0,541 0,896 0,729 0,688 0,740 1,150
D5 1,440 - 0,878 0,842 1,641 0,824 0,720 0,953

Media T ± DS 1.300 ± 0.921 1.462 ± 0.787 0.794 ± 0.206 1.087 ± 0.236 1.118 ± 0.432 1.053 ± 0.317 1.012 ± 0.285 1.256 ± 0.215
V1 0,305 1,751 0,445 0,621 0,639 1,007 0,990 1,549
V2 0,557 0,817 0,825 0,961 0,740 0,801 0,970 -
V3 0,343 4,078 0,775 1,199 0,879 1,065 1,316 1,570
V4 2,064 1,493 1,313 1,377 1,439 1,072 1,835 1,960
V5 2,743 3,726 - - 2,211 - - 1,842

Media BA ± DS 1.202 ± 1.127 2.373 ± 1.442 0.840 ± 0.358 1.039 ± 0.327 1.182 ± 0.653 0.987 ± 0.127 1.278 ± 0.404 1.730 ± 0.203
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