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Riassunto

RIASSUNTO

La superfamigliadd citocromo P450(CYP) comprendesnzimi microsoniali ubiquitari, ma principdmente
localizzati nel fegato.La principde funzionedi questienzimi é quela di convertire atraversoreazionidi

ossidamne, riduzione ed idrolisi, compos$ endogenio xenobioticiin compostipiu pdari, idrosolubili e
pertanb piu facilmente eliminabili dal’organismo, grazie alle successivereazioni di coniugaimne
(loannides,2006. La valutazionedel patternbiotrasformatio epatco nelle speciedi interesseveteainario,

main particolarein quela bovina, risuta di notevoleimportanzasoprattitto per la congeguentepotenziale
presenzadi residui negi aimeni di origine animale (Sivapathasundaramst al., 2001). Tuttavia, le

informazoni disponbili a questoriguardosonoal momentolimitate e consistongprevalenterantein dati

ottenuti dall’attivita caalitica e dall’espressime proteica (Sivapahasundeam et al., 2001, Nebbia et al.,

2003; Szdékova et al., 2004; Dacastoet al., 2009. Negli ultimi anni haassuto paticolare importana la
tosscogenomica cioé lo studiodelle corrdazioni tra la struttura e I'attivita del genanae gli effetti tossici
dedi xenobiotici (Aardemae McGregor,2002), chehapermessda messaa punb di tecnichebiomolecolari
innovative, semprepiu sersibili e specfiche,in grado di approfondie lo studiodel “Drug metabolism{DM:

Tugwoodet al., 2003.

Lo scopodel presentedattoratodi ricerca & consstito nela messaa puntoe nell’utilizzo di alcunetecniche
biomolemlari innovative,tra le qualila Real Time-PCR (Q-RT PCR),perlo studiodell’'esgessionee della
regolazonedi geni coinwlti nel metabolismdiotrasformativo del bovina

L' approccb metoddogico utilizzato e stato il seguente una prima fasedi ricerca bibliografica atta ad
individuare i genicoinvolti e le rispdtive sequenzelisponibili nelle banchedati; unasecondadi esecuimne
di tecnichedi clonaggo e sequenziamen peri genidi cui nonfossenotala sequena; unaterza, di diseqo
e messaa puntodi sagg specifici per la speciebovina; una quarta di estrazionedi RNA messaggera
partire dacampionidi tessub epdico di bovini di controllo e sperimentalmentattati con sostang illecite

e, infine, l'applicazione dei protocdli in Q RT-PCR per la valutazionequantitativadei trascriti (geni
coinvolti nel DM e/orelativi fattori di trascrizione)n: (a) vitelloni dacarneappartenetn a razzediverse;(b)

vitelli a carne biarca e vitelloni di controlio e trattati, a scopo illecito, con desametame (DEX),

samminidratodasoloper os o pervia intramuscolargo in associamne a 17p-estadiolo (E,: in questultimo
caso solo in vitelloni da came) (c) epatociti di bovino in cdtura primaria incubati con precurso

endogeni/esogemiedi steroidiedin vitelloni trattatia scopoillecito conle stessenolecole perun confronto
vitro-vivo. | risultati ottendi alivello pretrascrizionale sonostati successiamentecorfrontati e/o correlati
conle attivita catalitichespecifche per ciascunasoforma di CYP e/o enzimadi fasell consideratinorché
con 'espressone proteca ottenda mediante immunoeletroforesi e sucessiva andisi semquantitativa
(densitometria)imitatamentealle isoforme CYP1A, 2B, 2C, 2E e 3A.

Per quantoriguardai risultati ottenut, sono state clonate, sequenziatee successivaente inserite nelle
banchedati le sequene corrispondentiai geni di bovino CYP2B, CYP4A, UGT1A4, RXRa, GR, HNF4a e
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178HSDII, coinvolti nel DM e nellasuaregolazionejnoltre, sonostati disegnatie messia puntodei sagg in

Q RT-PCR peruntotde di 28 trascriti.

Tali sagg sonostati impiegati in uno studio mirato alla valutazionedel patern biotrasformativo epatco in

bovini di 18-20 mesidi etaappartenenta razz da carnediverse(Charolais,CH; Piemontes, PM; Blonde
d'Aquitaine, BA). Sono stae riscontate differenze significative (P<0.050 inferiore) ndl’espresmone di

CYP1Al, CYP1A2 CYP2B6, CYP2C9, CYP2Cl18, CYP3A4, UGT1Al, UGT1A6, UGT2B17, GSTAL,

GSTM1, GSTPL In patticolare,in tutti i trascriti sopracitati, ad eccezionedi UGT1A6, la razza CH ha
mostratouna minor espressine delle singole isoforme. | risultati ottenuti a livello pretrascizionale soro

staticonfermatialivello posttraduizonde mediant immunoelettroforesiinicamenteper le isoformeCYP2B
e CYP3A, perle qudi e statoevidenziab il medesimarend osservata livello genico (CH<PM<BA). Le

attivita cataliticheinvece,non concadavano(eccdto peralcunicas) coni dati ottenutiin Q RT-PCR,anzi:
la raza CH infatti risultava esseredotatadi una maggioe capada biotrasformativa, potenzialmate
ascrivibile ad un piu efficiente sistena catalitico o alla presenzali polimorfismi. E’ statainoltre effettuataa
correbzione tra I'espressionegenica delle singole isoforme e le rispetive attivita catalitiche, che ha
evidenzato, peralcuneisoforme, dei buoni coefficieni di correlazioneQuestirisultai corfermanola raza
comeunode fattori individuali in grado di modularell metabolismanel bovino.

Gli stesi sagg in Q RT-PCR sonostatiapplicat anchein dueesperimentin cui vitelloni da carnedi 15-18
mesidi etasono statitrattat con compostiutilizzati a scopoillecito; il fine di tale approccio corsistevanel
valutare gli effetti di tali sostanzesul metabolismoepatco nonchénell'idenificare potenzai biomarcatei

indiretti di trattamentoNella prima sperimentazioneyitelloni di razzaMarchigiana sonostati trattati con
DEX per os (gruppoTpp) 0 pervia intramuscolee (gruppo Bep), mentrenella secandavitelloni meticci di

razzefrancesisonostati trattaticon DEX dasolo (gruppoDye) 0 in as®ciazionea E, (gruppo DEg). | dati
dell’'espressiongenica hanno evidenzato un’induzionesignificativa di CYP1A1, CYP1A2 e CYP3A4 nd

gruppo DEg, mertre un’inibizione consderevole delle isoforme CYP2B6 e CYP2E1é statariscontratain

tutti i gruppisottopati a trattanento. Perquantoriguardainvecegli enzimidi fasell considerati, GSTAl e
risultato indottoneigruppiBpp € DEge, SULT1AL neigruppiTep € DEg.. Infine,trai recettorinucleai é stao
evidenZato un aumentadell’ espresionedi CAR e di RXRa nei gruppi Trp € DEge, € di ERa sdo nel gruppo
trattato con I'associazone di DEX ed E,. La definizione e I'utilizzo di un panel di saggiin Q RT-PCR,

specifici per 28 geni del metabolismoepadico, in esperimeritpilota sui tratamentiilleciti ha permesso di

individuare dei potenziéi geni candidati,che dovrannonecessaamente esserevalidati per I'eventuale
swceessia applicabilita in campo.

Lo stessoappioccio (limitatamentead alcuni enzini di fasel e relativi fattai di trasgizione) é stato
utilizzato per completae i dati relativi ad un ulteriore esperimentoin cui vitelli a carnebiancasonostati
trattat con solo DEX, per os o pervia intramuscadre:in questocaso,gli effetti evidenziatisonorisultati
esserdlifferenti da quaro riscantrato peri vitelloni, probabilmenteper le differenzedi natura fisiologica
(eta dieta, anatomiae fisiologia dell’apparatogastroentericoxhe condizionao la farmacocineticaddla

molecola nonchédi tipologia di allevamento(condizioni di stressed alimentazioneferro-priva). Non sono
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state evidenziate infatti differenze statsticamentesignificative nellespressione genicadei CYP e dei
recettorinucleari considerd, eccetb per GR, indotto nel gruppotrattatocon DEX pervia IM. L’espressione
del CYP3A a livello prateico invece e risultata inibita in entrambi i gruppi sottopostia trattamento,a
confermadei dati reldivi all’attivita caalitica CYP3A-dipendete ottenutiin un lavoro preceent, e del
trend evidenziataa livello genicope la stessasoforma.

Infine, sono stati valutati gli effetti di alcuni precursori esogeni/endogén dedi steroid sessul
sul’ esprasionedi enami del metabolismee di fattori di trascrizione,metendoa confronto un sistemain
vitro edunoin vivo. A tal guisa sano stati utilizzati epatocti di bovinoin colturaprimariaincubati,per 6 h,
conADD o DHEA 100uM e vitelloni di razaValdostinadi 15-18 mes di eta trattaticonle stessenolecole
(50 mg/capg 1 volta a setimanae per5 settmane).l risultati otteruti in Q RT-PCRhannoevideniato chei
trattanmenti in vivo con questemolecde ed ai dosagg impiegati non hannosortito alcun effetto di rilievo
(eccettoun’inibizione di PXR e PPARux nel gruppotrattatocon DHEA), confermandajuantoevidenziato
dall'immunoelettoforesi e dalle attivita caalitiche. Nel sisemain vitro invece,il DHEA ha determirato
un'indugdonedi 1,5- 4 volte del’ espessionadi CYP2(9, GSTAL, DHEA-ST, 178HSDtipo I, CAR, PXR,
RXRa e PPARy, edun’inibizione significativadi CYP1A1,CYP2EL e UGT2B17.L’'incubazionecon ADD,
invece haprowcatosolamentaininibizione significativadel CYP1A1. Il diver comportamentmotatoin
vitro edin vivo potreble esseraascrito daun lato alla doseutilizzatae dal’altra al fatto chegli epataiti in
coltura primaria rappreserdno un sistemasemplificatg che non € in grado di mimare tutti i processi
farmace o tossicocinéci che awengmo in vivo (Fresmey, 2001). Ciononostantej metodi alternativiin
vitro sono risultati esseredei validi sostituti alle sperimentaibni in canpo per la loro rapdita e
riprodudbilitd. Sono perltro richiesteulteriori prove sperimentalivolte alla validazone di un protomllo

standardizzatdi isolamentojn gradodi ridurrela variabilitainter-colturadanoi stessriscortrata.






Abstract

ABSTRACT

Cytochrome P450 superfanily (CYP) comprises an ubiquitbus enzyme system with the highed
concentréion found in the liver. Theseenzmesplay a crucid role in the metabolismof xenobidics ard
endogenouscompounds Thdr primary role is converthg lipophilic compounds to more polar and
hydrophilic metabolitedy meansof oxidative, reducive andhydrolitic reactons. Produds of thee chemial
reactionscanthen be corjugatedwith polar endogenousonpoundsand readily excreied by the organsm
(loannides2006). The evaluationof liver biotrasformatiorpathways in veteinary specis, but expeciallyin
cdtle, is consiceredvery important, patticularly for the presencef potentialy harmful residuesn foodstuf
of anmal origin (Sivapathaundaamet al., 2001). Thus,very few informations about bovinemetabolismare
adually availabe in litergure and they primarily focusedon caglytic activitiesandprotein expresson dag
(Sivapathasundaraet al., 2001;Nebbiaet al., 2003;Szotkova et al., 2004;Dacastoet al., 2005).Recently,
increasingmportancehasbeengiven to toxicogenomis, the saencewhich studiesthe correlations between
gerome structure acivity and toxicoogical effects of xenohotics (Aardemaand McGregor,2002). The
recentadvancedn molealar biology hawe resultedin the possibility to set up innovatve, sensitiveand
specific biomolecular temiques, that can be succesfully applied in Drug Metabolism (DM) studies
(Tugwoodet al., 2003.

As a consequencethe am of the presentresearchproject conssts on the application of some recent
biomoleaular techniques,as the quantitative Real Time PCR (Q RT-PCR), in orderto studythe expression
andtheregqulationof somegenednvolvedin bovineDM.

The following methodologcal approachhasbeenadoptd: firstly a bibliograghic seach to idertify genes
involved in xenobioticsmetabolismand then, collecion of the correspondingavailablemRNA sequences
from databaseg;lonageandsequencingf bovinesequencesat yet available; primers designandsd up of
bovine-specific Q RT-PCR asays; total RNA isolation from cattle liver sampés either of control or
experimentallytreatedwith illicit growth promoters finally, the applicationof Q RT-PCR assas for the
relaive quantitationof selectedtrarsaipts (genesinvolved in xenobiotics metabolismand/ortranscrption
facbors) in: (a) beefcattie bdongingto differentmeatcatle breeds;(b) ved cavesandbed cattleillegally
trededwith dexametasom (DEX) administeredaloneper os or intramuscularlypr in associatiorwith 17p-
oestrdiol (Ex: this lasttreamenthasbeen consideed only in beefcattlg; (c) in primary culturesof bovine
hepabcytesincubatedwith endognous/exogenoysrecursorf steroidsandin bed cattleillegally treated
with the same molecules, in order to comparein vivo/in vitro effects. MessangerRNA resuts were
suwceessfully comparedandor corrdated with ca@lytic activity data obtainedby using marker substates
known as specific for eachconsideed CYP isoform or phasell enzyre, but alsowith protein expression
data(CYP1A, 2B, 2C, 2E and3A immunoblottingandsamiquantittive densitometri@analysi$.

Partid seqiencescodingfor bovine CYP2B, CYP4A, UGT1A4, RXRa, GR, HNF4o and 17BHSDII genes
(all involvedin DM andits regulation) have beencloned,sequencedndsubmittedio GenBank furthermore

Q RT-PCR assaydor atotd of 28 transcriptshavebeendesignedandsetup.
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Forementionedassays were appliedto evaluaé the hepaic biotransformatre patternin 18-20 monthsold
beef cattle belongirg to three different meat cattle breeds (Charolais, CH; Piedmones, PM; Blonde
d'Aquitaine, BA). Statistically significant differences(P<0.05 or less) have beennaticed in CYP1A1,
CYP1A2, CYP2B6, CYP2(®, CYP2C18,CYP3A4, UGT1Al, UGT1A6, UGT2B17, GSTA1, GSTML1,
GSTP1 mRNA expressia. In paticular, CH presenéd the lowes mRNA expressionfor al the
forementonedtranscrpts exceptfor UGT1A6, if comparedwith the similar expressiorprdfile of PM and
BA. Resultsobtaired at the pretranscrptional level were confirmed at the posttrandationd one by
immunobloting, only in the caseof CYP2B and CYP3A: in this respect protein expresion datafor these
two enzymesdemonstrate the sametrend amongbreedg CH<PM<BA). Thein vitro metabdism of specific
mocel substratedor each isoform, instead did not agreewith Q RT-PCR data(excep in someinstancey
but, on the cortrary, presated an opposit behaviour:in fact, CH appeard to be the breedgifted of the
lower geneexpresson but of the higher biotransbrmationcapabiliy. This reault could be probablyascribed
to a more efficient catalytic systemor to the presenceof polymorphsms. Furthemore, the correlation
analysis between single enzyme gene expressionand the corresponding catalytic activity has bee
performed:for someisoformsa good correlationhasbeenevidenced Presentresultsconfirmedthe breedas
oneof theinternalfactars thatmight modulatethe metabolsmin cattle

Thesane Q RT-PCRassay$awe beenappliedin othe two experiencesyherel5-18 monthsold beefcattle
have beenadministeedwith illicit conpoundsithe aim of the presenapproactwasto evaluate the effects of
thesesubstancesn liver metabolismandto identify possble indirect biomarkersof treatment

In the first experiment, “Marchigiani’ beef catle were treated with DEX per os (Tpp group) or
intramusclarly (Bpp group), whereasn the secondstudy Frenchcrossbredcatie were administeredDEX
alone (Dge group) or in combinaton with E, (DEge group). Geneexpressiordatapointedout a significant
induction of CYP1A1, CYP1A2 and CYP3A4 mRNA in DEg group, while a consisten inhibition of
CYP2B6e CYP2E1wasnoticedin all treatedgroups.As regardsthe tested phasell enzymesGSTAL was
inducedin By and DEg. groups and SULT 1AL in Tpp ard DEg. ones.Finally, amongnuclearrecepors an
increaseeither of CAR ard RXRa expesson in Ty and DEge groupsor ERa (only in DEg group was
noticed The designand the applicationof a 28 transcriptd? CRArray of hepaticmetabalsm in experiments
recardingillicit treatmentsallowedtheidentificaion of somepotenial candidategenesthat could be usedin
the futureasindirectbiomarkersonfield, althoughonly afteravalidaion step.

The same appoach (only for somephasel enzymesand correspondingranscrption fadors) has beenused
to completeandher experiment,in which veal calveswere treatedonly with DEX per os or intramusculdy:
the evidenced effects were compketely different from other ones collected in bed cattle, probably for
physiologicaldiffererces(age, diet, anatomyandphysbology of the gastreenteical appaatus) thatare likely
to modulateDEX phamacoknetics but also for difficulties strictly related with this patticular kind of
farming (stres condtions andiron-deprived dief). No statstically significantdiffereneswere obsavedin

chosenCYPs andnuclearrecepors geneexpressionexceptfor GR, inducedin the groupof animalstreated
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intramusclarly with DEX. Furthemore, the CYP3A proteinexpressiorwasinhibited in both treaged groups,
confirmingthetrendobsenedatbothgeneexpressiorandcatalyticactivity levels

Finally, the effects of same endogenasexogenousprecursrs of sexual staoids on some metabolism
enzymesandtranscrigion factas geneexpressiorhavebeenevaluded,by comparingonein vitro andonein

vivo sygem Primatry cultures of bovine hepatocytesincubatedfor 6 hourswith 100 uM ADD or DHEA,

and15-18 monthsold beefcattle (“ Valdostana breed) treaed with the samecompoundst the dosagenf 50

mg/pro capite onceaweekfor 5 weels, wereused.Quanitative Real Time PCRreaults evidencedthat thein

vivo treatmentsvith the forementionednoleailesdid not causerelevanteffects (exceptfor PXR ard PPARy

inhibition in the grouptreatedwith DHEA), confirming both catlytic activities andimmunaobloting results.
On thecortrary, in thein vitro system DHEA causeda 1,5— 4 fold inductionof CYP2Q, GSTA1, DHEA-

ST, 17BHSD type ll, CAR, PXR, RXRa and PPARr mRNA expressionand a significant inhibition of

CYP1A1, CYP2EL and UGT2B17. The incubation with ADD, instead evidened only a significant
inhibition of CYP1AL expressionThe differentbehaviorobservedn thein vivo andin vitro systens could
be probablydueto the dos applied and to the fact thatthein vitro systemrepresents semplificationof the
organismin toto and that mimics with a lot of difficultiesthe pharnaco andtoxicdogical processes that
normally hapgen in vivo (Freshney,2001). Nonethelessin vitro alternativemethodsare valid sysens
becawsethey are rapd, riproducibke andcouldsubstiutefield experimentsthatnecessitatenanyanmals. As

a whole, other experiencesto stancardizethe protocol of hepatocytessolation, are requestedin orderto

reducetheinter-culture varability observed
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Introduzione

1. INTRODUZIONE

1.1. Lebiotrasformazioni
Gli organismiviventi sonocontinuanenteespostiall’azionedi molte sostanzehimiche,di origine naturaleo
antropogenicacaratterizate da un’egremavariabilita strutturale(loannides,2006). Tali conposti, definiti
xenobiotici, comprendonoanche quele sostanze,naturali o di sintesi, che vengono somministrate
volontariamentea fini terapeutic¢ e/o profilattici (farmeci ed addtivi alimentari) o utilizzati a scopo
fraudolento (auxinici, promotor della crescita (PdQ, anabolzzanti, appetizanti) oppure assunti
accidentalmente(pesttidi, disinfettantj contaminarit ambientdi), e che in generalepossonoa volte
interferire pericolo@menteconi normali processiomeostéci.
La maggior pare degi xenobiotci & dotatadi una lipofilicita sufficiente a permetteil passaggiodelle
barriere anatomichee delle membranecdlulari ed il conseguenteaggiungmento di plasmae tessiti. In
guantotali, vengonoquindi facilmenteas®rbiti ma, purtroppo,eliminai lentamente:e noto infatti comei
compostilipofili venganofiltr ati a livello glomerularee possan esseraiassorbitiproprio a causadd loro
caatterelipofilo. Tutto cid ne favoriscel’accurrulo, in paricolare nel tessutoadiposo(Varit Klooster,
1992). Quese sostanzejn generale,non rappresentangoltantodei potenzidi rischi per la saluteed il
benesseralegli organismi ospii bensiancheper il consumatoreper la presenzadi reddui in prodoti di
origine anmalededinati all'alimentazone (Witkamp,1992).
Di conseguenzda rispostaimmediatadedi organisni viventi € quelladi eliminare questicompostiil piu
velocementepossibile, in modo tale da proteggerese stessidai loro effetti deletei. Gli animdi pertanto,
hannosviluppatounaseriedi reazbni enazmatichein gradodi trasibrmarei conpostilipofili in metabditi
idrofili, piu facilmente eliminabii attraversogli organi emuntori Tali sistemi enzimaici risiedoro nd
retioolo endoplasmatice nella frazione citosolicadi molti tessutiquali reni, polmoni, intesino e cute,ma
sgprdatutto nd fegato(Sipese Gandolfi, 198§. Nella maggor pare dei casi, a tale metabolismoconsegue
I'abolizione o unariduzione dell'attivita biologica dello xenaobiotico(loannides2002) e, di conseguenza
una moduazione del’intensita e della duratadd suo effeto. Quest importanti processivengno definiti
biotrasformazioni
Sidevea Williams (197J) I'introduzionedd concettodi metabolsmo comeprocessali detossificazionee la
classificazionedele biotrasbrmazoni in reazoni di primae secadafase.
Le reazoni di fase | compendono principalmente reazioni di ossidczione, riduzione ed idrolisi, che
sditamentesmascherano introduconosullamolecoladello xenobiotco gruppi polari quai —OH, -COOHe
—NH,. Quest gruppifunzionali rendonoil compostoidoneoa subre i successivproces di coniugazione
(reazionidi fasell) consostanzeendogenejualiI'acido glucuronico, il glutatione,il solfato(formazonedi
esteridell’acido solforico) ed aminoacidi i coniugaticosiformati assumonain maggiorpesomolecolaree
caratteristichedi idrosolbilita.
Gli enzimicoinvolti nellereazoni di fasel si trovanoprevdentemente livello del reticolo endoplasmatico

cdlulare e la maggor partedi essiappariene alla superfamigliadel citocromo P450 (CYP), mentregli
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enzimi di fasell sono a prewalentelocalizzazionecitosolicae sonorappreserat da glucuronittranserasi,
glutationetransferasiacdil -trangerasj soffo-tranderasi e meti-transferas{Alberti e Villa, 1984.
Temichedi ultracentrifu@zionediff erenzide permetonodi isolarele membrae del reticoloendoplasmatico
sato forma di vescicde di circa 100 nm di diametrodefinite microsomi, ricoperteo menodi ribosom.
L'andisi biochimica di queste membrarm, trattate precedentementeon ribonucleasi pa eliminare le
ribonucle@roteire, harivelatoin essela presenzali proteinestruturali e lipidi per il 30-50% ed enzimi
necessaralla sintesiproteica,al metabdismo deilipidi e ai proceskdi biotragormazone.
Benchéinizialmentele reazioni di biotrasformazionesiano stateconsderatecomesistena di deattivarmne,
0ggi € noto come invece siano coinwlte in reazionicosiddete di bioativazione, in grado di convertire
scstanz chimiche innoce in sodanze elettrofile reative, che possonodare citotosscita interagendo
covalenementecon le prateine oppue comportarsicome apteni e sviluppareimmunotossicitao ancora
legasi al DNA e generaranutazoni (Sivapathasundaraet al., 2001;Nebbia,2001,Nebbiaet al., 2003. In
alcwuni casi, infatti, pud accadee che il metabolia formatosi conservio addirittura acqusisca un’attivita
farmacetossicologica supeiiore d compostoparentale(Nebbia, 2001). Un fenomenodi bioattivazione e
infatti responsabiledell’attivita mutagenadellaflatossinaB1: in seguito alla epossidaione dell'andlo
difuranicodi tale micotossinasi ottienela formazionedi un metabolitiin gradodi legarsi covalenementea
macomolecolecellulari nucleofile qualiil DNA e le proteine; questoegamee all’'origine di addottia DNA
e proteine(albumina)chenel primo ca® possongortarea mutazoni checondiwconoa potenzali processidi
cancerogenegiKadlubare Hammons1987).

Di recente,alcuniautorihanno propcsio di aggiungereallo schemaclassicodelle biotrasformaioni ancheun
nuovo gruppodi enzimi, detti di faselll, il cui ruolo consiserebbenel traspotare i composticoriugatial di
fuori della cellula (Zimmiak et al., 1993). Recenementeha assuntgparticolae importanail ruolo della P-
glicoproteina(PgP)nel metabolsmo dei farmaci La PgPe altamenteespressallivello di epdociti, di cellule
epitelidi integinali e dei tubuli renali,norchédi cellule endotelialidei capillari cereldi; e stato dimostrato
cheein gradodi favorire I'escrezione dei farmaci dagli epatocit e dai tubuli renali ndlo spazioluminale
adiacente.A livello enterico, inoltre, questo trasporétore pud prolungare il tempo di permanena
intracellularedelle molecde ad azione farmacobgica, attraversoun processoripetitivo di estrisione e

riassabimento,che compota un aumentadel metabolismalelle stes® in questasede(Lin, 2003).
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1.2. Il sistema enzimatico del Citocromo P450
Un grannumerodi sistem enzimatici € coinvolto ndle reazionidi fasel, ma il principale & quello delle
monossigenasia funzione mista, che a suavolta comprendeil sistemamultienzimatico del CYP e delle
monossigenasflaviniche.
In particolare, la superfamiglia del CYP comprendediversi isoenzimi prevdentemente localizzati nelle
membranedel reticolo endoplasmatio liscio e genericamentecostituiti da un gruppo progetico, la
ferroprobporfirina IX, e daun polipeptide codificatodasingoli geni
Nel 1958 si descrisseper la prima volta un pigmento di membranain gradodi preentareun picco di
assorbiment@ 450 nm, dopo riduzione con sodicditionito e complessazione&on monossidadi carbonioa
formareun ferrocartonile (Garfinkle, 1958;Klingenbeg, 1958). Studi successivicondottida Omurae Sato
(1964) permigro anchedi detaminare la naturaemoproteia di quesb pigmento,il quak in seqiito a
degadazoneportawa allaformazionedi un compostdnattivo, notocomecitocrono P420.
| diversiisoenzimidel P49 caalizzanoreazionidi ossidazionén cui I'atomo di una molecoladi ossigeno
viene inserito nel sukstrato, ossdanddo, mentrel’altro vieneridotto ad acqua, come schematizzatmdla
formula segene, in cui RH € il sulstrato (endogenco esog®@o) e ROH il metaboita corrispondente
idrossildo.

RH + O, + NADPH + H" & ROH + H,0 + NADP*

In particolare, 'atomo di ferro (F€"*) del gruppoeme funziona da accetore di eletroni nele reazionidi

ossidaione, mentrel’apoproktinaé resporsabiledela diversaaffinita di legamee spedficita di substratale

diversiisoenzimi(Yan e Cddwell, 2001).

Gli eldtroni necesai per lo svolgimerto dela reazbne vengono trasferit; dal nicotinanide adenin
dinudeotide fosfato ridotto (NADPH) a CYP, attraversouna flavoproteina,la NADPH-citocromo P450
riduttasi.

Il CYP érinvenibile nellamaggior partedegli organismiviventi, compregbatteri,lieviti e piank. Congste di

famiglie e sottofamidj e di enami che sonoclassifcatesullabasedell’identita dellasequenzaminoacidical

membri della stesa famiglia (indicati con un numero arabo) possiedon un’identita dela seqienza
aminoacidta pari al 40%, mente in quelli appartenentalla stessasotbfamiglia (indicateda unalettera)é
sweliore al 55% (Nelsan et al., 1996). All'interno della stessasottofaniglia, ciascungenecodificanteper
unaspeifica isoformavieneindicato con un numep arabo(esempidCYP3A4).

Il genona umano conprende57 differeni CYP (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.Jitraho
studo recenteli ha classificai in diversi gruppi sulla basedel loro coinvolgimentometabolico:quindici

isoforme metalwlizzanole sostaze chimiche ed i farmaci quattordicisonocoinwlte prevalentenentenel
metabolisno degli sterdi (acidi biliari compresi);quattroisoenzimiossidanole vitamine liposolubili; nove
sano coinvolti nel metallisnmo degli acidi grassie degli eicosanoidi;dei rimanent quindici invecenon si

conose la selettivitadi substratce la conseguent&unzione(Guengerich2003).
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In generalegelle 18 famiglie conogiute nela spece umana,solo le prime 4 (CYP1-4) sonocaoinvolte nel
metabolisno degli xenobbtici nonchédi alcuni substratiendogeniormoni, vitamine,acidi biliari). Gli altri
CYP invece giocano un ruolo deteminante ndla biosintesidi paticolari substrat endogeni come per
esempimellasteoidogenesi.

Nella tabella 1.2.1 vengono riportae le principali attivita farmacemetabolizanti swlte dalle singole

famiglie di CYP nellediversespecie.

Coinvolgimento

Famiglia Sottofamiglia metabolico Specie studiata
Metabolismofarmacie steroidi
Metabolsmocontaminanti Ratto,coriglio, criceto,trota
CYP1 A B ambientali(idrocarbui aramatici I A
policiclici, aminearomatite, cene, scimmia,uomo,bovno
aflatossinaBl)
CYP2 A B, CDE Metabolisno farmacie steroidi Topo, ralto,comgho,gam,
scimmia,uomo,bovino
CYP3 A B, F Metabolisno farmacie steroidi Rato, conlgllo,cr|cgto,SC|mm|a,
uomo,bovino
CYP4 A Metabol|Zn;)c?§i|g?;;§iCMOnlco Ratto,coniglio,uomo,bovino
CYP5 A, B SintesitrombossaniA2 Uomo
CYP7 A B Biosintesi degi acid biliari Ratto,coniglio,uomq bovino
CYP8 A B Sintesiprostecicline Uomo
CYP11 A Biosintesi steroidi Ratto,bovino, suino,uomo
CYP17 A Biosintesi steroidi Bovino, suino,pollo, uono
CYP19 A Biosintesi steroidi Ratto,pollo, uomo
CYP21 A Biosintesi steroidi Topo,bovino,suino,uomo
CYP24 A DegradaziongitaminaD3 Uomo
CYP26 A Idrosslaziore addo retinico Uomo
CYP27 A B A: biogntesiacidi biliari Uomo

B: attivazionevitaminaD3

Tabella1.2.1: Principdi attivita farmaco-metalwlizzanti dellefamiglie di CYP nele diverse specie(Nebet et al., 1989;
Nebertet al., 1991 Nelsonet al., 1996;Sivapatlasuraran et al., 2001; Van't Klooste, 1992;Nebbiaet al., 2003).
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1.3. Principali famiglie di Citocromo P450 coinvolte nel metabolismo degli xenobiotici
Comeriportatonel captolo precederte, le famiglie CYP1,CYP2 e CYP3 sonomaggiornentecoinvoltenel
metabolisno degli xenaobidici, mente la famiglia CYP4 presentacome principali substrat metabolicigli
addi grassie le prostagandne.

Le diverseisoformeposson essee specifcatanente indotte o inibite dadiversixenobiotici(Sheweita2000)
edi meccanismdi regolazionecoinwolti verrannodescrittidetiagliatamenten seguito.

Le diversefamiglie di CYP, i loro sulstrati nonchégli eventualiinduttorifnibitori, soro stati ampianente

studati nell'uomo e nelle specieda laborateio; tuttavia & statoriscontratocome esistanadifferenzenella
specificita di substratoa secondalella specieanimaleconsiderata(Pasanen?004).Perquestomotivo, negli

ultimi anri, sonostati condott divers studianchenelle speciedi interes® veterinario,inclusoil bovino, che

hannopermesodi porre in evidenzale eventualidifferenz riguardanti le capacia biotragormative in queste
specie(Machalaet al. 2003 Nebbiaet al., 2003; Szotdkova et al., 2004;Dacaso et al., 2005;Giartin et al.,

2006). Nella tabellal.31 vengonoriportati i conmpostiindutori edinibitori e le attivita catalitichemarker,

sditamenteimpiegate, spedfici perle famiglie CYP1-4.

Famiglia CYP1
La famiglia CYP1 e compoga da due sottofamiglie:il CYP1A, cheannoverde isoforme 1A1 e 1A2, edil
CYP1B,il cuiunicomenbroeil CYP1B1.

II' CYP1Al & un enima extraepatico,responsalté della bioattivazione di diversi pre-cancerogni; in

particolare,catalizzale reazoni di ossidaimone del benzo[a]pirene di altri idrocalburi aromaticipoliciclici
(PAHs: Donato, 2004) Queséa isdorma risulta inducihile, a livello polmonare,placentare, mammarioe
linfatico, in sequito all’esposizbnedellanimalea contaminantambienali comePAHs, aminearomatichee
la diossina(2,3,7,8tetraclaodibenad-p-diossnao TCDD: Whitlock, 1999).

Il CYP1A2 é un erzima a prewalerte localizzazione epatica,dove rappresentaircail 13% dd cortenuto
totale di CYP (Yan e Caldwell, 2001); tra i suoi substrat sono compresidiversi farmaci (fenacetina,
paracetamologaffeina,teofillina e propanololo)nonchédiversesostanzaossicheg(nitrosammineaflatossina
B1 edaminearomaticheDonab, 2004).Ancheil CYP1A2 puo es®reindotto a seguitodell'esposizone ad
idrocarburicortenuti nel fumo di tabaccoo spiigionati durantela combustionedi alcuni alimerti, nonché
dall’asaunzionedi omepazoloo di compost indolid vegetali(Donato,2004).

La modulaione delle sudddte isoforme € mediatadal recettore AhR (aryl hydrocarbon receptor) e
dallARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear trandocator: Kawajiri e Fujii-Kuriyama 2007).

Le attvita CYP1Al- e CYP1A2dipendentipossono esserevalutate dal’entita della O-dealchilaione
dell’etossiresorufina (EROD) e della metossiresoriia (MROD: Machalaet al., 2003) L’attivitadi EROD é
mara@tamentepiu elevatanel bovino rispettoal ratto (Sivapathasundaraet al., 2001),al suino, agli ovi-
caprini (Szotkova et al., 2004) nonchéai conigl e ai broiler (Nebbiaet al., 2003). Al cortrario, I'attivita
della MROD é simile in bovino, ratto,suinoe broiler, mentreé da 3 a 7 volte inferiore rispettoa quella

regstratanel cavallo e nel coniglio (Sivapathasundarart al., 2001; Nebbiaet al., 2003). La furafillina
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costiuisce un inibitore specifio del CYP1A2, mente I' a-naftoflavone inibisce entranbe le isoforme
(Pelkonen et al., 1998). La presenzanei microsomiepaticidi bovinodi proteinecorrdahili al CYP1A e stata
confermda ande graziea tecnicke di immunoeletroforesi, utilizzandoanticorpidiretii conto il CYP1Adi
rattoe coniglio (Sivapathasundaraget al., 2001;Nebbiaet al., 2003).

II CYP1B1 € un enzimapresentein diversi tessiti extraepatii come polmone, rene, utero, ghiandola
mammariaed ovao (Hakkola et al., 1997) Nelluomo questoenzimacatalzzal idrosslazionein posizione
4 dell’'estradiolo,e come i membri della famiglia CYP1Aein grado di attivare diversipre-canceogeni e pre

mutagenicomePAHSs e le aminearomatiche (Shimadeet al., 1996).

Famiglia CYP2
La famiglia CYP2 comprendediversesottofamiglie tra cui il CYP2A, CYP2B, CYP2C,CYP2De CYP2E.

L' importanzadi ciascunadi questesdatofamiglie nel metaolismodegli xenobotici varia significativamente

asecondalell'isoformaconsderata(Yan e Caldwell 2001).

Solo acune isoforme della famiglia 2A sono espresse livello epaticoin manierarilevante (il CYP2A6
nell'uomo e le isofome CYP2A1 e CYP2A2 nel ratto, cherappreentanaispettivamenteil 4-15%edil 2%
del contenutaotde di CYP). Nel ratto,le dueisoformedel CYP2A riconoscow comesulstrati gli steroidi
endogeni, mentre I'il sdorma CYP2A6 del’'uomo € prevalentementecoinvdta nel metabolismodegli
xenobiotici(Haduchet al., 2005).

Il CYP2AG6 € il resposable dell’ossidazonedellanicotina e della bioativazionedi alcuni pre-cancerogeni
(nitrosaminecontenutenel fumo di tabaccoed aflatossinaB1); I'attivita cataltica di questa isoformapuo
esseranisuratavalutandol’id rossilazione e/o la deetilazione(per entrambein posizione7) rispettivamate
della curarinae dell’etossicunarina (Donab, 2004). Questaisoforma puo essereindotta da fenobarlitale
(PB), rifampicina, desametaane (DEX) e nicotina oppure sovraespressa seguito ddl'insorgenza di
patologieepatichecone cirrosi, epdite virale,infestazionparassitag edalcuni tumori (Haduchet al. 2005).
L’ attivita dell’enzima cumarina 7-idrosslasi nel bovino &€ marcatamentepiu elevatarispeto al ratio
(Sivapathasundarara al., 2001) ma é risaputo che questoroditore mostrauna carenzaspeciespecifica
nella biotrasformazionali questosubstrao (Pasanen?004).1noltre, nei microsani epatici di bovino, € stata
dimostratala presenadi proteinein gradodi crossreagireconanticorpidiretti controil CYP2A6 dell'uomo

(Machalaet al., 2003).

Il CYP2B comprene@ nell'uomo unasolaisoforma,il CYP2B6, espressa livelli inferiori all’1% nel fegato,
mente nel ratto s rinvengonole isofame CYP2B1e CYP2B2.L’espressbne e I'induzione del CYP2B6
sno regolateda un recettorenucleare, il costitutive androstan receptor (CAR), il quale, formandoun
eteodimero con il recetbre dell’acido retinoico (RXR), modulala trascrizionedei geni che codificanoper
guestocitocromo(You, 2004).Gli enzimiappartenemta quesa sotofamigliasono importantisgorattuto per
il metabolismodi conposti endogni quali gli ormoni steroidei,ma annoveranaltresitra i loro substrati

anchefarmacicomei bariturici e le benzodiazepin@Nims et al., 1997);possonoperaltro,esserendotti nel
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ratto conseguetementealla somministrazionedi PB, clotrimazoloe taluni policlorobifenili. Anchenel caso
del CYP2B é statopossilile dimostrare, nel bovino, la presenzali protene immunoreattive versoanticorpi
anttCYP2B di ratto (Sivapahasun@dramet al., 2001; Nebbiaet al., 2003; Giantin et al., 2006). L'attivita
dell’enzima pertossiresorufinaO-dealctiasi nel bovino e simile a quela del ratto (Sivapatlasundaranet al.,
2001) ma,comein altri animali dareddito, molto bassaSzo#kova et al., 2004)e con differenzeascrivbili
alla razza (Giantin et al., 2006). Utilizzando substat CYP2B-dipendeti come la benZetamina e la
benzilosfresorufina, non sonostae individuatedifferenzetra il bovino, il cavalloe il broiler (Nebbiaet al.,
2003).

Nelluomo la sottofamglia CYP2C é codituita da molteplici isoforme, ma quelle preseti nel fegatoe
respnsabili del metabdismo biotrasfamaivo soro CYP2@3, CYP2C9,CYP2C18e CYP2C19 L'isoforma
CYP2C9,chetral’altro metabolzzal'i buprofene e la tolbutamide(un farmaco ipodgicemizzanteorale),e tra
tutte la piu egpressapoiché costituisceda solail 60% del CYP2C nell’'uomo. Il CYP2C8comprenddra i
swi subdrati il taxolo, mente il CYP2C19 (I'isoforma meno rappreserata, circa 1'1%), concare al
metabolisno di farmaci come il diazepam,|’omeprazoloe la clomipramna (Yan e Caddwell, 2001).
Barbiturici, antimicotici e fenotazne sonoin gradd di indurre questeisoforme,grazieall’ interazioneconi
recettori nucleari CAR e pregnane X receptor (PXR), mentretra gli xenobiotici inibitori si amoverano
sufafenazab e fluvoxamina (Pelkonen2004). Anchenel ratio sonopresentidiverseisdorme del CYP2C,
alcune ddle quali presentao differenzedi espressiondegateal sesso(il CYP2C11e il CYP2C12sono
costiutivamente esprasi rispettivamente nel maschio e nella femmina: Kedderis e Mugford, 1998).
L’ esistenzadel CYP2C nel bovino é stat dimostrata,anchein queso caso,tramite 'immunoelettroforesi
con anicorpi antrCYP2CD umanoe CYP2C11di ratto (Sivapathasundarat al., 2001); nei Ruminanti
(inclusi quelli selvatti), I'attivita catditi ca CYP2C-dipendent pud esseresimatavalutanda’idrossilazione
della tolbutamide (Machalaet al., 2003; Granataet al., 2007). Proteine crossreattve nei confronti del
CYP2C9 umano e la demetiaziore del suo substato 7-metossid-trifluorometilcurarina sono state

evidenZatein bovino, suno e ovi-caprii (Szotkovaet al., 2004).

Un’altraimportanteisoforma appatenerte alla famiglia CYP2 & il CYP2D6 che nell uomo,costtuiscecirca
il 2% del CYP totaleepdico. Nonostante bassilivelli di espressiongl CYP2D6¢ il secondenzimaP450
dipendentepiu importantendla biotrasfornazionedegli xenobioici, essendaesponsaibe del metabolismo
di almenoil 30% dei farmaci presenti in commercio.Trai suoi substratisi annoeranofarmaciantiaritmici,
antidepressivi, neuplettici e p-bloccaiti (Yan e Caldwell, 2001) Questa isoforma, diversamentedale
precederit non € indudbile ma risulta essereselettivamentdnibita in presenzadell’antiaritmico chinidina
(Pelkonen, 2004).Nel bovino, a differerzadell’uono, le isoformecompreseellafamiglia CYP2D sonodue
(con un’identitanella seqenza nucleotdica del 93%), che comunquecrossreagisconocon anticorpi anti
CYP2D6 dell'uomg nel bovino, analogamental’uomo, la suaattivita cataltica viene stimatamisurando

I'i drossibzionedelladelyisoquinae dd bufurarolo(Sivapathasundaraet al., 2001).
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II CYP2EL1 é I unico componentedi questasottofamiglia nel'uomo. Localizzatoprevalentementa livello
epatico,e in gradodi bioattivare alcuni cancerogenicome PAHSs e le nitrosamine; é altresirespnsaile del
metabolisno del paracetmolo (Donato,2004), consecutivamental qualesi origina un metabdita tossicq
L’ N-acetilberzilimidochinone(Sinclair et al., 1998) Nel’'uomo, un’elevataconcentrazioa di CYP2ELlsi
riscontranegli alcolisti, dal momenb che questaisoformapuo essereindota dall’etando (anchein altre
specie comeil ratto: Sinclair et al., 1998). Un altro induttoredel CYP2EJ] nell’'uomo, € Iisoniazide (un
farmacoantitubercolareParket al., 1993) La capacitaossdativanei confrontidi alcuni substratiCYP2E
specifici comeanilina, N-nitrosodmetilamina e p-nitrofenolorisulta es®re inferiore, comunementead altre
speciedi interessalomesico, rispetb a ratto (Nebbi et al., 2003) Un altro subsrato CYP2Edipendentda
cui attivita nonrisultacomunqueilevantenel bovino e rappresentatdal clorzoxaone(chevieneidrossilab
in posizione6: Sivapathasundaraset al., 2001;Szo#kovaet al., 2004).

Famiglia CYP3
La famiglia CYP3A ¢ la piu abbondantael fegao umanoe, tra le diverseisoformechela compongno, il

CYP3A4e quellopiu important nel metatwlismodeglixenobiotici,poichécostituisceal 30%del CYP totale
e partedpa al metabolsnmo di piu del 50% dei farmaci utilizzai nel’'uomo (You, 2004); tra quest, Si
annoveraneritromidna, midazlam, ciclosporira A e lidocaina(Donato,2004).Le altre isoforme presenti
nell’'uomo sonoil CYP3ADS, preserte prevalentememtnel fegab ma riscontabile anchein polmone,colon
edesofago(Donato,2004),edil CYP3A7,originariamentandividuab alivello epaticonel feto, maespresso
anchen placentagndonetrio, ghiandde surenalie prostatanel’ individuo adulto(Zhu e Leg, 2005).

Il CYP3A pu0 es®re indotto da glucocorticoidi come il DEX, macwolidi come la rifampicina, derivati
imidazolici quali il clotrimazoloe barbiturici comeil PB. L’'induzione € mediatadal PXR e CAR, secondo
un meccanismodi cross-talk; entranbi formano un eterodimerocon 'RXR prima di legarsial DNA
(Paswssi et al., 2001).

In diversistudi,'uso dell'immunobbtting ha consentitadi identificarela presena di protene correlabilial
CYP3AIin diversespecieaninmdli d’allevamento,vi compresdl bovino, utilizzandoanticorpiant-CYP3A1
e CYP3A2 di ratto (Sivapahasundram et al., 200L; Nebbia et al., 2003) e ani-CYP3A4 di uomo
(Sivapathasundaramat al., 2001, Szo#kova et al., 2004). | substrat utilizzabili per valutare I'attivita
cdalitica sono moltepici: I'eritromicina, I'etilmorfina e la triacetiloleandomicindTAO) che nel bovino,
vergonodemetilateanio quantoosseratoin ratto (Sivapathasundarast al., 2001), suino,cavalloe broiler
(Nebbia et al., 2003) il tesbstepne(TST), chevieneidrolizzatoin posizione6p e 2B (Machalaet al., 2003;
Smtakovaet al., 2004).

Re@nemente ¢ statopossibilevalutarel’espressionalel CYP3A in vivo in manieranoninvasiva,stimando
le concentrazioniurinaiie di 6B-idrosscortisolo e cortisob ed esprimendoleeomerapporto(Shibuyaet al.,
2003).
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FamigliaCYP4

La sottofamigliaCYP4A rappreserta unadelle 18 satofamiglie che costituisconda famiglia del CYP4 e

consise di 20 isoforme, presentiin 9 differenti spece di mammferi (ratto, coniglio, uomo, topo, hamster,
cavia, koala, gattoe maiale Okita e Okita, 2001) | CYP apparénentia questafamigia partecipanalla o-

idrossilazione delle progaglandine e degli acidi grassisaturi ed insatur, nonché al metabolisnmo del
colesteolo. | geni piu stwliati di questafamiglia sonoqueli che codificanoper il CYP4Al, CYP4A2 e
CYP4A3nelrattoe sonoespressprevalentementa livello epatco e renak (Simpson,1997).

Alcune isoforme del CYP4A possono essereindotte da un gruppo eteogen® di compostj noti come
“peroxisome proliferators’ checompendonoagentiipolipidemizzanti comei fibrati, i plasticizanti (ftalati),

i solveni, i lubrificanti, gli erbicidi, gli aninfiammatorinon steroidei (ibuprofene ed aspiring ed il

deidroepiandragrone (DHEA); l'induzione awiene mediane I'interazione di un recettore nucleare
denominatgperoxisome proliferator-activated receptor o (PPARy) cheformaun eterodinero conil recettae
RXR.

Indltre, esistonodelle sostane in grado di inibire I'espressionedel CYP4A nel fegato di topg, quali i

lipopolisaccarid{LPS),gli antagnistidei canalidelcalcio el interleuchira 1 (Okita e Okita, 2001).

Le attivita catalitichechesolitamentevengonoutilizzatepervalutareil coinvolgimentodel CYP4A sonol’ o-

idrossilazione dell'acido laurico, I'idrossilazionein posizione 19 o 20 dell'acido arachidonico o

I'epossigenasdell’acido arachianico stessoin posizionell, 12. Hoch et al. (2000 hannodimostratoche
tra le varie isoforme espressael ratto, il CYP4ALl e quelo chepresentdl piu elevato turnower perl'acido

arachidonicoe I'acido laurico. L’ attivita di idrossilazionedell’acido laurico & statagia utilizzataanchend

bovino, ma questaspeciesembracatalizzarequestareazone in manieramenao rilevante rispetto al ratto

nonchéadaltre spece daredditocome capramaialee pecora(Sivapathasundarast al., 2001; SzoBkova et

al., 2004). L'uso dell'immunoelettréoresi ha permessadi individuare quesa protena in ratto e bovino,
medante l'utilizzo di un anticorpoantrCYP4A1 di ratto, ma anchein questocasoeé stata evidenziata
un’espression differenzale nelle due spege sopracitate confermandajuantovisto per I'attivita catalitica
(Sivapathasundaramt al., 2001)
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CYP Attivita catalitica marker I nduttori Inibitori
CYP1A 7-etosgresorufinaO-deetilasi PAHs Furdil lina
7-mebssiresorufinaD-deetlasi Omeprazolo a-naftdlavone
Bereo[a]pireneidrossiasi B-naftoflavone
3-metilclorantrene
(3MCQC)
CYP2A EtossicumarinaD-deetlasi Rifampicina 8-metos#psoralene
Curaina7-idrosslasi Barbiturici Metoxalene
CYP2B BenZetaminaN-demetlasi Barbiturici Ticlopidine
7-benzilossiresorufin®-deetilas PB Thiotepa
Tesbseronel6o idrosslasi Antimicotici
Tesbsieronel6p idrossilasi Fenotazine
7-pentossesorufinaO-deetlasi
CYpP2C AminopirinaN-demetiasi Barbiturici Sulfafenazolo
Tesbskerone2a, 23, 150, 158 PB Acido tienilico
idrossilasi Antimicotici fluvoxamina
Tolbutamidemetil-idrossilas Fenotazine
CYP2D Debrisochina4-idrossilasi ? Chinina
Bufurarolol-idrossilasi Chinidina
DestometorfandO-denetlas
CYP2E p-nitrofendo idrossilasi Isoniazide Dietilditiocarbammato
Anilina idrossilasi Etarolo Disulfiram
Clorzoxazom 6-idrossilasi Acetone 4-metilpirazolo
DimetilnitrosaminaN-demeilasi
Acidolauricollidrossilasi
CYP3A EtilmorfinaN-demetilasi DEX Ketoconazolo
EritromicinaN-demetilasi PB Eritromicina
TriacetloleandomicinaN- Fenitoina
demetilas Rifampicina
Tesbsteone6p e 2 idrossilas pregnenabne 16a-
carlonitrile
CYP4A Acidolauricol2-idrossilasi Clofibrati LPS

Tabella 1.3.1 Attivita cataliiche, induttori ed inibitori specfici impiegat per valutareil coinvolgimeno dei singoli
CYPin uonmo, speciedalaboratoio e animal dareddto.
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1.4. Gli enzimi coniugativi

Gli enzim di fasell consstonodi molte superaimigliedi enzimicheincludonole solfotransferas{SULT), le

UDP-glucuroniltransérasi  (UGT), le DT-diaforasi o NAD(P)H:chinone ossidoiduttasi o

NAD(P)H:meradioneridutias, le epossidadrolasi le glutaione S4ransferas(GST) e le N-acetilrarsferasi
(Xu et al., 2005). Ogni superfamglia a sua volta & costituta da famiglie e sottofamidie di geni che
codificanoper le varie isdorme, camterizzate da differentespecifcita di substratpdiversamodulazioneda
partedi composi induttori edinibitori, nonchédadiversadistribuzonein organi e tessuti.

In generge, la coniugazionemediat dagli enzimi di fasell portaad un aumentodellidrofilicita, ad una
maggior escrezionendla bile e/o nelle urine e conseguenteemte alla diminuzone del potenzialeeffetto

tosgco dei compostiparenerali o dei loro metabolit. Tuttavia, in determhat situazoni, la coniugazione
puo portareall’oppodo arche ad unaattivazone del metabolitae ad un aumeno dell’effetto tossico(Xu et

al., 2005).

La glucumonazioneé unadelle vie metabolche di coniugazionemaggiormentecoinwolte nel metabdismo e
nell’escreionedi compostiendo@ni ed esogeni.Questareazionee catalizzah dalla supefamiglia di enzimi

denominati UGT. Sebbenela glucurcmazione sia comunementenota come un meccaismo di

detossiicazione,in letteratura ci sonomolti esempidi metabolti glucuronidatiattivi o con attivita tossica
(Burchell e Coughtrie,198). Le UGT catalzzanoil trasferimenb di partedell’acido glucuronicodal co-

substratoUDP-acido glucuronico a substato, producendacosi un metabolitadotato di maggor polaritae
sdubilita in acqua.Esistonomolte isoforme di UGT e 18 sequene di cDNA sono state finora clonge a
partire dafegatodi uomo (Burchell, 2003).

Le UGT sono dele proteine lecate alla membrana, che si rinvengono nelle frazioni subcelulari

microsomiali Il dominio calitico di quest enzimi si affacciand lume del reticolo endoplasmatic@ per
guestomotivo le preparaoni microsomial richiedonol'attivazione con detergenti prima della valutazione

dell'attivita biochimica speifica.

La nomertlaturade singoli isoenimi apparteneth a quesa supefamiglia & basatasula strutturagenica e
sul’ omologiadi sequenzaSi conascoro infatti due famiglie di UGT, UGT1 e UGT2, checompraxdonopiu

di 35isoenzimi,preseti in molte specie. | menbri della famiglia UGT1 nel’'uomo sonoil prodottodi un

unico genelocalizzab sul cromosona 2, costitito da 4 esonicomuni e da almenol13 esonivariabili che
derivanoda uno splicing altemativo dell’esonel, mente i membridellafamiglia UGT2 sonoil prodottodi

diversi geni individuali, apparenenti ad un unico cluster localizzato sul cromosona 4 nelluomo. La

satofamigia UGT2B inveceinclude le isoforme UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10, UGT2B11, UGT2B15,
UGT2B17 e UGT2B28edalcun pseudogeniecentementscopeti (Nagare Remme| 2006).

Gli enzim UGT sonodifferenzalmenteespresssianel fegab siain tessuit extraepatici.

Mertre le isoformeapparteentialla famiglia 1 riconosconaomesubstré la bilirubina, le amineed i fenoli,

e possonoconiugareanchealcuwni famaci come anabesici, ormoni sessualichemioterapit e canceraeni
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ambentali comei PHAs, quelle della famiglia 2 preserdno un anpio spettrodi substati che includono
steroidi,acidi biliari edoppioidi (You, 2004).

Nell’organismoumano,molti soro gli xenaobioticiche vengonosottopostia glucurondazone, ma in molti

casi nonin modoseletivo e specfico: anchele varieisoformedi UGT, cosccomei CYP, infatti presetano
unasovrapposiziondi specficita nei confronti di vari substré. Peresempo, I' acetaminofené un sutstrato
fenolioo di molti isoenzim UGT1A e UGT2B, edaltri fenoli semplci comeil p-nitrofenob, I’ a-naftdo el

4-metilumbelliferonesonocomunementausat perdeterminard’attivita totaledelle UGT nei tessuti. L'unica
eacezione e datadalla bilirubina cheviene quasiesclusivamenteoniugatada UGT1AL. L'UGT1A6 invece
caalizzala glucuronazbnedi piccdi fenoli planarie di aminearomatichgNadare Renmel, 2006)

In quasitutte le isoforme di UGT sono stat individuati deé polimorfismi genetici, che pregiudicano la
farmacometica e la farmacodinanga di molti composti usati a scopo terapeuto, ma anchefunzioni
fisiologiche: a tal proposto, I'isdorma UGT1A1l, principalmente coinvolta nella coniugazionedella
bilir ubing, pud presentar@el’'uomo delle mutazionicheportanoaiperbilirubinemia sintomoalla basedella
sindomedi Gilbert (Nadare Remnel, 2006).

I membridellafamiglia UGT2B (6 isoformenell’'uomo) invecesonomolto piu specifici na confrorti dedi

ormoni steroidei. L'isoforma UGT2B17 nelluomo infatti, € una dele isoforme appartenentialla
satofamidia UGT2B, che presentda maggior affinita nei confronti degli steroidia 19 atomi di carbonio,
come il diidrotesbsterme (DHT), il TST, l'androstrore e [I'androstano-3a,17B8-diol, nonché i

glucocorticoidied i mineralcaticoidi. Sebb@e sia il fegatol’organo che presentda magyior espresene
del’'UGT2B, la glucuronidazione dedi steroidi pud avvenire anchein tessuti extraepdti, come cute,
ghiandolamammariaprogata e tessito adiposo giocandocosiun ruolo nellaregolazioneddla disponiblita
di steroidibiologicamene attivi neitessutibersaglia

Le UGT sonosugetibili al'i nibizione da patte di unavarieti di compostinatugli e sintdici. Alcuni fattori

di cresita sono in grado di inibire I'espressionadel’UGT2B, mentre molti farmaci e contaninarti

ambentaliinibisconoin misura diversa le attivita delle UGT nei confronti degli steroidi L'espressioa delle
UGT puo ancheessereindotta da xenohotici come il pregnenolonel6a-carbonirile (PCN), il 3MC e
I'Ar oclor 1254 i quali deteminaro un aumentodell espresionedi diverseisoforme di UGT a livello di
MRNA nel fegatodi ratto; inoltre e stao evidenziatochenellastessaspecie’espressonedellUGT2B1, una
delle maggiori isoforme coinwlte nel metabolsmo degli steroidi, subisceun incrementoa segiito del
trattamentoconPCNe PB (You, 2004)

Le GST sonoanch’essecacstituite da una superfamigliadi proteine multifunzionali che svolgonodei ruoli

fondamentali nella detssifcazione di un ampib range di compostiendogen ed esogeni.ln piane ed
animali, le GST rappresertanoi principali enzimi di fasell coinvolti nel metabolismo.La loro funzione
chimica principale € quella di catalizzae la coniugazone del tripeptide glutatione con composti che
contangonouna porzione elettrofilica, in modo tale da sintetzzare un derivatopiu sdubile e non tossicq
pronto ad esere esceto da un trasportatoredi fase lll. Le GST inoltre possonosvolgereil rudo di

perossidasijsomerasie tiolo-transferasioppureaddrittura non avereattivita catalitica ma di modulazone
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dei processidi biosirtesidi leucdrieni e progaglandine,nonchédi catabolsmo degli aminoacidiaromdici
(Frova,2006)

Si conoscondre prindpali sotobfamglie di GST, ognunacodificatada unadistinta famiglia multigenica:le
GST solubili o citosdiche (definite anchecanonicheda alcuni autofr), le GST microomiali ora definite
comeMAPEG (protene di membranacoinvoltenel metabolismodel glutationee dedi eicosanadi) ele GST
fosfomicina-resistenticodificate da plasmdi batteici (Frova, 2006). Recentievidenzesperimentalihanno
swgerito chela famiglia Kappa, dapprima classficatacomeappartenentalle GST citosdiche, costituisa
invece una famiglia a se stane. Inoltre, tra le GST microsoniali sono sate identificate ddle GST con
strutura primaria e terziaria molto piu simili alla classeAlphache alle MAPEG (Frova, 2006).In quego
capitolo verrannopero trattate solo le GST citosoiche, in quantole altre isoforme non swolgonoun ruolo
rilevantenel contesb scientifico della presentetesi

La sotofamigliadelle GST citosdiche e ubiquitariae si rinvienein tutti gli organismiaerobj € in assolutda
piu abbordantee contaamenodecinedi membriin ogni specie. Ad oggi, nelluomo e nei mammiferisoro
stat identificati 15-20 genidiversi, nelle piante40-60, nei bateri 10-15 e negl insettipiu di 10. Sula base
dell'identita aminoacidica/nucleddica, strutturadd gene (posizone e numerodegli introni) e proprieta
immunoreattive Je GST citosdiche sono state suddvise in humeroseclassi,alcuneconmuni a piu taxa e
regni, dtre speciespecfiche. Attuamentenei mammferi si conosconcsetteclassi,denominatédlpha, Mu,
Pi, e le comuni Sigma, Theta,Zetaed Omega.La maggior partedelle GST citosolichesono attive come
dimeri, siaidentici (omodimeri)sia differerti (eterodmeri), ma ciascunmenbro e codficato da un singolo
gere. L’eterodimerizazionetuttavia e ristreta alle subunitadella stesa classe perchémonomeridi classi
differentinon sonoin grad di dimerizzareperl'incompatibilita dei residuipostinellaregionedi interfaccia
(Frova,2006).

Il compleamentodi molti progetti di sequenziamentayenomicoe lo sviluppo di potenti programmi
bioinformatici, hamo permessodi aralizzare estensivamentél genomae di costruire la mappa di
distribuzione di questigeri nel menona stessomolte GST formano dei cluster compattj preferenzialmete
della stessaclasse(i geni codificarti per le classi Alpha, Mu e Theta umane e Pi di topo sono tuitti
raggruppatiin specificte e limitateregoni cromosomiche).

Le GST citosnliche comunquepresemano una sovrappoiione di specificta di substratp per determirare
I'attivita catalitica generaledi tutte le classiviene utilizzato come sutstrato I'1-cloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB), mentrepervalutae I'attivita specificadella classeMu in ratto,topo,uomo e conidio vieneusatail
3,4-diclororitrobenzeng(DCNB), I'acido etacinico per la classe Pi in ratto, uomo, topo e bovino, I' 1,2-
epossibutanperla classehefin uono, topoe ratto(Gussonet al., 2006).

Infine, le SULT sonodegli enzim di fasell coinvolti nella biotrasbrmazionedi compostisia endogenisia
esogeni, cheincludonomolti agerti terapeuticie sterodi endogeniSonoprevaletementecitosoliche,anche
se esstonodelle isoforme di membanaresponsabildella solfatazionedei residuiproteicidi tirosina e dei
polisaccaidi, che perd sano geneticamentealistnte dalle prime e che non verramo descritte (Nowel e
Falany,2006)
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Le SULT appartengnoadunasugerfamidia di geni,suddivsain duesottofamiglie le SULT specifiche per
i fenoli (SULT1) e quelle specfiche per gli idrossiseroidi (SULT2); ne é stat descitta ancheunaterza,
specificaperil cervello.Le SULT sonoampiamentalistribuite ed espressaell’organismo(fegato, polmone,
ceavello, cute,piastine, ghiandolamammariareneed appaato gastroirtesinale). La loro funzione biologica
e quelladi catlizzae il trastrimento del gruppo sulfonile dal 3-fosfoadenain-5-fosfosolfatoai grupp

ossidrile sulfidrile, amnico o N-ossido dei vari substrati. Anche questi enazmi presentanouna
sovrapposizionenella specifigta di substrato, ma possonaessee distinte in qualchemodoin basealla loro
affinita per i substrati,la loro statlita termicae la sensiblita all'inibizione da partedi vari composti.Al

momentoattualesonostak identificatealmenoll differentiisoformedi SULT (Nowell e Fdany, 2006.

La SULT1ALl é Iisoforma maggormenteespessaa livello epatco ed é in grado di coriugare un elevab
numerodi xerobiotici fenolici, nonclé le iodotironine, il metabolia anti-angogenicodell’estogeno,il 2-
metossiesadiolo (solo a concertrazoni fisiologichg, nonchéaltri estrogenia concentrazionmicromolar.

La SULT1E1 dal canto suo invece & responsabiledella regolazionedella risposta agli estrogenia
concentraioni fisiologiche.

La SULT1A1 caalizza anchela soffatazionedi conposti rinvenut nell’'ambiente,in particolare queli

prodotti nella carne cotta ad alte temperatureln questocaso la solfatazime, invece di senire come
meccanimo di detossifi@azone, generadelle speciereattive del’ossigenocapai di formarededi addaditi

con maaomolecole cellulari come il DNA, che, se non riparato, puo dare l'avvio a process di
cancengenesi.Nei roditori, ma non nelluomo, é stato dimostratoche I'espressionedella SULT1Al é
modulatadai glucocaticoidi per mezod del recettorespecifico peri glucocorticoidi (GR: Nowell e Falany,
2006).

La SULT2A1 invece e la magdore isoforma delle SULT coinvolta nella sintesidi estei sdfato degli
steroidi, ed € in gradodi coniugare sia 3o e 3B idrossisteroidi,sia estiogeni, TST e xenobbtici alifatici
contenent gruppiidrossiici. E’ I'isof ormaregponsabiledellasintes dd DHEA-solfato sia nel surrenefetale
sianella cortecca surenalicadell’adulto; e espressad alti livelli nel fegatoe caalizza la coniugaziondi

addi biliari e degli xenobutici introddti conla dieta.
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1.5. Fattori in grado di modulare |’ espressione degli enzimi biotrasfor mativi

| fattori che complessiamente modulanola capacitabiotrasformatva sonodi notewle interes& geneale,
nonostang gli studi corcernenit questo aspeto siano tuttora molto limitati nedi animali domedsici.
Diff erenzenell’espressioa degli enzimi biotragormativi soprattuttoa livello epatico,sec elettiva delle
principal reaziom di biotrasformazione, giustificano infatti le variazioni nell’entita del processo
biotrasformativodegi xenobidtici che si riscontanoin speciee razzediversenonchétra singol individui. |l
contenuto totale di CYP, la maggore o minore esprasionedelle diverseisoformedi quest’ultimononché
'eventude presenzadi geni polimorfici dipendono principalmente dalla costituzione genetica e
dall’eventuale precedete esposizbne a xenobiotié (inclusi farmaci e sostane fitotossiche), ddla dieta
nonchéda condzioni fi sio-pablogiche paricolari (Sivapathasundarast al., 2003a).

Le informazionituttora disponibili a queso propositonelle spece da laboratorioe di interesseveterinario
sano rappresetate da diff erenzespeciespecifche (Machalaet al., 2003; Nebbiaet al., 2003; Szo#kova et
al., 2004),ontogenetichdGorski et al., 2003 Nebba et al., 2004; Wauthier et al., 2007),legatealla raza
(Dacastoet al., 2005; Giantin et al., 2006), al sesso(Kedders e Mugford, 1998; Bogaardset al., 200Q
Dacastoet al., 2005)ed a condizioni fisio-patologichg GémezLechdn 2004;He et al., 200bae 2005b).
Trai fattori intrinseciin asoluo piu studati annoveriamde differenzespeciespecfiche,in particolarela
diversasuscettibilita nei confronti di vari composit tossti. Infatti, la minor egpressione di un particolare
enzimacoinvoltoin una deeminaa via biotrasformaiva puo rendee unaspeciepiu suscettibilerispettoad
un‘altranei confrontidi un certoconposto.Peresempb, nell’ambitodellatossicologa veterinariaé noto che
il gatto, carentedellattivitd di glucuronidazione,dimostrauna spiccat sensibilitanei corfronti di molti
antinfiammatorinon steroickei, come pe esempidl paracetamoldClarkeet al., 1981).

Un minor numeo di informazioni concernonagli effetti legat a sesso:nel ratto cosi come nelle specie
aviaie, eriportatochein generat il masio metabolizza compostiesogenmolto piu rapidanenterispetto
alle femminedellastessapecie determinado unapiu veloceeliminazionedela molecoh, ma, al contrario,
sano anchein gradodi metabolzzake piu celermentei conposticherichiedonoun processali bioattivazione
(Timbrel, 1982;Pampoi e Shapiro,199%5).

D’altra parte,anchegli effetti ddla razzasonostatiamgamenteevidenzati nella spede umana differenze
nel metabolismodei chembterapici e nel conseguentdéassodi sopravvivenzacorrelato sono stateinfatti
evidenZate in donne affette da tumore al seno,appartenemta razzedifferenti (Flaws e Bush, 1998); tali
differenze in molti casi sono state ascrite a polimorfismi genetici nella sequenza degli enzimi
biotrasformativie dei recetori checontrolanola loro espressionéNeberte Rog 2000).

Assumonoinoltre molta importanza ancke i fattori (imputabili allo xenobbtico) quali I'induzioe e
I'i nibizione enzimatica,che possonocompotare tanto modulazioninel patern biotrasformativoquanto
I'i nstaurarsdi interaziom farmacologche (drug-drug interactions) anchepotenzalmentepericolose.

In generaleperinduzionesi intendeun aumentodella quantta e/o dellattivita metabdica, a seguitodi una

singpla o ripetutaesposizionead un compostoendogena esogenpche determinaquindi unavariazone
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adattativa della capa¢a di metabolizzazine da parte dell’organismo vivente (Pelkonen, 2004).
Classicamenteil termine induzione erzimatica indica la sintesi ex novo della proteina, come risultato
dellaumentatatrascrizione dei relativi geni codificantio comediminuzionedel suocatabolismoper contro,
I'inibizione identifica I'esatto contrarioc Nei meccanismidi induzone possonoesserecoinvolti anchela

stabiizzazione della proteina 0 quella del’/RNA (Nebbia, 2001) ad esempio,l'induzione dell'isoforma
CYP2EL nelluomo da pate dell'isoniazide e del’etanolo € il risultato dela stabilizzazione proteicae

dell'incrementodellatrasbzione(Pak et al., 1993).

Il meccanimo principde attraversocui gli xenobbtici provocand’induzionededi enzimibiotragormaivi e

dato dallinterazione con specffici recettor nuclearj che rappresentanain’ampia famiglia di fattor di

trascrizong la cui attivazione dipendedd legamecon uno specificoliganda Quest recettoriaumentanda

trascrizone dei geni codfficanti per gli erzimi farmacemetabolizzarit interagendo con le loro sequenze
promoter edenhancer (Nakata et al., 2006).Questomeccanismoverradescrito piu in detaglio nel prossimo
capitolo.

Molto spessde sostanzeinduceni sonoanchesubstratidegli stessisoenzimi;si dewe perosottolinreareche
non tutti i subdrati sonodegli induttori, ed é perquestomotivo chesi preferscesepaarei substratispecifici
dadi induttori specifici, anchese nel casodel CYP, dele UGT e dele GST, é spessodifficile parlaredi

specificita di subgrato in senso assolto, in quantomolte molecok possonoessee metabolizae da piu

famiglie anchesein manieradiffererte (substrate overlapping).

L’ induziore erzimaticaincide molto sul metabolsmo degli xenobiotci manonin manierasubitaneaquesto
processanfatti € relaivamentdento e richiedesomministrazionripetuteperottenerdl massimo effetto,che
comunquee facilmenterevergbile; inoltre, il temporichiestoperI'induzione varia a secondalell’induttore
stessoAd eempio,la rifampicinaincrementain vivo i livelli dei CYP3A4, CYP1A2e CYP2Centro24 ore
dalla somministrazioe, mente I'induzione mediatada PB richiedealmenounasetimanaprimadi divenire
apparent¢Yan e Caldwell 2001).

Al contrario, I inibizione & un fenomenoimmediatoche pud esserganto revesibile quarto irreversibile;
rappresentgeraltroun valido stumentonegli studiin vivo edin vitro, in quantopermettedi discriminare
I'i soforma maggiormente coinvolta nel metabolismodi uno xenobioti®, 0 responsabileddl’eventuale

attivitatossicologica.

L’ inibizione revesihile & spessaausali diverseinterazionifarmacologichee si riscontraquando si realizza
una competizionediretta tra il substratce 'inibit ore peril legane conil gruppoprosteico emeo conaltre
regoni del sito attivo dell’enzima (Yan e Caldwell 2001) uno dei primi esempidi questomeccanisma
guellodellacimetidina(Furutaet al., 2001)

La generazionali metabditi reativi, conseguenzdelle reazionienzimatichecatalizate dal CYP, € invece
causadi unapaossibilecompasadi un’inibizioneirreversible: i composticosiattivati sonoin gradodi legarsi
stabilmenteal gruppo eme, inattivandolo e precludendonda rigenerazioe (Yan e Caldwell 2001);
I'i nibizione del CYP3A da parte dell’eritromicina € un classicoesenpio di questomeccanismanibitorio

(ZweersZeilmakeret al., 1998).
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Un’inibizione irreversibile del CYP puo altresicomparie in seguitoall’interaziane degli isoenzimicon un

compostantemedioreattivo,in gradodi legarsicovakenementeconil gruppoprodeticoe distruggerloitra
guesti compostis annoveano I’ etinilestradiolo(Kent et al., 2002), il cloramfenicolo(Miller e Halpat,

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

In conclusionele coneguenz dei fenomenidi induzioneed inibizione enzimati@ dipendonodalla natura
del metabolita prodotto; nel casoin cui la biotragormazone di un farmaa esiti nella produzone di un

metabolitainattivo, il fenonmeno dell’indwzione deteminera una riduzione del suo effetto farmacologico,

mente l'inibizione nedaaun aumentqPelkonen2004).
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1.6. Regolazione dell’ espressione degli enzimi biotrasformativi

La variabilita dell’espres®ne degli enzimi biotrasformativia secondadell’'organoe del tesuto sottolinea
alquanto la complessitadei meccansmi coinvolti ndla loro regolazime che tuttora, per alcuni enzimi,

rimane sdo ipotetica Re@ntementgero,sonostai effettuatimolti passiin avant in meritoalle conosceng
su meccanismdi regolazione.

Come ¢é stato in parte descritto nel capitolo precedente)espressionedegli enzimi biotrasfornativi e
potenzidmente sogegetta ad una sefie di meccanismiche possonointervenire a diversi livelli: pre

trascriionale,pod-trasgizionalee post-traduzionde.

Perquanto riguardh la regdazione a livello pre-trascrizionaleg statodimostrdo che molti recettorinucleai,

guali 'AhR edi cosiddéti recettor “orfani” (per le iniziali scarseconascenzesui loro ligandi specifid),

rappresentanbmeccanismchiave ne processdi modulaziom xenobiotco-mediatadeglienzimidi fase | e
II; énotoinfatti comei gen appatenentiallafamiglia CYP1possao esseréndatti a sequitoddl’ interazione
con AhR, chedimerizzacon I’Arnt in rispostaa molti PAHs. Questomeccanismodi regolazionegioca un

ruolo fondamenta nel metaboismo e nella clearance di contaminantiambientali patenzalmentepericolasi

per I'organismo (Wang e LeCluyse, 2003) L' aryl hydrocarbon receptor appartienealla superfamigliadd

fattari di tracrizione “basic-helix-loop-helix (bHLH)-Per-Arnt-Sm” ed é in gradodi riconoscereun anpio

range di xenobioticidiversi checomprendonocompostinonaromaticie nonalogenatiE’ un genealtamente
polimorfico, il cui motivo bHLH (esiserte in molti fattori di trascriziome) é altamentesequenaspecifico;
guestomotivo giocaun ruolo importantesia nel legane al DNA (regionebasag) sia nella dimerizzazone
proteica (HLH: Huanget al., 2004). L’ AhR, in assenzali ligandqg € locdizzatoa livello citoplasmaticeed e
compkssato con una proteina (Hsp0), che previene la traslocazionenel nudeo, mentre a seguito
dell'interazionecon un ligando spedfico enta nel nucleo, dove dimetizza con I’ Arnt: il compkssocosi

gereratopresentaunamaggor affinita peril DNA edunaminore capacié di dissaiarsidal compostqHahn

2002), si legaalla sequenzanhancer definita drug response elements o dioxin response elements, poda a
morte dellasequenzale genitarget (peresempidl CYP1A) e nedetermindatrascriziongNakajimaet al.,

2003).

| recettoriorfan invecesonounasoticlase dei recettor nucleari a cui si legaro molecolequali cortisolo,
estradiolo,progestenne, aldosteone, TST e vitaminaD. Tutti i recettor orfani conosciti presentanalue
domini modulatori,di cui uno é il DNA binding domain (DBD) altamenteconsevato, mentrel'altro & il

ligand-binding domain (LBD: Wang e LeCluyse 2003) Il DBD permetteil legamedel recettorealla
specifica regionepromotricedei geni target, definita comehormone response element (HRE) o xenobiatic

response element (XRE), contenentidelle specifche sequenzeadi 6 basinucleotdiche ripetue (motivi) ma
separateda una piccola seie di basi | recetori orfani si possonolegareal DNA come omodimeri, come
etendimeri con RXR o comemonanmeri. Il LBD invecee localizzatonellaporzionecarbosstermnale della
seqenz aminacidca; non hasdo la funzionedi fornire il sito di legameperil ligando,macontieneanche

i motivi di dimerizzazione,quali i domini di ativazione della trascrizionee la sequena che mediala
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localizzazionenuclearedel recettae. Il legame conil ligandodeterminaun cambiamentoconformamnde

del LBD, determinandol reclutamentadi cofattoi e la transattivazionedei geni target (Wange LeCluyse,
2003).

In questafamiglia di recettori orfan possiamd annoverareil CAR ed il PXR, i quali formano dedi

etendimeri con 'RXR ed a seguio dell'interazone con compost quali PB, DEX e rifampicing soro in

gradodi attivare la trascizionedeigeni CYP2B e CYP3A, rispetivamente.

Unarecerne classificaine haderominatoil PXR come NR1I2; € unrecettoreprevalentementeespressmel
fegatoe nell’intedino, edin minor gradoin renee polmone La sequenzaminoacidicgresentanel DBD piu

del 95%di omdogiatraspeciediverse mentreil LBD soloil 75-80% (Wange LeCluyse,2003.

Andisi bioinformaiche hanno dimostrato che i PXR response elements sono locdizzati nella regione
promotricedel CYP3A edinfatti & statoaaceriato cheil PXR puo legaregli induttori spedfici dd CYP3A
ancheseconunaaffinita diversaa secondalella specie:la rifampicinainfatti, noto induttoredel CYP3A in

uomo e coniglio manonin ratto e topo, € appuntoun buonattivatoredel PXR in uomoe coniglio ma non
nelle altre duespecig(Jones et al., 2000).

Il CAR (NR1I3), invece € stab inizialmentedefinito comecositutivo in quanto,a seguitodd legamecon
RXR, era in grado di legarsi dle sequenzeretinoid acid response elements in asseza di ligando
(Honkakoskiet al., 1998). E’ espessosoprattuttoa livello epatco ed € meno abbondantenel’integino.

Recenemente &€ stab evidenzido che due metaboiti dell’androstano, ardrostanolo e androstenolo
rappresentandueligand endogenidel CAR, ma agisconocomeantagonistidissociandoladai cofattori ed
inibendae la transattiazione(Pasciss et al., 2003). Solitamentein asgnzadi ligando,é localizzato nel
citoplasna ed & poi traslacaib nel nucleo a seguio del trattamentocon composti PB-like, induttori dd

CYP2B. Studirecentihanno indicato perd chel’attivazionedi CAR € un processaaratterizato da diverse
fasi,in cui lo step iniziale e camtterizzab dalla traslocazionea livello nucleareancheindipendentemate
dall'interazioneconil ligando, mentrelo step finale invece consistein un’attivazioneCalcio-cdmodulina
chinasi-dipendenteg(Wange LeCluyse,2003)

Honkakoski e Negishi (1997) hanro dimostratocheil CAR puo legae unaregone di 51 bp localizzta a
morte dellaregionein 5’ del geneCYP2B: questaseqenz infatti € indispersabile per I'induzionedaPB e
per questaviene definita phenobarbital response element module (PBREM).

Per quantoriguardainveceRXR, esstono tre membriapparenentia questaamiglia: RXRao, RXRp e
RXRy. I RXRa € espreso prevalentememtin fegato,muscolo,renee polmone ed a livelli piu bass in

milza, cuoree surrere; il RXRB € espressoin tutti i tesauti, eccettofegato e intesino edinfine il RXRy é
stato rinvenuto in poch tessut quali muscolo scheletrico,cuore e sistana nervosocentrde (Wang e
LeCluyse, 2003) Questorecettoe presentaun’elevataaffinitd con il metabolita9-cis-acido retinico della
vitaminaA.

L’ RXR puoformarededi eteoodimericonaltri recettorinuclear noti e questainterazionerisulta esseraino
step critico nel loro legame conil DNA e nella loro attivazione.Esistonoduetipi di eterodimericon RXR:

non permissivie pemissvi. Nel casodi eterodimeri non permissiviRXR rimanecompletamenteilentee
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pud essere attivato solo da ligandi specifici per il recettorepartner, nell’'altro casoinvece, puo essere
tranquillamenteattivatodaligandispeifici siaperRXR siapergli altri recetori nucleari

Ancheil PPAR unodeiprimi menbri dellafamiglia deirecettorinucleariad esserecaatterizzat, dimeriza
conRXR edaseguitodi questainterazone e dellegameconlipidi /o conpogi comei clofibrati, deternina
I'attivazione traxrizionak della regione promotrce del CYP4A (Xu et al., 2005) Ad oggi, sono stéti
identificati tre membri appartenenta questafamiglia di recetori: PPARy, PPAR3 e PPARy. || PPARa &
espes® sopattuttoin fegato,cuae, reng intesino e tessutoadiposobrung il PPARB invece e espresso
sqpratutto nedi individui aduti in quasitutti i tessuti,ma la piu elevat espres®ne si rinvienein cenello,
rene e intedino; infine, PPARy e presentein milza, intedino e adipociti e comprende due isoforme,
denominatePPARy1 and PPARy2. | recettori PPAR dimostranonel complessadelle funzoni fisiologiche
distinte main alcuni casi sowapposte Sonoattivati da un cambianento conformaionale della struttura a
seguitodell'interazioneconil ligandospecifico e poi s leganoa delle regionidi DNA postea monterispeto
ai geni target (CYP4A) definite come peroxisome proliferator response elements. All’inizio era stato
evidenZato che PPARa potewa essere attivato da conpost che deeminavano nel fegab di roditori
proliferazione dei perassisani, ipemplasiae cancerogenesanchesein seguito,invece € statoipotizzatochei
PPAR svolgesserain ruolo crucialenellaregobhzionedel metabolsmo dellelipoproteine e degli acidi grasi
(Yuetal., 2003).

Le regionidefinite comeresponse elements, specificheperi differentienzim di fasel possonasserattivati
perddapiu di un solo recettorenuclearee questafenomence comunenentedefinito come* cross-talk”.

Stud recentihannoinfatti dimostrao cheil PXR pud legasi alle regioni PBREM locdizzatea monteddla
regone5’ del CYP2B (Pascssiet al., 2003) il DEX infatti, notoligandodel PXR nel topo ed induttoredel
CYP3A, puoindurre I'espressionalel CYP2B10negi epatodii (Wange LeCluyse,2003. Nedi epatociti
umaniinoltre, tutti gli attivatori del PXR comerifampicina,PB, fenitoina e clotrimazolo (un attivatae del
PXR e deattivatoredel CAR) possondndurre in modoefficacei genireporter regolatidd PBREM umano
(Honkakoskiet al., 1998) Questocross-talk avvienegrade ad unaregioneenhancer definita xenobiotic
responsive enhancer module localizzatarecenemene nella regionepromotricedel CYP2B6,chepermete il
legame siadi PXR siadi CAR (Wang e LeCluyse.2003)e chespiegaquindiil coinvolgimeno di PXR nella
regolazonedel CYP2B.

Anchel'espresionedi CYP2C8e CYP2® puoes®remodulatadaattivabri del PXR, comela rifampicina,
swygerend anchein questocaso che la regione PXR response eement module (PXREM) sia localizzata
nella regione promotice di quest due geni (Pascussét al., 2003),anchese al momentoil mec@anismodi
regolazone del CYP2C rimane ancoa scarsamentestudiato. Nel coniglio per esenpio, sembra che
I'espressioe del CYP2C sia regolda a livello epaico da un altro recettore orfano definito hepatocyte
nuclear factor 4 (HNF4: Honkakoskie Negishi,2000). Quedo recetore € espressa livello epatico,renale,
intestinale e pancre#co; giocaun ruolo importantenel controllo dell’'espessiom di geni codificani per gli
enzimi deputatial metabolismodedi acidi grassi,colesterolo,glucosio, nella biosintesidell’'urea e delle

apdipoproteinee delladifferenzazione epatica(Akiyamae Gonzalez,2003).
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SebbeneCAR e PXR siano sempe stati definiti come modulator specifici di CYP3A e CYP2B,
rispettivamente,ad oggi quindi ci soro molte evidenze sperimentaliche atestno come quest rudi non
siano in realta cosi univoci. In generale,la regolazione pretrascrizionaledegli enzimi di fase | e

multisfacettatae conplessa: un singolo recetore nuclearepuo mediarel’ induzionedi molti geni target e,

viceversa,un singologenepuo essee modulatonello stesso tempoda piu recettorinudeari e ligandi (Xu et

al., 2005).

Perquanb riguardainvecegli enzimidi fasell, nonosantesianostatiampiamate studiati, il meccanismo
alla basedella loro regolazone rimane ad oggi non molto chiaro.E’ statodimostratoche molti composit

struturalmentediversi comei PAHSs, i barbituici e molti chemioterapicinaturali come gli antiossidati

fenolid, gli isotiocianat edi flavonoid, sonoin gradodi indurre gli enzimidi fasell (Xu et al., 2005); studi

suwceessivi sulle regionipronmotrici dei genicodificanti per questienzimi, hannorivelatola presenzali molti

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

(EpRE),XRE/aromatic hydrocarbon responsive element, I attivatoredellaprateina1 e nuclear factor-kappa

B, nela regionesitain 5 (Xu et al., 2005). Recenemente,alcuneevidenzespeaimentali hannosuggrito e

swportab il ruolo chiave delle regoni ARE/EpRE nella regolazionedegi enami GST e UGT a seguito
dell'interazioneconi ligandi, quali gli aniossidantifenolici ed alcunichemioerapici(Xu et al., 2005).Sono
stateproposteadidenificate molte proteinechesi leganoalle regoni ARE/EpRE comeNrfl, Nrf2 e piccole
proteine Maf, ma in particolare Nrf2 sembrapre®ntare un ruolo centale nella modulazionede geni

respngvi dla regiore ARE, medianteill coinvolgimentodelle mitogen-activated protein chinasi(Yu et al.,

2000).

Gli induttori degi enzimi di fasell solitamentemodulano la rispostaallo stressossidativg attivandoNrf2

cheasuavoltadimelizza conle proteineMafse silegacosiallaregionipromotriciARE/EpRE.

Alla regolazionepretrascrizionge dedi enzimi coniugativi possonopartecpae anchei recettorinuclear

descritt in precedenzainfatti & statodimodrato cheil PB puoindurrel’espresionedi UGT1AL (I'enzima
respnsabile della coniugazone e succesiva detosdicazione ddla bilirubina), graziealla presena di una

regone enhancer contenete tre motivi putativi de recettorinuclear, postaa montedi 290 bp rispdto alla

seqena e necessariper!’ induzioneda PB mediantel coinvolgimentodi CAR (Wange LeCluyse,2003)

Inditre, in ratti trattati conPB e stao evidenziataunincrementaldl’mRNA specifico per UGT2B1, GSTAL,

GSTA2, GSTA3 e GSTM1, anchesenon sono statericonosciutesequenzeBREM nelleregoni promotici

di questigeni(Xu et al., 2005).

Il 3MC, notoinduttoredelle isoforme enzimaticheappartenetallafamiglia CYP1A medantel’attivazionedi

AhR, e in gradodi modulae anchel’ espressionali UGT1A6, GSTAL, GSTA2 e GSTM utilizzandolo

stessaneccanismali regolazione, poichétutti questipresentanda regioneARE nella sequenzgromotrice
(Xuetal., 2005).

La regolaziore dell esprssime degli enzim biotrasformativi pud avvenie anche a livello post

trascrizonale.Studirecentiinfatti, hannoevidenziatachei microRNA, cioé piccole sequenz@on codificarti
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di RNA della lunghezzadi circa 20 bp, sonoin gradodi legarsi a sequeze di mRNA conplementare,
determinandainadiminuzionedel’ epressonedeirispetivi genitarget (Massirere Pasquindi, 2006).

I microRNA (miRNA) solitamentaegplaro i genicoinvolti in vari processcellulari comela proliferazone,
la morfogenesi)’apoptos e la differenziazione ma recentemente@ statodimostato che partecipancella
regolazoneanchedi alcuri genicoinwlti nel metabolsno.

Negli animali i miRNA vengno prodotti a patire da un traritto primario noto conme pri-miRNA, poi
vergono traformati prima in un precursorea forcinadi circa 60 bp chiamatopremiRNA ed infine ndla
forma maturadella lunghezzadi circa 22 bp; questitagli consequenziavengonoeffettudi da due enzim
RNasi lll. I miRNA maturo é cosiin grado di controllare'espressionedi un genelegandos alla 3'-
untrandated region (UTR) delllmRNA, determinandainasuccesivadegradaziondapartedi unaproteina
del’lRNA adoppiofilament formatosi.

Ad oggi, la regolazionemiRNA-mediatadegli enami biotrasfornativi € stata dimostrata in canpioni
neoplasici ndl’'uomo e per il CYP1B1 (Tsuchiyaet al., 200§. Questi autori hanno dimostrato che
I'i nibizione dell'espressiore di un miRNA (miR-27b) complemerdre alla sequenza3’-UTR del CYP1B1
determinaa un aumentodell’ espressonedello stessoenzima.Comunqueande sead ogg sonodisponibli
informazoni di questotipo solo peril CYP1B1,e statoipotizzato cheancheadltri importantiCYP possano
swbire la stesa modulazime. Basandosiinfatti sul concettoche la regobhziore mediantemiRNA e piu
plausibilein genichepresentananaregioneUTR di lunghezzeaelevata,IngelmanSundberg collaboratori
(2007), mediane andisi bioinformatica, hannoipotizzato che nelluomo altri CYP che, per la lunghezza
della regione UTR, possao essee modulati dai miRNA, ed in paricolare CYP1A2, CYP2B6,CYP2Sle
CYP3A4.

E’ necessarieomunquesotblineae chelaregolazionedell’espressionélegi enzimi biotrasformativi,oltre
chealivello genico,pud esserecontrllata anchea livello epigenetco, cioé in quela fasein cui processi
chimici comeper esempida metiazione del DNA e I'acetilazionedegliistoni non comportao cambiamenti
nel codicegeneticg maalteranol’ accessihita fisicaal genomamodificando cosiil fendipo dell'individuo
elodella progerie. La metilazionedel DNA pudavveniresolitamentesecondalue differenti meccanismind
primo casq la metilazionea livello delle porzioni nucleotdiche corrispondentalle sequazepudimpedireil
legame di alcunifattori di trascizione coni corrispondeni siti di legame, mentrenel secondda metilazone
determinail silenziamentald DNA percambianenti nela conformazionecromatinica(lngelmanSundberg
et al., 2007).E’ statodimostato chealcuni CYP riserionodi cambiamentconseguentalla metilazione in
particolare nell’'uomo soro state individuate delle alterazioni aberanti nello stato di metilazione dei
dinucleotdi CG (siti di metilazione presentinel genomadei mammiferi)nelle regoni promoter ed enhancer
del geneCYP1B1 in casodi canco alla prostata(Tokizaneet al., 2005); per contro,il CYP1AL puo essee
silenzato dall'ipermetilazione(Okino et al., 2006).E’ statoinoltre notab chenell’'uomo,oltrea CYP1Ale
CYP1B1,anchei geni CYP1A2, CYP2C19,CYP2D6, CYP2Eled altri ancora,presentan nela sequaza
nucleotidica dei potenazali siti di metiazione(lIngelmanSundbergt al., 2007).

Infine, nondevonoessee trascuati i meccanismallabasedella regolazioneposttraduzonale.
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Modificazibni che comprendonola fosforilazione,la glicosilazionee l'ubiquitinazone (leganme covalente
della proteinacon uno o piu monoreri di ubiquitina e conseguentdegradazionédla proteinastessg sono
stati degritti per il citocrono P450; tali modificazioni deerminano o una potenziale modulazone

dell’'attivita enzimatica, 0 una comparimentazone in siti cellulari definiti o una “etichettatura” per la

swceessia degradannedapartedel proteasoma (Aguiar et al., 2005)

Recenémente alcuni auori hanno dimodrato che la fosforilazione del CYP2E1 medida dalla protein

chinasi A, puo portare 0 ad un aumeno dela suadegmladazioneo ad unamarcatadiminuzionedelle attivita

caalitiche CYP2Edipendati senzaperodeterminaraun aument della degradazionelella proteira stessa.
Gli stesi autori hannoevidenziatoche ancheil CYP2B puo esseresoggettoa questotipo di modulazone

(OeschBartlomowicse Oesch,2005)

Tuttaviai meccanismii regokbzione posttraduziona¢ non sonostati tuttora caratterizati per molti CYP e

dovranno necesariamente essereappofonditi in futuro: a questo scopo, l'utilizzo della proteomica

permdteradi raccodjere ulteriori informazionia questariguarda
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1.7. Metodi alternativi in vitro (MAV) per lo studio del metabolismo degli xenobiotici

Si definisceMAV ogni mebdoo procedirachepermetala sosttuziore o la riduzionedel numerodi animal

richiest per I'esecuZone di un esperimentohonchél'ottimizzazionedi procedure speimentd atte a
limitarne comunquda sofferenz.

Nelle condizioniattual, in cui la valutazbnedeifarmaci ad usoumanonecessitalell'impiego di un numero
sempramaggioredi anmali daesperimeato peri testdi tossicta per nuovi compostie ande perquelli giain

uso, la richiega di sisteni in vivo sta raggiungendoalivelli insosenibili (Pdane, 1996).1 testin vitro invece,
evitano o riduconol'utiliz zo di questianimali ed il loro potenzale & di granlunga superiorerispetto ai

sisteami in vivo (Wendel,2002).1 metdi in vitro sano ideali per lo studio dei meccanismimolecolarie
cdlulari fisiologici norchéquelii ala basedellatossicitaindottadaxenaobbtici, chealtrimentinonsaebbeo

facimente valutabili in vivo; sonoaltresi impiegatiper lo studo della tossicit in organi e spede target

(Kniewal et al., 2005) Percontro, gli studidi tossicita cronicarichiestiperlo sviluppodi un nuovofarmaco
sano generalmerd eseguiit su duespecieanimali: un roditore ed un nonroditore (per esempigun caride o

un primate.

I MAV trovanoimpiegoperla messaa puntodi saggidi screening di sostang potenzialmenteossichea
compren®ne dei meccarsmi di tossicia, lo studio del metbolismo e della biotrasformazionededi

xenobiotici.

Offrono vantagyi comela rapidita, la riproducibilitaedil controlo dellavariabiita intra-test(Cinelli et al.,

1991}, inoltre, non devonorisporderead alcunanormaiva sul benesseréegli animal daegerimento alle
quali invecedevonosotbstae i testin vivo (Grubere Hartung,2004).Questiultimi, perdi piu, a volte non
sno esaustii, poichégli animali utilizzai perle sperimentazionnonvengonoimpiegatiin manieradonea:
ad esempiojn certi casi,i sogeti a disposizionenonvengonosuddivisiin gruppi numericamentadeguati
e, percio,non si riescor adestiapolare le conclusioninecessarie(Grubere Hartung, 2004).

Un limite del MAV risiede nel fatto chesoro sistemi sempliicati del’organismoin toto, perciodifficilmente
mimanoi procesi farmaco o tossicocinetii (assorbinento, distribuzone, metabolismoed escrezionelhe
avvengonoin vivo. Il destinodi una molecolain vitro infatti, dipendeesclusramentedall’attivita ddle

cdlule bersaglio,mentre la distribuzione sistemicain vivo poneil compostosotto I'influenzadi tesui a
volte andhe differenti. In vivo, le bariere biologichecreanogradient di permeabilitamentie nei metodiin

vitro I'assorbimentalegli xenobiotti e I'esposiziore delle celule a questiultimi puo esserdlifferente visto
chenonée mantenutd’integrita delle barriere biologiche(Freshney2001);il tutto si traducenella difficoltaa
correlrele concentrazionottenutein vivo conquele daimpiegarsiin vitro. Nedi studidi tossicitacronica,
peraltro, sono richiesti lunghi peliodi di espostione, per cui (visto che i MAV non rimangono vitali

illimitatamerte) si rendenecessada I'impiego dei testin vivo: questaspiegaperché i metodiin vitro vengono
utili zzati solo pergli studi di tossicitaacuta.

L’ introduzionedelletecnologe “-omics’ rappresentan ottimo ausilio perlo sviluppodei testdi tossidtain

vitro: le future applicazoni dei MAV potranno essereottenute grazie alle innovazioni degli studi di
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espessionegenica(Piersma, 2006) nonchéalla messaa punb di sistemi matematiciper trasferirei dati
ottenuti sucellule aorgarismiin toto.
| MAV chepos®no essee utilizzatinello studio del metabolismadn vitro e chepiu genegicamenterientrano

nedi studidi epabtosscita, pernmettonodi:

studiarell metabolsmo e I'attivazionedegli xenobiotici;

- indagre le differenz di specieedi meccanimi degli effetti collateralidei farmaci;

- compaarele biotrasformazionitra speciediverse

- valutarele possilili interazionitrafarmaci(induzioneinclusa);

- scopriregli effetti di nuove molele primadi svolgerestudiin vivo;

- identificarebiomarcatoli prognosticj

- determinarde concentrazini dle quali I'epatotossitta e revesibile o irreversibile;

- svilupparel potenzialausodi sostanzepatopotetrici perattenuarda tossigta degli xenobiotici

- comprenderé meccanisme gli stimoli cheindumno la rigenerazionepatta, la fibrosi, i dannida

ischemiae dariperfusioneepatica.

| principali MAV utilizzati a tali scopi sonorappesentatiddle linee cellulari stabilizate di epatomale
fettine di fegato, gli epdociti in sospensioneed in coltura primari, le frazioni subcellulai e le cellule

ingegnerizzateonenzmi biotragormativi.

Lineecdlulari stabilizzate

L’ utilizzo di linee cdlulari stahlizzate di origine epaica é stato propostocome alternativaalle colture
primarie e vengono fondanentalmenteutilizzate per studiin vitro sul metabolismo dei farmaci noncheé per
'esecuzone di studidi tossicita(Aninat et al., 2006). Essesonofondamentalmentettende a patire da
epatomi(Donato,2004) vengonomantenuten colturaa 37°Cin atmosferacontrollata(conil 5% di anidride
cabonicg, in terrenodi coltura come quello modificato di Dulbeccoed addizionatocon il 10% di siero
fetde bovino (FCS). Quese cellule proliferano in coltura, mantengonaun fenotipo stakile e soppotaro
processi di congelamentce scangelamentosenzaperderevitalita e funzionalita. Si tratta percio, di un
mockello sperimentald limitato, disponibilein qualsiasimomenb e facile daotteneresfortundaamente, tutte
le lineecellulati conle caratteristhe preedenement descitte ed oggigiomo conosdute, possedonouna
cgpacitametabolicamolto limitatarispeto agli epatociti(Donato, 2004), anchese ne sorp stateisolae un
gran numeroa partire da colture primarie di cellule neophsticheresepoi immortai graze all'impiego di
oncogeniricombinanti (Battle e Stacey, 2001). In particolare,l'espressioe del CYP solitanente e molto
bassao non facilmente deteminabile nelle cellule di epatona umano;in ese e stataottenutala ri-
espessionadel CYP tramite le transfezionedi fattori di trascrizone specfici del fegato,cone c/EPBa; ad
ogni modaq questdineecellularinonsatendonacai fenomenidi regolazionalel’espression@enicaosserati
in epabciti normali(Aninatet al., 2006).

Gli svantaggdi quesb MAV consisbno essenzialmenteel fatto chesonolineecellulariimmortali dotatedi

unacapaita di crescta molto rapida,caratterstiche molto diff erenti se paragonate molti tessutinormali di
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mammifero (Townsem et al., 1999; inoltre, molte attivita enzimatche metabolizani sono perseo ridotte
(Donab e O’'Connor, 2004).

L efettine di fegato

Le fettine di fegao solitamentevengpno allestte tramite'uso di microtomi, scediendo uno spessoraitile
per presevare l'integrita dell’ organo e le suefunzioni, evitando percio di infliggere dei traumi; in questo
modo, i recettai di superficie edi traspotatori rimangonantatt (Vickers e Fisher, 2005).1l tessutoepatico
e prepaato in ambiene sterile: I'organovieneperfusocontamponiossigenat{con il 5% di CO,), tagliato a
fettine ddlo spessorali 200-250 um (comispondentiad uno spessordi circa 8 celule); le sezionicosi
ottenute vengonoconseratein tamponedi Krebs,depose sugriglie di accido inox cortenue in un supporto
di teflon, posidonateorizzontdmentein bottiglie di vetroconil terenodi coltura (Catana et al., 2007).Per
I'i ncubamne s puo porrela fettina anchesu unapiataformadi supporb, cheviene semplicementeoperta
dal terrenodi coltura (per facilitare gli scambi gassosi)e mantenutain agitazione. In alternativasi puo
utili zzare un sistena che pernete la rotazionedel tessito all'interno di quarita di terreno sufficierti a
coprirela fettinaognivolta chevieneconpiutaun’oscillazioneja rotazionein questocaso € orbitale (circa 2
rpm in atmosferacontrollata) e viene bucab il tappoper permettee gli scambigassosi.

La qualita del fegatoutilizzato € fondamentag perl’'ottenimentoddle fettine: sel’organoinfatti &€ in buone
condizioni, le fettine soppateranm meglioil congelamentolnoltre, i vari metali di incubazone impiegati
determinanainadiversasoprawivenzadelle stesse.

Esserappresentan un sistemain vitro che mantienele caratterstiche multicdlulari, struturai e funzionali
del sisema in vivo; sono utili per chiarire i meccaismi di danno cellulare indotto da farmaci e per
caratterizarela suscettililita di specie(Vickers e Fisher,2005),nonchéper studiareil metabolismcepatico
(Nahmiaset al., 2006)e I'inducibilitd del CYP (Glockneret al., 2002).

Rispetto ad altri MAV, offrono molti vantaggi,tra cui la conservazionadel’architettura tissutaleed il
manenimentodella comunicadone intercdlulare (Cataniaet al., 2007) sonoinfatti rappreserati tutti i tipi
cdlulari presentinell’organointego checonservande normaliinter-relazioni spaiali (Rekkaet al., 2002).
Indtre, possolw essee congeate e scongehte, permettendocosi il manteninmento della vitalita per un
periodosuperiorealle 24 oredi incubazione.

Seconfrontatecon gli epdociti sono piu semplicida prepaare,richiedonominor tempoperlo svolgimeto
dell’'esperimentonon necessanodi espozione alla collagenasied i livelli di attivita delle monossignasi
costiutivamente espesse vatiano in modo contenuto a seguito di congelamento,scongelamento o
incubazone per piu di 24 ore (Glockner et al., 2002). Grazke inoltre alla possbilita di conservazionele
fettine di fegato pemettonodi ridurre notevolmenteill numerodi animali necessarper le varie ricerche
(Luppet al., 2002).

Esseegprimonoun range pressoch&ompletodi enzimi di fasel e Il, quindi presentananelevatacapacita
metabolicapermettmo di eseguirestudi sumolti compostia diverseconcentrazione rimangonovitali da6

fino a 48 ore: il metabolismo CYP-dipendenteinfatti, € quasi paragonabiletra fettine fresche e quelle
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incubateper 24 ore, mentrel’ attivita coniugativaé inferiore ma comunquesempre benrilevabile (Glockner
et al., 2002).

Un loro svantag® € che I'elevataquantta di ossigenorichiestaper mantenerlein coltura puo alterare
significaivamenteil loro metaboismo, influenzandda rispostadd sistemaai var stimoli (Nahmiaset al.,

2006).Queso MAYV, inoltre, nonasscurachetutte le celule sianoossigente allo stessanodo (problemidi

anossi@ sianoraggiunteugualmentedai prindpi nutritivi presati nel medium(inadegiatapenetrazore) ed
e facilmente soggettoa contamnadoni bateriche. Inoltre € nato che esisbno in vivo delle differenzedi

espessioneed indicibilita del CYP in bas alla regionedell’organoconsideratache si ripresentanmelle
fettinedi fegatq pertanto la variabilita del tessutoal momentodel prelievo puo aumentaraatevolmene la

variabilita inter-individude dell’egressionedel CYP sia basale sia modulata da induttori specifid

(Hariparsacdkt al., 2006).

L e coltureprimarie di epatociti

Le colture primarie di epabciti costituiscono un'importante risorsa per lo studio del metabolisno

biotrasformativoedi recerni progess$ ottenutinelle tecnichedi mantenimentan colturahannopernessodi

ottenere informazioni piu dettagiate sulle influenz di componentiextracellularindla differenziazone

epaticanellaloro crescitie sopravivenza(Jaspreeet al., 2004).

La temica piu comunementetilizzataper il loro isolamenb é stataintrodottada Seden nd 1976: consiste
in una iniziale perfusioe in due tempi del tessutoche prevedel'utilizzo della collagenasi,seguita da
frazionamentaneccanicadd tessub e da una purificazione(basah sulla densta cellulare); questo metodo

permdte di ottenereun ata vitalita (> del 90%) edunapopolazionegelativamentgura(> del 95%).

Il puntocritico di quesb sigemapero,consise nellarapidaperditadellastrutturadifferenzatadelle cdlule e

delle loro funzioni: la morfologia cuboidalee le funzioni specifiche (metatlismo degli xenohiotici e

produzionedi protene ematiche)sonoalterate, I'actina &€ accumulatasullasuperfige a contattocd substrato,
i canalicolibiliari vengonagpersie la mortesopraggiungén 1-3 giorni.

Lo statodi differenzazone e di sopawivenzadegli epabciti dipendonacstrettanentedal sistena impiegato
per mantenerliin coltura (Tuschle Mueller, 2006): oltre alla tipologia del terreno e ddle sostaze ad esso
addiZzonae, hannonatewole importanza livelli di alcuniaminacidi (Battie e Stecey, 2001).

Molte delle funzioni epaiche vengonomantente anchese ridotte, come ad esempioil traspoto Na-

dipendentedegli acidi biliari, degli aminoacidie degli zuccheri:questodecrementa statoattribuito ad un

processodi sdifferenzianento. Vista la sostanzialepedita del’attivita del CYP in funzione del tempoe

un’alterazione della struttura fine, sonostat eseguititentatvi per ottenerecdture con livelli stakili delle
attivita erzimatiche, tramite I'aggiunta al terreno di coltura di cofattori e vitamine, oppue con il

congelarentoin azotoliquido, mai risultati ottenui sonostat insoddisfacati (Testi, 2001).

La metodicapiu utilizzataprevedd'’in oculodellecellulein piaste ricopertedaun singolostratodi collagene
e I'utilizzo di un tereno condizbnato; questo,generalmentecontiene FCS, corticosteroidi,insulina, ed

epidermal growth factor (Nahmiaset al., 2006; Thomaset al., 2005).L’addizionedi proteodicanoeparan
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sdfato al di sopradel cdlagene,inoltre, pernette I'espressionalei marker della supeficie basalee delle
proteinedelle gap-junction (Nahmiaset al., 2006).La deposzionedi un secondostratodi collagenesopragli

epateiti, inducendaun forte aumentadel’ espressiondelle funzioni epaiche speifiche, pudo mantenernda

polarita e la funzionalita,fino adalcun mesi.

Un’altra tecnicadi coltura consste nella formazone di sferodi epaticiin una matice extracellularenon
adesiva(Nahmiaset al., 2006; Thomaset al., 2005): questaemicasi € dimostraa particolarmerg utile per
preservarda polaritadi menbrana,la strutura cellulareedi livelli di CYP3A e CYP2B (Thomaset al.,

2005).

Sorp stade messea punto ancheco-calture di epatocitie di celule diverse,comequelle epiteiali epaichee

di Kupffer, per prolungare la sopraviwvenzadegli epatocit e mantenernde proprietaspecifiche(EI-Ali et

al., 2006), comequellafarmacemetabolizanteche decrescenela prima settimanadi coltura (Nahmiaset

al., 2006; Thomaset al., 2005). Il procedmento per prepararescspensbni di epatocitié idertico a qudlo

impiegatopergli epaociti in monostratola differenzarisiedenel fatto chele sospensionvengonoutilizzate
immediatamente senzaquind fornire il tempo necesario per riprerdersi dal trauma subitb durante
I'i solamatoin cellulesingok (Paine,1996).

Le colture di epatocitirappesentanadl MAV piu completoe complesso speciese paragonat&i microsomi
epatici:infatti, possiedonda sere completadegi enzimidi fasel e Il, oltre atutti i trasportatoricellulari.

Rappresetano uno dei migliori modeli per studiareil metabolismodei farmaci, perchépermettonodi

individuare i diversi metaoliti che da essoconseguondTesti, 2001), anchequandosono coinvolti piu

enzmi edil subgratosubiscemultiple trasformazionbssidative(Montesissaet al., 1996);in agguntaa cio,

rappresentanopiu verosimilmente quanto accade in vivo, poiché in addizione alle ossdazoni e

idrossilaioni, compionoarcheriduzioni de legamiinsaturi(VanPuymbroecket al., 199&)).

Poichégli enzimichemetaboizzanogli xenobioici sano essenzialancheperi meccamsmi di bioattivazone
di sostanzegenotossichee cancerogre, I'espressionedegli enzimi biotrasformativi puo detegminare la
suscdtibilita e/o la resigenzaall’insorgenzadi neoplasie;quindi questi studi sono importanti ancheper
comprenderé meccaismi d’azionede composticancerogen(Teskai, 2001)

L’ incubazionedegli epdociti in presenzadi un farmaco,puo prolungarsiper varie ore o giorni: cio permette
di analzzare compostiche vengono metabolizzatimolto lentamente,o di realizzarestudi di induZone.

Questapossibilita differenzia gli epatociti primari dale frazioni subellulari microsomiali,che per ragoni di

stablita si limitano ad un’ora al massimo.Infatti, trattandos di cellule intatte, I' integita di membranas

conserva,tutti i sistemienzimatici sonointegii e lavoranocontemporaneamente,livelli fisiologici dd

cofattorie dei coenimi necessia sonogarantiti (Donato,2004).

Le colturein monostatodi epabciti nonrappresentanaecessariamenta situazionefisiologica, nellaquale
I'i nterazime cdlula-cellula é ottimizzat: quandole cdlule proliferano,i contatti cdlulari diventanopiu

frequenti. Cio compota una diminuzione della crescia (inibizione da contatto) ed un incremento

nell’espressiondli caratteristichéegateal differenzianento(Battle e Stacey2001);corsegientementepgni

42



Introduzione

esperimeto necessa ddl'allestimento di una nuova prepaazone cellulare a partire da fegato fresco
(Donab, 2004).

Perquanto riguardagli animali dareddito,sonostat condott diversistudirelativi all’ottenimentodi colture
primarie di epatociti;trai piu recentisi possonaannoverareuelli relativi a suino e al coniglio (Sinclair et
al., 2005;Schnelzeget al., 2006;Lorerti et al., 2006;Ma €t al., 2003 Montesisaet al., 2004 Kuniedaet al .,
2003). Le colture primarie di epabciti di bovino inoltre costtuisconoun mezzorapido, ecanomico ed
affidabile per ottenee un profilo metakolico relativo ad un nuovo compostoPdC utilizzatoa scopoaillecito.
Infatti, essendaun sistena in vitro, pemettono I'util izzo di alte concentazoni di questicomposti possono
cosiesee eseguitistudiesaustti del profilo metaboico consecutiamenteall'individuaziore de metabditi
invivo (CouletAS et al., 1998)

L efrazioni subcellulari epatiche: i microsomi

Le frazioni subcelluari sonorappesatate da microomi, citosol e frazione postmitocondriale(S9). Esse
SO preparatea partire da omogenao di fegato, sottoposto ad ultracentrifugamne differenZale per

rimuovere nuclei e mitocondri, pernettendo cod di ottenere dappima la frazione S9 e quindi microson

(vescicoledel reticoloendopbsmaticok citosol (Testai, 2001).

| vantaggi delle frazioni subellulari sono essenalmente rappresentatdalla loro fadle preparazionela

flessibilith delle cordizioni di incubazone (cofattori, tamponi,pH e temperatura)la disponibilitaillimitata,

la possibiita di produrreelevate quantitadi metabaiti per'analisi struturale, nonchéla mantenutaativita

catalitica degli enzimifarmacemetabolizzant Gli svantagginvececomprendon essenzialmentka labilita

di alcuni enzimi che si riscontradurante il procedimento di preparazionela perdita dell’eterogenicita
cdlulare (quandagli organ sonocompostidapiu tipi cellulari) e lalimitazionedel metabolismasequenale,

cheperessereompletorichiedecofattori multipli o componentisubcellularimultiple.

| ddi ottenuti da frazioni subcdlulari pernettonola comprensionalelle relazionitra il metabolsmoe la

tosgcita degli xenobiotici a livello di organibersaglo e di ottenee le informazionidi quak sia la frazione

che contiibuiscein maggiorgradoadla loro biotrasformazionesuggerendaosi il modelo da utilizzare per

I"approfondimentaledi studi.

I microsami in particolare,costituisconoun sisema subcelulare ottenuto medianteultracentrifugaione

(100.000xg) di omogenatodi fegatoin tamponefosfato (0.1 M pH 7.4), che pemette una purificazione
parziale delle membranedel reticolo endoplasmatio liscio, le qual sonounite al P450e ad altri enzimi

(Donab e O’Connor, 2004; Machalaet al., 2003).1 microsoni epaticiin tutte le spece di mammfero

contengono numerogs CYP ed ognuno di essi ha la capacitadi catalizzaredifferenti tipi di reazioni
(Parkinson, 2001). Proprio perché sono un sistemain vitro ampiamenteutilizzato, in commerciosono
disponibili microsomi provenienti da differenti specie animali inclusol’'uomo (Baranczewsket al., 2006);

spessoquestoMAV rappresera il primo modello epatco impiegatonel corsodello svluppo di un nuovo
farmaco:infatti, la stabilitd metaboli@ di unanuovamolecolapud esserdacilmentestudiata, come primo

appipoccio, tramite incubazionecon microsomi e, successivamenteseguendd’analisi cromatografiadella
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miscelaottenua. Questetecniche hannoconsderevomentesemplificatoe velodzzato l'identificazione dei

CYP coinvolti nella sintesi di var metabolii (Donato, 2004. In merito a questo, l'utilizzazione dea

microsomi,ottenutipatendodaun pool di fegat, pemettedi ottenee unavisionegeneraledel metabdismo

di un farmaco indiperdentenente dai fattori individudi (eta, sesso,razza, fattori dietetici, ambientadi,

patologid, ormonali) checoncorronca modularnd’attivita biotrasformativaAll o stessanodo,la possibilita
di averea disposiziore vari lotti di microsomiperfetamentecaraterizzati e ognunoottenutoda un unico
fegato, permettelo studio dell'influenza di cetti fattori di specialenteressecomeadesempiad polimorfismi

geretici (Donatoe O’'Connor, 2004)

Il maggiorvantaggio di questoMAV e la suasemplicitanonchéil fatto che possiedeunelevata attivita
biotrasformaiva (i microsami contengao tutti i CYP chemetabolzzanogli xenobioti¢ edalcuri enami di

coniugazong. Questometodorichiede essenzialmentéuso di un’ultracentifugae le aliquotedi microsomi
possoncessereconsevatea -80°C senzgerditesignificative dell’attivita (Donatoe O’Conna, 2004).

Gli svantaggidi questatecnica invecesonorappresentatdall'impossibilitadi eseguirestudi di induzione
enzimatic, peri qual invecee necessad I'utilizzo di sisemi cellulari; la possibilita di eseguire solo studia
breve termine; 'assena di enzim di fasell, con I'esdusione delle UGT; la richiesta di cofattori
(esenzalmenteNADPH). Perquestomotivo, quesb modello subcelulare non permettedi redizzare stud

che richiedono l'utilizzo conemporaneodi piu enzim o compartimenticdlulari, come ad esempio

I'i nduziore el tragporto intracellulae (Donab e O’Connor,2004).

L e celluleingegnerizzate

Le celule ingegnerizate nell ambitodel DM conseguonalla transfezioneali linee cellulari con particolai
enzimi farmacemetabolizani, in modotale dapemetterel'incrementodel’espressiongenicaspecifica

La transfezioneha fatto nedi ultimi anni grandiprogressi:si € giunti all'impiego di vettori di espressione
virali o di origine plasmidica, compendentisolo la sequenzaichiestaper I'espressiae; inoltre, ora
possibiletrandettaresequenzialmenteo co-esprimere conun singolovettorepiu di un genedl’in ternodi una
stessalinea cellulare (il che pemette ad esempio,di ricreae piu reazioni appartenentialla stessavia
metabolica).

La scdta dei vettori di espessior rappesentaun punto critico, in primis per la sceltadel tipo di vettore
(virale o nonvirale) e poi perla sceltadi unsistemadi espressiongransitoriao definitiva.

| vettori virali risultanoutili quandoci si attendedi ottenerendla lineacellulare target I'espressionén un
gran numerodi cellule vantaggi di questotipo si possonoottenereanchetramitela transfezioe transitoria
conun replicanteauonomoo con un vettare plasmidicoepisomiag; alcunivettori virali sonoutili al fine di
ottenere un’espressionestabile, ma pud anche esseremolto difficile ottenere,per ogni linea clonak
transfettate stabile, livelli di espessioneparagonabilia queli ottenibii utilizzandoun vettore plasmidco.
L’ espressionealefinitiva & preferibile ogni qualvolta sia richiesto il mantenimentodi livelli costantidi

espessionenel corso di un lungo period di tempo.Gli svantaggidi alcuni vettoi virali includano la
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produzione difficoltosa, la necessitadi virus helper ed un ristreto range di linee cellulari ospiti che
presentinaun paterndi recettoriappiopriati.

L’ appliazionedella tecnologa del DNA ricombinante(come ad esenpio I'utilizzo di linee celluari che
espimono i singoli CYP), ha considerevolrante sanplificato I'identificazone dei citocromi umani

respnsabili del metdbdismo dei vari xenobiotci: ora e possibie ottenee informazoni su metabolismodi

molecolein via di sviluppo e sulle interazoni tra farmad primadel’avvio dei trials clinici; cio estain un

minor costodedi studie metod eticamentepiu accettabil (Donatoe Castell,2003).

Sorp stae prodotteda tempo molte linee cellulari che esprimonaostabilmenteunasingola formadi CYP di

mammifero,per testdi gena e citotossicta; inoltre per aumentarda capaita biotradormativa di alcuni
CYP, e statamessaa punto la co-espressionéelo stesscenzimaassiemead altri componentidella catena
morossigenasicagome peresempd la NADPH citocromoc riduttasi. Inoltre, perricostruire I'intero sistema
di attivazione metddica per alcune sostanze(come le amine eteroctliche), sono state prodotte linee
cdlulari che egprimono contermporaneamentaina forma di CYP e di enzimi di fasell (i.e. N-acetit

transferas Sawadae Kamatakj 1998.

Le cellule ingegnerizzatesono utilizzate negli studi volti all’identificazionedel meccanismdiologico che
sta alla ba® della differenziazone dei sinusoidi epatici e delle funzioni epatiche,le quali sono persee
riacquistae nel processodi rigeneazone epatica.Inoltre, con l'ausilio di promotor fluoresceni, che
possonoes®re atiivati da vari stimoli, comefarmaci, tossinee citochine,si potrannostudiare gli effetti di

epataosscita dei farmaci e delle scstanzetossichepresentinel’ambiente,individuarei potenzid fattori di

crescta per la differenziazioneepatca delle cellule staminal, o seguirela rispost dei tumori alle varie
tergpie antitumoali (Nahmiaset al., 2006).

Sorp stateingegnerizatevarielinee cellulari di mammifero,a secondalello scopodello studio;tra quese la
linea celulare AHH-1TK+/- (linfoblasti di tipo B) e le V79, le HepG2 e le Caco2. Altri sistem

comunementeutilizzati per I'egpressionedegli enzimi biotrasformativi sono i lieviti (principalmente
Saccharomyces cerevisiae) e batteri (Escherichia cali), che supeano alcuni dedi svantagg delle linee
cdlulari di mammifero(i.e.,lanecestadi attrezaturepaticolari, bassilivelli di egpressionee la stabilita di

espessionén colturaalungotemine: Teshi, 2001).

Concludendoij vantagg@ di questoMAV sonoi seguentil’ elevatacapacitadi crescita,l numeroill imitato di

cdlule disponbili, il fatto che possonoesprimereuno o piu geni e I'attivi ta enzZimatica alttamentedefinita.
Tragli svantagi invece,possiane annoverareil fato chenon possiedonauanita rilevanti di enami e che

sano utilizzabili solo perscopibenprecisie definiti.
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1.8. | trattamenti illeciti

Il Decreto Legislativo del 16 marzo 2006 n.158, che rappresentd’attuaziore su scalanazionde della

Direttiva Comunitara 2003/74/CE, d€finisce un tratamentoillecito come “I'utilizzazione di sostang o

prodotti non autorizzatj ovvero di sostane o prodotti autoizzati, ai fini 0 a condizoni diversi da quelli

previstidalle disposzioni vigenti” (art.1, commas3, g).

Le sostazea cui s riferisceil sopaccitatoDecretoLegishtivo sonoelencatendl’allegato Il dellaDirettiva

2003/74CE, modifica della precedentdirettiva 96/22CE (concernentél divieto di utilizzazone di talune
scstanz ad azone ormonica, tireostaica o ddle sostinzebetaagonistenelle produziom arimali) e sono
distintein dueelenchi.

Elerco A:

- tireodatici;

- stilbeni,derivatidello stilbene,e loro sali edeseri.

ElerncoB:

- 17B-edradioloe suoiderivati satoformadi esteri;

- sostane betaagonste.

Per tutte quese soganze,senpre nel D.L.vo 158/06 si vietaro “la somministrazone, mediartie qualsiasi
metodo,agli anmali d’azendae adi animdi d’acquacdiura” (art.3, comma 1, a) nonchél'immi ssionesul

merato “ai fini dellaloro sommhistrazionea tutte le specieanimali” (art.2,comma 1, a) pe le sostanze
apparteneti all'elencoA o “ai fini dellaloro somministazionead animalile cui carni ei cui prodoti sono
destinatial consimoumano”(art.2, comma 1, b) perle sostanzénclusenell’allegato B.

Allo scopodi garantireil rispeto delle disposizionifin qui descritte 'Unione Europeatramitela Direttiva

96/23/CE “concernentde misure di controllo su talune sostanzee sui loro residuinedi animalivivi e nei

loro proddati”, hasottoline#o la necessa di avviaredei pianidi sorveglianzgerla ricercadeiresiduie delle

scstanz “negli animalivivi, neiloro escremente liquidi biologici, nonchénei tessuti,nei proddti di origine

animale,negli alimenti per animali e nel’acquadi abbeveraggio'(art.3, commal). L'attuazionedi questo
proposito, nel territorio nazionak, € rappresentatdal “ Piano NazionaleResidui”, coordnato e pronossaodal

MinisterodellaSalue.

Le modifiche e le disposiioni rispettivamentgropostee contenutenele Direttive 96/22/CEe 96/23/CE

nonchéla loro ricezionesuscalanazionag, si sonoresenecessaripergaranire la sicureza del consunatore

nei confrontideiresidu presentinellecarnidi quegl animal cui sianostati somministratiPdC inclusianche
i prodoti di origine arimale importati da Paesidovel'utilizzo a scopoauxinicodi molte soganz comprese
nedi eenchiA e B e legalment aubrizzato,comegli USA eil Canada.

Una pubHbicazionedel 2002 ad operadi Courtheynet al., riporta comeall’interno ddl’'Unione Europeaa

fronte di unariduzione del numero di bovini e suini risultati positivi ai controlli perla ricercadi PdC I'uso

illecito di quese sostanzecostituiscatuttora un serioproblerma,; cio si dimostraconl’analis di preparaoni

illegali sequestate che cortengonosopratiutto steroidi(in particolaregli eseri degli ormoni naturali),beta
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agmisti e corticogeroidi, che sonodiventatila classedi compostimaggiormentautilizzata. Per ottenereun
miglioramentonell’efficienzadei piani di sorveglianzasi incoraggiasia I'esecuzionedi studi sula cinetica
ed il metabolismodei PdC in specieanimali target, sia I’organizazionedei dati relativi ai diversi PdC,
inclusii loro metabolitj in un database di riferimento(Courtheynet al., 2002).
Un ostacolo ndla lotta all’utili zzo dei trattamentiilleciti & rappregntatodalla difficdta nd determinarda
presenzali residuidi PdCnelle matiici biologicheche puoessee ascrittaa causediverse

- usodi compostichevengonoesensivamentenetabolzzatio i cui metaboliti sianosconaciut;

- somministrazionea bassedosi di composi diversi, appartenentiallo stessogruppo 0 a gruppi

different, cheperodimostranadi posse@reun effetto addizionaleo sinergico;

- utilizzodi analodi sintetici di PdC noti.
Soro necessarieinfatti metodiche diagnostichesempe piu sensibil e specificke per rivelare questi
trattanenti. | contrdli aralitici tradizonali, attualmerg adottatidagli Stat del’'Unione Europea,sano basati
su metodichimici e biologici di screening, quali il radio immunoassay, I’ enzyme-linked immunoassorbent
assay (ELISA), la cromatografia su strato sotile o high-performance liquid chromatography (HPLC), seguii
da test di confermamediante gascromatografa o cromabgrafia liquida combhate con spettrometia di
massa.
| risultati sonogeneralmentbuoniper molti anabalzzantidi origine sintetica;nel casodegli ormoninaturali
(i.e. TST ed estradiolo)esisbno problemi legati al fatto che questisteroidi sono fisiologicamerte prodoti
dallanimalee, ad ogg, non sonostat definiti criteri che permettanali distinguele tra origine endogena
sanminigrazione esogenali questiultimi, né edstono soglie ufficiali di concetrazone riconosciutecome
illecite, poichéquesteultime dipendonoin largamisurada sessogta, alimentazionee variazionistagioné
(Buissonet al., 2005)
Grazie ai contirui progressidele tecriche analtiche, oggi possonaessee rilevate concetraziori molto piu
bassedelle singole molecde; d’altra parte,pero,semprepiu spesovengonoadottaticocktail di piu steroidi a
basseconcentrazioniin modo daotterereun effetto anabolizantecumulativo, riducendadtuttavia le quantita
dei singoli compostisommunistrati.
Considerandd numenp di residuipossibili, I'utilizzo dei metodianaltici diretti € spessadn contrasto coni
budget limitati, il numero di canpioni e la necessitadi rispose in tempi rapdi. Recenterante la
Commissiondeuropeaha definito nuovi criteri di validazioneper la messaa puntodi metodianalitici e per
I'i nterpreazionedei dati ottenuti (Decisiore 2002/657/CE).
Alla lucedelledifficolta sopma descritte,si rendenecessariiapplicazionedi nuove metodicheanalitiche piu
sengbili e specifiche(Nebbia,2005) chenondevonaososttuire i testtradizionali:questiultimi infatti devono
rimanerein usoperi controlli ufficiali. Le nuovemetodologiepotrebbeb ancheesseradi grandeinteresse
peri disciplinaridi produzionedefiniti nel campodelle procedurenazard analysis of critical control points
(HACCP), per garantre la qualitd e la salute degli aliment. Tra queste metodche, potrebbe essere
annoveratdindivid uazone di biomarcatorimolecolariindiretti di trattamentomediantdo studiodei profili

di espressiongenica tale approccod permetterebbeli evidenziareun potenzide trattamentocon sostane
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pericolosein assenzali residui nedi animali o nei prodott derivat e di discriminare un animale sanodauno

trattato.A questopraposib, le nuovetecndogie“-omics’ qualitrascittomicae proteonica, sembranessere
frale metodichepiu promettenti poiché, quandoapplicatea studi di epidemiologa molecolare pernettono
di stimae le variazioniindottedagi xenobioticialivello genico e protero.

Le molecoleche ad oggi sonomaggormerte impiegatea scopoil lecito per I'incrementodelle performance

produttive deglianimalisonoi beta-agonsti, gli steoidi sessualedi corticosteoidi (Courthey et al., 2002).

Beta-agonisti
| betaagonistisonodei compostifarmacologicidi sintesiche solitamentevengamo impiegati in allevameto
per il trattamentodi pablogie respratorie per le loro proprieta broncodilasitive ed anche come agenti
tocolitici. Tuttavia, é stato evidenzato che questicompost presentan@rcheattivita lipolitica o dettaanche
di ripartizionedi energa, che viene sfruttata a scopoillecito per diminuire la mass grassaed aunentae
guellamagra(Meyere Rinke, 1991) questoeffettoe statodescrito in pollame(Hamanoet al., 1998),bovini
(Hanrahan et al., 1986),0ovini (Beermanet al., 1986)e suini (Warrisset al., 1990)
Queste sostanze,simili alle cakecdamine endogenegsplcanola propria aziore legandosiai recettoridi
membrang3—adrenergicidei vari distretti del'organismo La conseguenzdi tale legamee rappresentata
dall'attivazione dellenzma adenitciclasi e consegentemente dell’adenosin monofosfato ciclico
intracellularecheprowvocai segientieffetti metabolici:

- lipolisi alivello deltessutcadiposadi rivestimentoconinnalzamentaleilivelli sierici di acid grassi

liberi;
- glicogenolis alivello epatico e muscolargmuscolostriato);
- secreionedi insulina (in casodi tratamentia brevetermine) a livello del panceas,perazione sulle
cellule g delleisoledel Langerhans;

- rilassamentaellamuscolaturdiscia, soprattuth alivello di utero,tracheae brondioli.
Non va trascuratdnoltre I'affinit a di legamedi questicomposticoni recettorip;—adrenergiciche,anchese
inferiore, € comunqueresponskle di un effetto isotropo, cronotropo e dromotropo positivo a livello
cadiaco.
Nell'impiegoillecito di questesostanzesin dagli inizi deglianni’80 senbraprimeggiareil clenbuteolo, per
la suaefficacia,la suafacilita di sommhistraziong(gereralmenteper os) edil suorelatvamentebrevetenpo
di sospensione. Solitamentevengono utilizzati dosaggiapprossimativamentda 10 a 100 volte la dose
tergpeutica,determinandopercio I'accumulodi residuiin diversitessutie organi,quali pdi, retina, fegato,
rene,muscolie milza edil consegerte potenzialerischio di intossicazionalimentarenell’uomo (Kuiper et
al., 1998. L'associazionedei beta-agonisti con altri PAC come estiadiolo e DEX, puo influenzarne
I'efficada: la combinazone dei tre compasti pud aumenare infatti I'effetto di ripartizione mentreil DEX
puo alterarel’'escreziore dei B-agonigi (diminuendoneil contenutoa livello epatico) influenzando cosii
controlli ufficiali: Abrahamet al., 2004 Grootet al., 1998) Purtroppoperola somministrazone di cocktail

puo ancheaggravargyli effetti aratomici ed istologici normalmentedeterminatidalla sonministrazone del
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sdo clenbuterdo (Groot et al., 1998). E’ notainfatti I'azione immunosoppre$ga dei cotticosteradi, che
influenzano negativarent la morfologia e la funzionalta del timo, nonchéla capadta degli edrogeni di
influire negativamentsul numerodi timociti (Grootet al., 1998.Lo stessalicasiperlelesion acaricodelle

gonadie deltrattogenitale(Grod et al., 1992.

Steroidi

Gli staoidi sono compostinatuali o di sintesi che presentanmella loro molecola un nucleo comune
tetreciclico di atomi di carbonio (ciclopentanopericbfenantrene)La sintesi dedi steroidi, nella cellula
animale,prendeil via dal colest&olo, che si trovaall'intemo del reticolo endoplasmatictiscio della cellula
e viene traspotato nd mitocondrio dove, a seguitodel distaccodella catenalaterale ad operadell’enzima
mitocondrale cytochrome P450 side chain cleavage (Sandesone Van Den Berg 2003),viene trasformato
in pregnenoloe, cioé nel precusare diretto di tutti gli steroidi. Questultimo, a seguitodi vie biosintetche
diverse, viene biotrasbrmato in var steroidi, a secondadella tipologia di enzimi espressanel tessuto
considerato;ad esempio, nelle surrenali dal preghenoloneoriginanoi corticosteroidi (mineral®rticoidi e

glicocoricoidi), mertre nelle gonad gli ormonisessualisteroidei(androgeni,estrogni e progesteronevedi

figura1.8.1).

Colesterolo

l

Pregnenolone —_— Progesterone =—> Mineralcorticoidi

v v

170H-Pregnenolone =—> 170H-Progesterone —> Glucocorticoidi

v v

DHEA —»  Androstenedione — Androgeni

Estrogeni

Figura 1.8.1: Biosintesi dei principdi conpostisteroidei.

Gli steroidi sessali sintetici sono composi che mimano I'attivitd degli ormoni steroicei naurali, ma
vergono metabolizzatipiu lentamete; tra quesi si annoveranoestadido benzoato, TST palmitato,

etinilestradolo, meiltesbstepne, 19-notesbstero® o nandrolone, stanozolo, melengestrolo acetato

trenboloneacetatodietilstilbestrolo,boldenone.
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Androgeni
Gli androgenisono steoidi a 19 atomi di carbonb, che si trovano prevaknemente nel maschio:i due

principall compostisano I'androstenedioneche si forma nella cortecia surrenalegd il TST, chesi forma
sdo nele gonadi(testcoli e ovaie). Nel maschio,il TST viene prodotto, quasi totalmeng, a livello del

tedicolo e (meno del 10% consecutramente all’interconvergne del’androstenedioneplasmaico;

guest’'ultimoa suavolta vienesintetizzato peril 60% dala cortecciasureralica dai testicoli e dal fegato (a
seguitodell'interconversine del DHEA). Nella femnina, il TST vieneprodottoper il 40% dala cortecca
del surreneddle ovaiee dal fegato (DHEA), e peril 60% dal’androstenedionplasnaticq chederiva peril

90% dd corticosurrenel.a formaattivadel TST, in grado di legassi ai recettoricellular, eil DHT.

Nel testcolo, la maggor partededi enzimi steroidogeneticisi trova nelle cellule del Leydig; sottol'azione

dell’ormoneluteinizzante(LH) e ddI’ ormonefollicolo-stimolante(FSH), il progesteroe vieneidrossilatoa
170-idrossiprogsteronee questultimo, per perdita della catenalaterale e osstdazionein C17 diviene
andiostenediore e swecessivamenteTST, dopo riduzione dello steso C17. 1l TST viene poi secretond

plasmae tragortatolegatoad unaa-globulina (SHBG, sex hormone binding globulin), chevienesintetzzata
a livello epatico.Sempe nel tesicolo, ma nelle cellule del Setoli, soto stimolazionedell’FSH, viene
prodotta unaproteirain gradodi legarsiadi androgeniandrogen binding protein) che ne manteneelevata
la concentrazionenei tubdi semniferi. Il TST puo esserecorvertito in DHT in molti tessti: il DHT &

'ormonemashile piu potente(attivita 10 volte maggore rispettoa quelladel TST) ed agise legandosiad
un recettore specifico intracellulare denominab androgen receptor: la formazionedel complessmrmone

recettorecomporta unatrasformazioneconformazionad del recetore stesso,chelo attiva e lo rende capace
di interagire con specifiche sequene nudeotidiche del DNA (HRE), ancardo a modificare (attivare o

reprimere latrascrizonedd gen associd.

Il TST e indispensabileper il manteimerto dela spermatogenesil comportamentsessualee la libido.

Espletaancheun'azione sullo swviluppo cormporeo in molte spece animali i masdi hannodimensioni
sweiliori a quelle dele femmine, fino ad arrivare a dimorfismi evidenti. Infatti, gli androgni agiscono
sul’ ossficazionedelle epifisi osseepromuovoro lo sviluppodelle massemusaolari e lo sviluppolaringeo e

possiedonainanettaaziore anabolzzanteproteica In paticolare gli androgendeterminanain aumentadlel

pesocorporeo,dovuto essenmlmentead un aumentodel depositoproteico a livello celluare del mus®lo,

stimatointornoal 9% ed unadiminuzionedel grassacorporeadi circail 32% (Chooet al., 1991).Decisivo e

ancheil ruolo nella differenziazone del comportamend sessuke e nello sviluppo dei caratterisessuk

secondari.

Il DHEA é un ormane steroideonaurale secretodalla cortecca surrenaleE’ un precursoreendogenalegli
steroidi poiché, in vivo, pud essereconvertto in diversi composti,ivi compresiil TST (di cui é diretto
precursorg I'androstenredione 'androsterediolo o I'estradiolo(Grifin e Ojeda,2004).

Il DHEA vienesintetizatoa parire dal colesterolograzieal’azione di dueenzimi,entrambiappartenerti a

sistana enzimaticodel CYP. La cornversione del colesteroloin pregnenoloneé mediata dall’enama
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CYP11A1,chesitrovand mitocondri il successivgpassagg, da pregnenolon@ DHEA richiede la duplice
attivitd 17a-idrosslasicae 17,20liasicadd CYP17,chesitrovanelreticolo endoplasratico. Inoltreil flusso
di colesterolmella via biosinteticasottcstaallaregolazonedi unaparicolare proteinadefinita steroidogenic

acute regulatory protein (Auchus, 2004). Subisce solfatazione per mezzo della DHEA-ST (DHEA

sdfotransérasi)peressereon\ertito in DHEA-S, piu idrofobicoe piu facile datraspotare (Falany,1997).

Il DHEA é un compostoendogenache pud promuoverea proliferazionedei perossisoma livell o epatico
nonché indurre la trascrizbne di geni coinvolti nel metabolisno dei lipidi e ndla pB-ossidamne dei

perossismi stessi, attraveso PPAR.

A seqiito di somministazioni in dosi elevate il DHEA pu0 provocarelesibni non solo a livello epatico
(carrinoma)ma anche piu geneicamerte, a livello cellulare(i.e., apopbsi); é statoinfatti dimostratocheil

DHEA provocaapopbsi ed induce fenomeniperossidativiin fegato,renee cuoredi ratto (Correaet al.,

2003),inibiscela proliferazone celluare e la resprazionemitocondriale, questultima siain vivo, siain vitro

(Yanget al., 2002).Comparandal profilo di espressiongenica,l DHEA esercitaun effetto sovrapponibile
a quello del DHT, la forma biologicamente attiva del TST, e per quesa ragioneviene consideratosenza
dubbioun anabolizzantéLabrie et al., 2006).

Nell'uomo, la corcentrazioneplasmaticadi DHEA diminuisce gradualmentedopo la puberta;tuttavia,
recentemem, oltre all'intrinsecaazone androgerga, medianteesperimentiin vivo ed in vitro, sono stati
scoperti gli effetti del DHEA sull’'invecchiamentqBaulieauet al., 2000; Morales et al., 1998, su sistema
immunitario, sull’obesita (effetti antiobesita, grazie alla conversionein TST a livello del tesicolo:

Taniguchi et al., 1995), su metabolismalipidico, ateroscerosi, diabetemellito, memoria,osteopoosi ed
effetti antistres favorendo l'inibizione del rilascio di catecolamineg(Liu e Wang, 2004). Tali effetti si

manfestano attraversdre meccanismd'azione alternativi: direto, medianteun recettoe specfico, sul gene
target; indiretto, medianteconversioe enzimaticadd DHEA in TST ed estraliolo nei tessti periferici e

suwceessiv legamea recetbri per gli androgenie per gli estogeni; mediantealterazon ddle funzoni

cdlulari dopolegamead alcunemacromogcoleproteiche graziealle carateristiche idrofobichedel DHEA

(Nawataet al., 2002.

Il boldenone (androstal,4-dienel7 B-ol-3-one), chiamato anche 1-deidmotestosteroneo 17B-boldenore
(17p-bol) e uno steroidedi sintesi con attivita ardrogenica chedifferiscedal TST solamenteerla presena
di un doppio legamein posizone 1. E’ stato sintetizzatoper la prima volta nel 1956 e ottenutodalla
deidrogenazionalel TST con idrossid di selenio (Meystre et al., 1956). Tra gli steroidi stretamente
correlti al 178-bol e e al TST s annoveranol’ epimero del 178-bol, il 17a-bodenone (17a-bol),
I'androstdienedione (andostal,4-diene3,17-dione), noto anche col nome di boldone (ADD) e
I'androsenediondandosta4-ene3,17-dione)

Nell'uomo I'ADD e il diretto precusoredi 178-bol (De Brabanderet al., 2004; Draisci et al., 2003 e
I'enzima che catalizzala conwersioneé la 17p-idrossisteroido@idrogenasiLo stesscenzimae presentenel

bovino, pertantosi ritiene che il 178-bol possaes®re il prodtto ddla convesione metabolca di ADD,
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anchen questaspecie(JuaezOropeizaet al., 1995).L utilizzo di 17B-bol, di ederi del 17p-bol (adesempio
gli ederi undecilinat) e di ADD, nedi animalidaredditoé vietatoall'i nternodell’'Unione Europea Tuttavia
guestesostanzepltre ad essee impiegate dalluomo, possonoesseresomministratea sco illecito nel
bovino comePdCe nei cavali dacorsaperaumentae le performance spotive. Gli esteridel 173-bol sono
idrolizzati a 17B-bol a segiito di sommnistrazone intramuscolargVan Pouckee Van Petedpem,2002); il
170-bol & consderatoil principalemetabdita del 173-bol nelle urine di equini e di bovini ed e statotrovato
insierre all’ADD e al 17B-bol in urine bovine,a seguitodi trattament illedto con boldenoneo i suoiesteri
(Van Puymbroek et al., 199&). Tali metaboiti vengonoescretinelle urine in forma coniugata come
glucuronati(Merlantiet al., 2007).

In uno studio effettuatond 2003eseguitanel vitello a came biancadi 1-3 mesidi eta, e statodeterminatdl
profilo residualeurinario a seguib di tratamentocon 17B-bol, i suoi esteri,ADD, 0 ancaga, unassociazione
di 178-bd e ADD: tutti i campioni sono risultati sempreposiivi per 170-bal, 178-bol e ADD, ed il
metabolify piu rappresentate risultao esseresenpre il 170-bol. Laddovel’ADD veniva somministratada
sdo, 0 in associazionecon il 17B-bol, aumentavaa concentrazine di 170-bol e 17B-bol nele urine,
dimostrandacosi la naturadi precursoredd!’ADD . Pertantaquedi tre metabolii sonostatidefiniti marker di
trattanmentoillecito (Poémanset al., 2003). Esistoro inoltre tesicontastantisulla possibileorigine enrdogena
del 17B-bol o sula conversionemediatadamicrorganismj di fitosteroliintrodotti conla dieta
Istologicamentd 17B-bol pud portarea degenesziore dell’epitelio germinaledel testcolo, ipersecrezione
formadone di cisti nella prostas e nelle ghiandoé bulbouretrali:questdesoni sonoperaltroreversibili e la
loro gravita si riducend tempo;quindiil loro ritrovamentoe la gravitadele lesioni riscontralidi al macello
varianoin funzionedeltempotrascorsalal’ultimo trattamentdGroote Biolatti, 2004).

Il 17B-bol € classificato dall’Agerwia Internazionaleper la Ricerca sul Cancro come un probabile
cancerogenonell’'uomo, con un indice di cancerogenicitgpiu alto di quello di altri androgeniqudi
nandrolone stanozoloe clostebob (De Brabanderet al., 2004);in merito a cio, il 17a-bol semba giocareun

ruolo nello sviluppodi carcinoni alla prostta(Baischet al., 1998).

Estrogeni
Il 17B-estradiola(Ey) e I'estrore sonoi principali estogeni presentrispetivamenteneglianimali nongravidi

e gravidi; vengono prodbtti principalmentea livello ovarico, soto il controlo delle gonadotopineipofisarie.
L' LH stmolale cellue tecalidel follicolo a secernerd ST, il quak vienesuccesivanmenteconwertito ad E,
nelle cdlule dela granulbsa, sato influenzadell’FSH (Kaltenbache Dunn 1984).In misurainferiore la
sintesidegli estrogen pud avvenire anchea livello di feto e placenta(Schuler et al., 2006) nonchénella
cortecciasurreralica(Werg et al., 2007).

Gli androgeni(essenalmente il TST) vengonoconvertiti ad estrogeniper azionedell’aromatas (CYP19),
un enzma apparterente alla famiglia del CYP che, a livello ovarico, tesicolare e placentarecataliza le

reazioni di rimozione del gruppo metilico in C19 e di aromatizzazioneddl'anello A dello steroide
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(Sardersone Van Den Berg 2003) L’aromatasie espressanchein alcunitessiti non steroidogenci quali

fecato,tessutoadiposce sistemanenosocentrale(You, 2004).

Essendanolecolelipofile, gli estrogni diffondono passivamerst atiraversole membranecdlulari ma, una
volta entrati nel circolo ematico,il loro tragporto richiedeil legamecon alcuneproteineplasmatichefra le

quali la SHBP (dotaa di piu elevataaffinita) e I'albumina. Solo la frazione circolantelibera degli steroidi,
non legataa protdane, rappesena quella biologicanmente attiva(You, 2004).

Il mecanismod’azionedi basededi estrogni ¢ lo stessodi qudlo degi androgenie prevedd’interazione
diretta tra I'ormone (ligando) e specffici recettori per gli estogeni (ER) presentinelle cellule target

(Akingbemi,2005)e la successia modulazionalellatrascrizionedi specfici geni target.

Esistonodue ER, ERa e ERp, che nhon sonoisoforme uno dell’altro ma sonoil proddto di geni distinti

collocatisu cromosoni serati; ERa e ERp formanoomadimeri e eteodimeri che hannoaffinita simile per
E> manon per altri ligandi (Mutembeiet al., 2005).C’e unanotevolespecifcita tissuale nell’espressionelei

due recetori; infatti, ERa € la forma dominantee si trova in utero, fegato, tessutoadiposq muscdo

scheletico, ipofisi e ipotdamo, mente ERB si trova prevalentementian prostta, ovaioedin alcune regioni
del cervello(O'Donnd et al., 2001).

Il ruolo primario degli estogeni & da sempreconsiderataquello di garantire la funzionalitae lo sviluppo
dellappaatoriproduttae femminie; in particolare,questiormoni sonoresponsabildell’accresanentodelle
ghiandoleendametriali e dei dotti della ghiandda mammaria; delle modificazioni istologichedell'epitelio
vaginde durantell ciclo estale;ddla regolazioneadella secrezionalelle gonadotopine,fra cui il rilasciopre-

ovulatorio dellLH, e del rilascb ddla prostglandna F2-alpha (PGF,,) da parte dell’'utero (Stabenéldt,
2002). Tra gli altri effetti che concernonda riproduzionesi annoverand’induzione delle manifestazioni
comportamentalipichedell’'estro nellafemminae, in part, anchenel maschio(Ball e Balthazart2004).Gli

estrogenisvolgono funzioni importanti anchea livello tesicolare dal momentoche vengonosintetizzati
nelle cellule del Sertdi, sotto lo simolo delle goradotopine, secondoun meccanisrma di regolazone
endocrinasimile a quelo dellafemmina Diversi studi hannodimograto che neltopo,la delezionedei geni
codificantiaromataise ER intefferisee negatvamentecon la spermatogenesila steroidognesi(Akingbemi,

2005).

Gli effeti aggduntivi non strettamente attinenti alla riproduZone includono I'ossificazione e I'effetto

anabolizantea caricoddle proteire (Paikka et al., 2005).

| farmadé ad attivitd estrognica impiegati nel bovino sono per lo piu costituiti da ederi sintetici
dell’estradiolo, quali I'estradiolo benzato, il valeratoedil p-idrossibenzo@. Dopo somministraione per
via parenteale, tali eseri vengono rapidanente assorbiti, convetiti in edradolo tramite idrolisi,

metabolizzatied escrdi, in manieraanalog all’'ormonenaturale Ne ruminanti,il metabolitaprincipalee il

170-estradiolo, la cui esaezone awieneper via biliare e fecale (>75%: EMEA, CVMP-oestadol, 1999.

Nellambito della medicina veteinaria, 'uso terapeuticodegli estiogeni negli anmali destinati alla
produzione di alimenti per 'uomo, e regolamentatalal D.L.vo 158/06che prevededue derodne rispéto al

divieto di utilizzazionedelle sostane ad azioneormonica,tireostatca e delle sostanz bet-agoniste(art.2e
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art.3): in taledecretasi affermacheé possibilela sommnistrazionedi medicinaliveterinai contenerti E; e/o
swi derivati sottoforma di esteri“per il trattamentadi macerazione mumnificazone fetale dei bovini o
della piometraperi bovini” (art.4, commal, d) oppue per“I'induzione del’ edro nei bovini, negli equini,
nedi ovini e nei capini, fino al 14 ottobre 2006” (art.5,commal, c). Attualmente,quindi, I'unico utilizzo
consentitae quellocortempldo dall’ articolo 4.

Cometutti gli ormoni sessualsterddei utilizzati comePdC,gli estrogenistimolanol’accrescimentotranite
un’azione diretta sule cellule muscolari, in paricolare medianteuna modulazone della trascrizionedi
specifici geni che esita in un increnento della sintesi proteicae nell’aumento del volume ddle masse
muscolari(Schmidey, 1998). La capacitadegli estrogendi promuoverda cregita variatralo 0% eil 20%,
in quanb strettamentedipendeng da diversi parametir qual specie, razza,seso, eta, stao riproduttivo e
regme alimentareddl’animale oggetto di tratamento(Meyer, 2001). L'E, manifesa un ulteriore effetto
auxinico, che consege alla sua agone indiretta di modificazione dell'attivitd di ormoni coinvolti nei
meccanimi di regolazonedella cresdta, quali I'ormonedela crescia (GH) e I'insulin-like growth factor |
(IGF-I). Linteraziore tra gli estrogeni e I'ipofisi ankeriore & classicamenteorsideratocomeil principale
meccanimo responsabiladella loro azioneanabolizzantejnfatti, bovini da carne trattati con estrogenio
compostiestrogenesimili nella fasedi finissaggiohannoevidenziato,rispeto ai soggetti di controllo, un
incrementodel pesodel’ ipofisi, delle dimensioni e del numero delle cellule acidofile (respnsaili della
produzione e dellasecremne del GH) e consegienementedelle concentazioniplasmatthe di GH (Griffin,
1999). Uno studio di KamangaSollo et al. (2004),in cui colture cellulari primare ottenutedal muscolo
semimembranosali bovino sono state incubate con E,, hanno evidenziatoun aumentodei profili di
espessiongyenicadell'IGF-I, di ERa e dell'|lGF binding-protein 3.

Nei Paesiin cui I'uso di questi conmposti € consentito,la sonministrazioneavviene tramite impiarti
sdatocutarei (inseriti nel sottocutedell’orecchio edin prossimitadei vasivenosidi maggor cdibro).
Teoricamentela massinaassunzionegiornaliera(Total Maximum Daily Intake, TMDI) di E; € paii a4.3ng;
guestodao cormsegueal fatto che estiogenie/o loro metabolit sononormalmete prenti nedi alimentidi
origine animale,in quantita che variano a secondadi speie, sessoeta, alimentaione e statofisiologico
dell’animaledi origine.E’ stao dimostratocheconseguenteante all'uso di PdCa basedi E,, la TMDI puo
aumentareli unfattore paria 4.6 (Daxerbergeret al., 2001).

Quest ormoni palesao un effetto cancerogeneticoprovocandoneophde ale ghiandde mammaria ed
endometrialijn quantostimolanola proliferazionetissutalee si comporanocomepro-cancerogniin grado
di indurregenotossiita (Tsuchia et al., 2005); nello specfico sembrachealcuri metabolitidedi estrogeni
(in paticolarei catecolestiogeni) dopo ossidazionee la formazionedi chinani e semichinoni,possano
interagireconil DNA, deeminandola formazionedele mutazoni regponsabilidella comparsalel tumore
mammario(Zhanget al., 2007)

54



Introduzione

Glucocorticoidi

I glucooorticaidi sono ormoni steroidei prodotti nela zona fascicolata della cortecda surrenale,
consecutimmerte all'attivazionedell’ asseipotalameipofisi-surrene Tale attivazionerichiede I'increzione,a
livello ipotalamico,del fattore di rilascio della corticotropina(CRH) e, a posteriori,il rilas¢o dell’ormone
adrenocorticotspo (ACTH) da patte dell’ipofisi anterore, il cui target e rappresentatalalla corteccia del

surene.l glucocorticadi intervengonoin questomeccanismali contollo, stabilendoun feedback negativo;
in paticolare, inibisconol’ esgessiame (a livello genico)e I'increzione del CRH a livello ipotalamco ed
interferisconacon!’ increzonedi ACTH alivello del’ipofi si (Vegiopoulose Herzig,2007).

| principali glucocorticoidinaturali sonail cortisolo, il cortisoneel’ 11-deidrocorticosterone.

Questi ormoni esplicanole loro principali funzioni grazie all’interazione con uno spedfico recettore

citoplasnatico, il GR. Il legane tra il ligandoedil recettoreprovocala conversionedi quest’ultimodalla
forma inattiva a quella attiva, per esposizionedel sito di legamecon il DNA del recettoresteso, che
conseguealla sua dissod¢azione ddla heat shock protein 90 (HSP90). Nella forma attiva, il complesso

ormonerecettae pud entrarenel nucleo, legarsial DNA e, quindi, regolarela trascizione di genitarget

(Derendorfe Hochhais, 1995).

Gli effetti ormonaliche derivanoda suddett fenomenirichiedonotempi prolungati prima di palesarsijn

guanto consegueti ad una sintesi ex novo di RNA e, quind, di proteire. Parallehmene a questo

meccanimo d’aziore i glucocorticoidi analogamentead altri ormoni steroidei,ne possiedonoun secondo,
piu rapido e non di naura genica attraveso il qualeinfluenzanola conentazione di alcuni ioni a livello

intracellulare(Scheler e Sekeris, 2003).

I glucocaticoidi modularo fisiologicamente il metabolismaglucidico, protidico e lipidico. A livello epatico,
il cortisolo stimolala deposizone di glicogenoe attiva la gluconeogenesigrazie ad un incrementodella
trascrizone di enzimi come la glucosic6-fosfatasi e la fosfoenolpiruvdo cambossichinasi (The Merck

Veterinary Manual, 2007); infatti, studi condotti su topi knock out per GR, hannoevidenzato una down-

regulation dei genicodficanti gli enami gluconeogendati (Opherket al., 2004).

Nei tessuti peiiferici questiormoni stimolanoda un lato il catabolsmo protei@ e la lipolisi, rilasciando
glicerolo ed amnoaddi, che fungono da substati per la gluconeogers; dall’altro, induconoinsulino

resistenza,soprattuttonel muscob e nel tessud adiposo, determinandola comparsadi uno stato di

iperglicemia(The Merck Veteainary Manual,2007).Gli effetti metabolicide glucocoticoidi s manifegaro

prevalenemene negli anmali stressati,con deficit di insulina o a digiuno, e non in sogyetti alimentati
corretamentgDickson,2002).

I glucocortcoidi manifestan@ancheun’importanteazioneantinfiamnatoria:infatti, aumentanda produZone

di protdne comela lipocortina, che inibisce I'enzima fosfolipasi A, (responskile della sintesi dell’acido

arachidonico)e quindi, indirettamentediminuisconola produzionedi prostaglandine leucdrieni. Inoltre,

intervenendo a monte del processoinflammatoriq intefferiscoro negativanente nella produzone di altri

medatori (cicloossgenasi,citochine istamina,interleuchineed enzimi come le collagenasi:The Merck

VeterinaryManual, 2007)
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Durane le flogosi acute, i glucooorticoidi diminuiscono la permeabita vascdare ed inibiscono la

migrazionedei leucociti polimorfonucleait nei tessuit, sopprimonol’immunita cellulo-mediatainducendo
I'apoptos delle cellulelinfoidi, inibendol’espangne clonaledeilinfociti T e B nonchériducendal numero

di eosinofili, basofili e monociti circolanti. Nelle fasifinali del processanfiammatoro interfeisconocon

I'attivita dei linfoblasti, ritardardo i normali processidi cicatizzazionetissutale(The Merck Veterinary
Marud, 2007). In aggiunta, questi ormoni influisconosui meccanismidi assorbinento dd glucosioe del

cdcio a livello gastrenteico (Van Cromphautet al., 2007); hanno un effetto luteoprotettivo, poiché

inibiscono selettivamentela produzionedella PGF, a livello endometriale(Lee et al., 2007); inducono
polidipsia e poliuria, aunentandda filt razone glomerularee poterzian I'azione centrale dell'aldosterone
eddl'angiotenshall.

Tutti i corticosteroididi sintesi utili zzati a scopoterapatico possedonouna strutturamolecolarecon 21

atami di carbonio,analog a quella del cortisolo, e sono stati prodotti con lo scopodi incrementarde

proprietd antinflammatoie e metaboiche del compostooriginario nonhé pe aumentarnd’affinita di

legame con le proteire e, quindi, la duratad’azione(The Merck Veterinary Manual, 2007).11 potenizamento
dell’effetto glucocortiomide dei corticosteradi sintetici si ottienemedianteformazionedi un doppiolegame
in poszione 1 e 2, Iidrossilazone o la metilazione dellatomo di carbomo in posizone 16 oppure
I'alogenaionedi quelli in posizone6 e/09 (Courtheynet al., 2002).

I principali glucocorticadi di sintesisono prednsone,prednisolonepetametasond)EX e flucortisola In

particolare,il DEX & un poterte corticosteroideche presentaun’elevataaffinita per il GR e che, dopo

samminidrazioneper via orale,vienebenassorhio con unabiodisponibilitapaii a circal’80%. | suoiesteri
(i.e. fosfato e succinat®, essendadrosolubli, raggiungonda conentrazionemassina in circolo dopo 10

minuti dallasomministazionepervia endovenosgDerendorfe Hochhaus1995).In tutte le specie,il DEX,

per esere eliminatg viene dgpprima idrossilato in posidone 6B e quindi eliminato con le urine e le feci

(EMEA, CVMP-dexamethsone,2004)

Le indicazioni terapeutice sono molteplici e richiedono,in geneale, trattamernit locali o sigemici. In

particolare, le speciaita medicinai contenentiDEX vengonoimpiegate per il tratamentodi process
inflammadri (artriti, borsiti, tendiniti, tenosinovit, periatriti), chetosiprimarie, paresi puerpeai atipiche,
enfisemapolmonare,sindrom allergiche, affezioni cutanee malatie degli edani dei suinett] stress (da
cdtura, da trasporto, da modificazione dei gruppi e dei regim alimentari, climatici, da trattanenti

antiparassitarie vaccinaziani) e per gli stati di shock di genesie nauradiversi(Dizionario del Medicinale
Veterinario,2003).

La somminigraziore di eevate dosi di glucocorticoidi di sintesi agli animali provoca una riduzione
dell’accrescimentoed atrdia muscolae. L'induzione dd catabolsmo, a livello muscolare,é giustificato
dall'incrementodel fabbisagno di sutstrati gluconeogneticinonchédi enegia chesi riscontrain condizioni
di stress, quali periadi di digiuno praungato,presenzali processinfettivi o neophstci. Il tessio muscolare
costiuisceinfatti il 40% ddla massacorpaeatotalee quindi, rappresentan’importantefontedi aminoacidi

per la sintesi proteicae la produziore energeticanell’animale. Inoltre, la capacitadei glucocortcoidi di
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inibire I'utilizzaziore del glucosio a livello muscolareaunentaindiretamentde concetrazionidello stesso
in altri tessuticomecervello, sistemammunitario e tessutdumorale(Vegiopoulose Herag, 2007).

Stud condotti su ratti adrenalectomizzati hanno dimostrato che la sommninistrazione esogenadi
corticosteone,seil trattament@avvieneconun dosaggicsimile aquellofisiologico, nonmodificala capacita
di accrescimentodei roditori; quindi, solo in presenzadi concentrazioniplasmatthe delo steroide
sovrapponibilia quellerisontrate negli statidi stress,aumental catabolism@roteicoe conseguentenmge,
vieneinibitala crescita(Young 1980)

Indltre, studi succesivi, hannoevidenziatocomela somministrazionali DEX negli animali dareddito e a
dosagi ridotti, subterapeitici, aumentil'ingestionedi alimento e conseguatementeil peso corporeo,
diminuiscagli indici di conwersionee laritenzioneazdata,aumentila ritenzone di acquaedinfine limiti la
deposiziondi grassq(lstasseet al., 1989)

Conseguetemente questi ormoni, utilizzati singdarmentee a bassedosi sonoi compostiattualmentepiu
sfruttatiin Europaper ottenereillegalmenteun miglioramentodelle performances prodtttive dedi animali in
allevarrento. In origine invece,i glucocorticoidisi usavandn associazioneoni betaagonisti e gli steroidi
sessuali, per impedre la down-regulation dei recetori o per interferire sulla qudita della cane,
aumentandonal contewuto di acqua (Courheyn et al., 20Q); la presenzade glucocaticoidi nelle
preparazoni illegali conterenti beta-agonisti e stroidi sessualsembrainfatti aumentard’ effettoriparttivo e
anabolizantedi questiultimi (Abraham et al., 2004),in particolareimpedendainadiminuzone del numero
di recettai B-adrenergici, nonchéalterando I'escrezione degli stessibetaagonisti (Groot et al., 1998
Abrahamet al., 2004).

Il DEX e gli altri corticostepidi non possonaesseresomministrat a scopoauxinicoagli anmali dareddib
all'interno del territorio dell’Unione Europea masonoinveceampiamentesfruttati in campoterapeuticqper
le loro proprietaantinfiammatore; sonostati percio stabiliti per questesostanzedei tempi di sospensione,
pari a 60 giorni perla carnedi bovini trattaticon DEX nonchédei limiti massin resduali (LMR), stabliti
dal Regolameto 237790/CE

La tabell 1.81 riporta i valori di riferimentodei LMR per il latte ed altre matrici alimentariin diverse

specie.
Principio attivo Specie animale Tessuto LMR (ug/kg)
Desametazone Bovino Muscolo 0.75
Suirmo Fegdo 2.0
Equino Rene 0.75
Bovino Latte 0.3

Tabella1.81: Limiti massimiresiduali(LMR) rinvenibili nel latte ed in altre matrici alimengri in animali apparteneti
alle speciebovina, suine ed equina
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1.9. Tecniche bio-molecolari

Clonagaio
| progressinelletecncheusateper manpolare gli acidi nucleici in vitro hannoaumentat@onsiderevolmete

la comprengone della strutura e ddla funzione dei geni a livello molecolae. Inoltre, questetecriche
possoncesserausateper modificare il genomadi un organismo(ingegnera genetica) ad esempigper creare
un batteio capcedi sintetizzareunaproteina estraneal metodisonospessahiamati“tecnologiadd DNA
ricombinante” perchécomportanola creazionadi nuovecombinazionidi DNA (cioe DNA ricombinante)n
condiZoni controllatedi labordorio.

In generalegguestemetodche prevedona seguenit passaggi:

- l'isolamentodella sequenzadi DNA (gene)di interessedal genomadi un organismoo da una
libreria di geni: cio comportain genere la purificazionedel DNA seguita dadigestioneenzmaticao
frammentazioneneccania perliberaela sequenzdersagliodi DNA;

- creaziondai unamolecolaartificiale di DNA ricombinantemedianteinserione del gene(oggetto di
studio) in una molecoladi DNA capacedi replicaisi in una cellula ospite cioe un “vettore di
clonaggo”: tra i vettori di clonaggio adati alle cellule batterichesi annoverana plasmidied i
batteriofag

- introduzionedella molecoladi DNA ricombinantein un ospite adatto,ad esempioE. coli: queso
processo viene definito trasfomazione,quandosi usaun plasmde, o trasfezione nel casodi un
vettorevirale ricomhbnante

- selezone e cresdta della cellula trasformata(o trasetiata) usandole tecnichedi coltura cellulare:
poiché unasingola cellula ospitetragormata puo esserdatta crescereper dareun clonedi cellule
gengicamenteidentiche ciascum dele qual portail genedi interessela tecnicae spessahiamata
“clonazionedel gené o “clonaziore molecolare”(Reedet al., 2002)

Passiammraadegrivere piu nel detadio ciascunaldle fasisopraenunciate.

Perottenerela purificazone del DNA plasmidicoda cellule bateriche peril clonaggio, € necessari@rima
digerire la paretecellulare poi solubilizzarele menbranecelulari e denaturargarzialmentde proteine,far
aggeare il DNA cromosonico, purificare chimicamentela soluzione(di solito s usauna soludone di
fenolo/cbroformig ed infine far precipitare il DNA con una soluzione etanolo:acqua al 70% (v/v).
Sucessivamete deveessee prepar#o il DNA daclonare.

Per produre frammentilineari di DNA con “estremita appiccicog” a singolo filamento (necessariger
I'i nserimentael vettore plasmidico)si possonausarele endonucleasili restizione la maggdor partedelle
preparazbni commercidi di questi erzimi taglia compktamenteun campionedi DNA producendodei
frammentidi DNA ento un’ora a 37°C. La predizione della poskione dei singoli siti di restrizionepud
essereusataper creareuna mappadi restrizionediagnosticaper una molecoladi DNA ed ancheper un

vettore plasmidco di clonaggo, comeriportatoin figura1.9.1
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lacZa ATG

M13 Reverse Primer ‘ Hmld 1] Kp‘n | Sn‘cl I.‘SamHl S;‘)o |
CAG GAA ACA GCT ATG ACLC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGE TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT
BstX 1 EcoR | EcoR |
| | |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT JAAC GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GARN PCR Product TTC CCG CTT AAG ACG
EC(I)R \% BstX | Not | Xho | Nsil Xba | Apall
| | | [ |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |ccc TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT (TT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura1.91: Rappesentaioneschenaticadel vettore pCR®2.1-TOPO®(Invitrogen) conla sequanzacodificanteperil
genelacz, coni siti di restrizonee la regione in cui viene inserip il genedaclonare(in questo cas prodottomediante
PCR); si posano inoltre notae i genicodificanti perla resigenz agli artibiotici ampicillinae kanamicina.

Un'ulteriore caratterstica importantee che in condizoni appropriatedueframmenit qualunquetadiati con
lo stesscenzimapossonoappaiasi in seguitoa formazionedi ponti idrogenofra singolebasial'inte rno di
guestaregione,il che pemettedi unirli insiemeindipendentemenrtdalla proverienz dei dueframmentidi
restrizone. Per codruire poi unamolecohl di DNA ricombinante,deve esserdegatoun vettore adattoal
frammentodi DNA daclonare: cio viene effettuatoutilizzandoun enzirmma microbico,la DNA ligasi: quego
enzima ATP-dipendentes capae di formarelegamifosfodiesterecovalentifra molecoledi DNA appaiate
La legaturadi solito si eseguea temperatue piu bassgperfavorire I'appaianeno) e perun petiodo di tempo
di parechieore (perpermetereall’enzimadi operarevedifigural.9.2.

a b

«estremita appiccicose»

DNA bersaglio

«estremita
\ l APPICCICOSEYE HNA bersaglio
plasmide tagliato
dentro il gene tet

Figura 1.9.2: (a) Restizione di DNA plasmidicoed estraneaon|’endorucleasiHindlll; (b) Appaianerto e legaturadi
DNA plasmidco e bersalio per dare origine ad un plasmde ricombirane che conferisce resstenzasoltanto ad
ampicillina,in quantoil DNA bersaglio é stao inseito all’ internodel gere tet (conferis@ resistenzaalla tetraciclina)
cheoraé discontinuoe inattivo (Reedet al., 2002)
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Quandossi deveselezonare un vettoreadatto,tra plasmidi,fagi, cosmidied dltri, € necessao considerarde
seguenttcaratteristich:

- la facilitd di purificaziore: sono stat sviluppat infatti procedinenti affidakli che permettono
I'estrazionee la purificazicnedi DNA plasmidicodacdlule batterche;

- l'efficienzadi inserzonedel vettare ricombinane in unanuovacellulaospite;

- lapresenzali copiesingole di siti di restrizioneadatti;

- lapresenzali marker selezionabilicome genidi resistenzad antibiotici o “genireporter”;

- ledimensionidel’ insertodi DNA daclonare;

- il numerodi copie del vettae nela cellulaospte.

| vettori di clonaggiobattericipiu semplicisonoquelli basatisu piccoli plasmdi, molecolecircolari di DNA,
cgpaci di replicare autonanament al’ interno di una cellula baterica. Uno dei primi vettoii di clonaggio
sviluppdo per E. coli é statoBR322 un plasmideingegnerizzatgeneicamentedi 4.4 kb che conteneva
un’origine di redicazione,due genidi resistenzaagli antibiotici e siti singol per unagammadi enzimi di
restrizone. Successigmentesmo stati sviluppati altri vettori plasmidti, con caratteritiche ulteriori: per
esempid plasnidi della seiie pUC sonooggi largamentausatiperlatrasfornmazionedi E. coli, perché hanro
su tipi precedenti seguentivantagg

- altonumerodi cope: in unacdlula baterica possonasseregresentimigliaia di copiedel plasmide,
il chedeterminaunamaggioreresadi DNA plasmidico;

- selezonedeiricombinantiin unsingolo passaggiasanddl genelacz;

- raggruppameto di siti di restrizoneall’interno di unabreveregionedel genelacZ: la restrzionecon
due enzimi(doppiadigestone)tagliaun piccolo frammentodaquesb “sito multiplo di clonagyio” o
“polilynker”, producendaun plasmde tagliato con due estremitaappiccicosediverse (ad esenpio
EcoR ad un’edremitae Hindlll all’altra), il che permettedi legarein un particolare orientaneno
frammenticompkementaridi DNA bersaglio(“clonaggiodirezionale”).

| vettori fagici invecepossonmffrire diversi vantaggirispeto ai vettori plasmidici: sonostatiingegnerizati
per accdtare grossi franmenti di DNA estraneoanchepiu di 10 kb, mentrei plasmidi funzionano con
frammentidi 1-2 kb; sfruttano un mea@anismomolto simile alla trasduzone fagica per inseire il DNA
estranemellacellula ospte. Dal fago A di E. coli sonostati sviluppatidivers vettori, per esempiolZAPII,
un vettore di inserziome capacedi accetarefino a 10 kb di DNA aggiuntivoche possiedél genelacZ e un
sito di clonaggo multiplo per la sdezione.La maggior parte dei vettori basatisu A sono fagi virulenti,
rilasdati per lisi dalla cellula infettata alla fine della fase di replicazione:questivettori vengonoclonati
usardo tecniche standardper i fagi; in alcuni casiinvecesi deveusare un secondadfago (un fago helper)
insiere al vettore, per svolgere alcune delle funzioni tolte al genona del vettore, ad esenpio
confezionameto del fago e funzion di asserblaggio(Reedet al., 2002)

| vettori cosmidci conengonole sequenzeerminali coesivea singolo filamentodel fago A (cosddeti siti
“cos”) inseriti in un vettore di clonagyio plasmidico.Essipossonoessereusatiper clonarefino a 40 kb di

DNA estraneoysandd siti cosperpermetereil confezionarentoin vitro nell'involucrodel fago.
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Altri vettori ibridi sano stati prodotti mediantefusionedi un fago conun vettae plasmdico: questipossamo
esseremanipolatiin labaatorio comeplasmidi per la facilita dell'inserzionedi DNA o conwettiti in forma
articolatasimilfagicaperla facilita di conservazione

Unavolta cheé stab prodoto in vitro un vettorericombinante,questodeve esserantrodottoin unacellula
ospite adatta.l vettai fagci confezonati hannoun propio meccanismali trasferimentomente il DNA
fagco nudoedi plasmididevono esserentrodotti medianteratamentichecausnoun aunentotemporaneo
della permeabilitadi membana comelo shock fisico-chimico (temperaturao CaCl), eletroporazionecon
shock eletrico o microiniezone.

Molti vettori plasmdici usati in ingegieria genetca portano geni che codificano per la redgstenza ad un
antbiotico, come per esempd pBR322 presentageni distinti per la redstena all’ampicillina e alla
tetreciclina. Questigeniagsconocomemarker peril vettore, permettendocosidi selezionagi trasformanti,
chepossonaresceresuagar conerenke I’ antbiotico. Perqueigeniil cui prodottoé unenzimalapresenza
I'assena del genefunziorank puo esserevalutata usandoun substratoadato, per esempiol’inattivazione
inserzionak di lacZ puo essereivelaa includendoun induttoreadatb alla beta-galattosidasi{ad esenpio
isopropiltiogalattoside, IPTG) e il subgrato cromogenico 5-broma4-cloro-3-indolil-betaD-galattaide
(Xgal) dertro I'agar: unacolonia trasiormantederivatadal plasmidenativo sarablu mentreun trasformante

contanent la molecolaricombinantecrescergproducendainacoloniabianca(Reedet al., 2002)

Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (Q RT-PCR)

La Real Time Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction € una metodicainnovativa largamente
utili zzataper la quantificazionedi acid nucleici,in particolae peril rilevamentodi basseconcentraziondi
RNA spessoottenuteda matrici limitate e problermatiche (Bustin, 2000),e graziealla suaelevatasensbilita,
specificita e riproducibilita, & divenutauno strumentoes®nziale nella ricerca: & la tecnicainfatti piu
comunementeadottad pe camtterizzare o confamare i pattern di espressioe di un dato geneo per
confrongarei livelli di mRNA di piu popdazioni di campioni.

Tale metodicasi &€ ewluta dalla polymerase chain reaction classta (PCR end point), messaa purto nella
metadegli anni ‘80 da Mullis et al. (1986), che consentedi amplificarein vitro medianteuna reazione
enzimatica in un termociclatae uno o piu spedfici segmentidi DNA situai tra due sequenze
oligonucleotidichenate, produendore un elevab numero di copie atiraversoun ciclo di reazioni di
denatradonedel DNA, ibridazonedegliinneschiprimers) e polimerizzazionalei nuovifilamenti.

La PCR classica vieneeffettuatasu un campbnedi DNA-stampo(dettotempkto), chepud esserea singolo
o a doppio filamento.All'in izio di ogni ciclo, il DNA genonico & soggettoa denaturane mediante
riscadamentoa 93-95°C; questaemperauradeterminda rotturadeilegamiidrogenotrale basiazotatee la
separazioadeiduefilameni della doppiaelica. Segueil raffreddament@d una temperaturdra 37 e 55°C,
in funzionedellalunghezadei primers, chene permettd’ibr idazionesul DNA stampaoseconddl principio
della complenentarietatra le basi. A conclusionedi ogni ciclo, I'enzima, una polimeras termostabilejn

presenzadi deosiribonucleotiditrifosfati (INTPs) e alla temperaturadi 72°C, cataliza la sintesidi un
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nuovofilamento di DNA conplementarea quello stampo.In questomodo,allafine di ogniciclo di reazionj

la quantitadi molecoledi DNA presati risultateoricamentaluplicatoe quindiil numep di coge aumeanta
in modoesponenzialeiclo dopociclo.

L’ introduzionedellaQ RT-PCRnel 1992 per opes di Higuchie collaborabri ha permessodi superare una
seriedi limiti legatiallatradizionalePCRqudi scarsgrecisionepassasensibilitae risoluzione;a differenza
infatti della PCR end point, che permettedi analizareil prodoto amplificato sdo a terminedela reazone
medante elettroforesisu gel oppure Southern blotting, la Q RT-PCR consette di seguirela reazionein

temporealefin dalle prime fasi dell’amplificazone determinandoad ogni ciclo, la quantitadi ampificato

ottenuto, grazie infatti all’utili zzo di un marcatore(reporter) fluorescente.Dal grafico “fluorescenzavs
numerodel ciclo”, cheriporta il seqaledel reporter, si possonadistinguerequattrofasi principali: fasedi

crescta lineare (sditamentecorrispondeai primi 10-15 cicli) in cui il segnalee troppo debde per poter
esseredistinto dal rumore di fondo (background), fase esponenzi@ iniziale in cui la fluorescenzaha
raggiunto la sogliaed é diventatasignificativamentepiu alta dd livello di background, faselogaritrica in

cui I'amplificazionediviere ottimale (la cineica di reazione assumeaun andamentasponenzialeel quale,
assurendoun’efficienzadi reazone del 100%,ad ogni ciclo la quantta di amplificatoraddoppia)e infine
fasedi plateau, raggunta quandoi reagentiiniziano a scarseggire e I'intensita di fluorescena non € piu

consideratgeril calcolodeidati (Wonge Medrang 2005).La figura 1.9.3rappresentée fasi dellacurvadi

ampilficazione.
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Figura1.9.3: Fasidella curvadi amplificazionemediante PCR(Wonge Medano,2005)

Durane i primi 15-18 cicli di PCR le emissionidi fluorexenzageneranoun segnaletroppo debde per
distinguersidal background: in questafaseviene definita la lineadi base(basdine); un incrementoddla
fluorescenzaal di sopa di tale livello indica la formazionedi prodotto. Nella fase di amplificadzone
espmenzale viene fissato automaticamenteo manualmenteun valore soglia di fluoresxena (treshold),
gereralnenteparia 10 volte la deviazione standarddel segnaledi background, da cui si ricavail valore di Ct
(treshold cycle) cherappesentail numerodi cicli necessaraffinchéil campiore in esameraggiungatale

livello di fluorexcena (Ginzinger,2002 vedifigura 1.9.4. Il valoredi Ct € inversamentgroporzionalealla
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quantita di DNA di partenzagper cui piu elevatoé il titolo iniziale di DNA, primasalirala curva e piu basso
sarail Ct (Kubistaet al., 2006)

10 g
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Figura 1.9.4: Grafico ddla curvadi Red Time PCR (fluorescemavs numerodi cicli). Soro rappreserdti la baseline, il
valore sogia di fluorescena (treshold) edil punto (Ct) in cui la curva signoide incrocia questarettache definisceil
livello sogia di fluorescena.

Perdefinire la sogliasonodisponbili vari software basatisu diversi modelli matemaici; molto spessgero
la scelta e arbitraria,poiché occore considerarde molteplici caratteristichalella strumrentaziondn utilizzo
(Kubistaet al., 2006)
Questo sistemaprewedeinoltre che le fasi di amplificazione e rilevazone siano combinatein un sistema
chiusocheevitai passaggdi pog-PCR, riducendola variabiita edi rischi di contaninazone che possono
comprometteréa PCR classical vantaggidi questametodicasonodunquemolteplici:
- capacitadi unirea patenzialequalitativo della PCR tradizionale,un’analisiquartitativa per tuttala
suadurda;
- elevatasensibilit e specificitadd metodocheconsete di rilevareancheunasingpla copiadi acido
nucleico(Pameret al., 2003},
- ampio range dinamico che permette un chiaro confronto tra mRNAs che differiscono
ablobndantementaellaloro concertrazione(Morrisonet al., 1998)
- assenzdai manipolazoni postPCR.
Rispetto ad altri metodi che permettono di quantificae la trascrizionedi una sequena (Northern blot,
ibridazone in situ, sagyi con RNasi e array a cDNA), la Q RT-PCReé in assolto la tecnicapiu sensibile
Tuttavia € proprio questaelevatasensibilitache puo portare,a livello pratico, allintroduzione di errai
sperimentali, che possoncessee dowti alla presenzali inibitori nella matice complessadel campione(di

consegupzaeé molto important la preparazionelell'anaita), alla sceltadei primers, compresiqudli per la
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retrotrascrizione, alla sekzione della trascritasiinversa,ma anchealla definizionedel saggo, ai reagentie
strumentidi PCR usatiedinfine, all’ errore umano(Wonge Medrang 2005).

La prepaaziore del camponeé dunque molto importante, poiché l'acquisizione dello stessoe la
purificazone del suo RNA costtuisconola prima fasedel’ intera analsi e la qualitadel temphto é forseil
determinantepit importanteper la riproducibilita e la rilevanzabiologica dei risultai. L’accurateza della
valutazionedell’espressone genica, € infatti, influenzta dalla quantta e dalla qualita del’RNA di partenza
(Busin e Nolan 2004; I'RNA, e soprattuttdrammentidi mRNA piu lunghi di 10kb, al contrarb del DNA,
sano estremanentedelicatiunavolta rimossidal’ambientecellulare, percio laloro estrazonee complicatae
il templtodeveessredi altaqualitaperconsentie di ottenee dati quanttativi ril evanti.

L' RNA totale ottenutodalla proceduradi estazione e purificazione,infatti, deve esserdibero da proteine,
DNA genomio, inibitori enzimatici della retrotrascizione e della PCR (per esempiosali, alcod, fenolo),
nucleas o qualsasi sosanza chefungada cofattoredi reaziong(Mg** o Mn®") e non deveesseralegadato
(il rapporto28S:18dovrebbeesere2:1).

Trascrizbneinversa

Negli studi di egpressone genicasi lavora con RNA; occorre pettanto una fase agguntiva iniziale di
retrotrascrizione del’RNA in cDNA, esegiita solitamentetra i 40 e i 50 °C, mediatada una trascrittasi
inversa,in un processachevienederominatoReal Time reverse transcription polymerase chain reaction. In
commerciosoro disponibili diverse retrotrascritasi, compresimix di enzimi; tra le piu note ci sonola
MMLV (Moloney Murine Leucemia Virus) e la AMV (Avian Myeloblastosis Virus), aveni differerti
dimensionie temperatue ottimali (Kubistaet al., 2006).

Sidistnguonoduetipi di Q RT-PCR (Bustin,2000):

- single step: la traseizione inversae I'amplificazioneavvengondn unico tubo (due enzmi/un tubo)
ed il primer forward viene aggunto a retrotrasgizione terminata, riducendocosi il rischio di
formazionedi dimeri di primers e massimizzandda sensibilitadel’ analisj si puo ancheutilizzare
un unicoenzima (un enzima/untubo) capaceli effettuae entrambée reazioni;

- two steps: la retrotrascrizone e I'amplificazioneavvengono in due fasi sucessiveed in due tubi
different, utilizzandorispdtivamenteunaDNA—polimerasiRNA-dipendentes unaDNA-polimerasi
DNA-dipendente(due enzimi/due tubi); cido consate di genemre un pool di cDNA stabile e
virtualmerie conservabiléen modoindefinito.

Perla saelta dei primers posson@esseraddtatediverse strategie(Busin et al., 2005; Kubistaet al., 2006):

- oligo(dT): sonoconplementarialla codapoli(A) presentedl’estremita 3' del’lRNA messaggero
eucarioticoperciononpermetonodi amplificarerRNA nétRNA;

- sequenzerandom (esanmeli o ottametr): pemettao di copiare tutti gli RNA (messageri,
ribosomialie trander); €il metododi elezioneperlo studiodi molti geni,inoltrele sequeze random

rappreentanda stratega pitl econonica;
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- primers specifid peril genedi interesserappesentanda miglior strategiada adottareses desidera

analizaresolounlimitatonumerodi mMRNA (Wange Seed2003).

Le chimichedi rilevazbne

| sistemiodierniperla rilevazionededi ampliconisi basnosul'utilizzo di colorantiintercalanti nontossici

o sonde fluorescentispedfiche, che, legandosiall’ acido nucleim, emetbno un segnaleluminoso che
aumentdn modo propordonale allaumentre dei prodottidi reaziongKubistaet al., 2006).

| coloranti aspecificimaggiomenteutilizzat sonoi derivati asimmetrici del cianuro, cone gli intercalani

SYBR Greene 4',6-diamidino-2-fenilinddo, chesi legano saldamental solcominorenelleregioni ricchedi

AT esiintercalanoin quellericchein GC (Wilsonet al., 1990),maancheSYTOX Orange (Yanet al., 2000)
e PicoGreer(Zipperet al., 2004),aranciotiazolo, giallo oxazoloeil suodimero (Larssoret al., 1995) chesi

legano sia internamete che estermmente (solco minore) al dsDNA, ed infine colorant asimmetici che si

legano al solco minore dd DNA, come BETO e BOXTO (Erikssonet al., 2003; Karlsson et al., 2003).
Quest reporter sonoscarsarante o pernullafluorescentguandosonoliberi in soluzione,malo diventancse
legai a DNA a doppb filamento; quardo monitorati in Q RT-PCR, permettonoinfatti di rilevare un

aumentodel segnaledi fluorescenzadurantela fasedi polimerizzazioneed unariduzione del’emissone

durante la deraturaziore. Nella PCR, la fluorescenzadi questi marcatoriaumentacon I'aumentaredella
quantitidi prodotb a doppio filamentoneosinteizzato.

Sin ddla suaintroduzione nei primi anni’90, SYBR Greenl é statoapplicatocon successon numerose
tecriche analitiche,compeesala Q RT-PCR (Zipper et al., 2004) consentend di superarela necesita di

sandefluoreccenti target-specifiche;si trattainfatti del reporter pit economicoma la suaspecificitaé dat

esclusivamentdai primers e nondal marcatorecdorato,il qualepudlegarsiaqualsas molecoladi dsDNA,

comegli amplificati asgecifici conseguentaderrori di appaiamentdmispriming) o i dimeridi primers (falsi

positivi: Simpsonet al., 2000) e quind necesarial’analisi degli amplificati mediarte unacurvadi melting.

Un altro svantaggia dowto al fatto chel’ammontaredd segnalegeneatodopol’ir radazionedipendedalla
massadel DNA, quindi I'anplificazionedi unaseq®enzalungadaraun segnalenaggore di quello emesso
da unasequenzaiu ridotta(Bustin,2000): per ovviarea questoproblemae necessariaitilizzareamplificati

delle stessedimension.

Per verificarela specificita di reaziore € quindi opportunoeseguireil protocdlo termico di dissociaibne
(melting) dei prodotti di amplificazione per caratterizzag I'amplicone specificoe per individuareeventali

prodotti aspecifici(Ririe et al., 1997). L'analisi della curvadi melting (fluorescena vs tenperatura)dopoil

compktamento dell’'amplificazone consiste nel’aumentae gradualmentela temperatua (solitamente
0.02°Tsec) da 60 a 95°C fino a deraturareil doppio filamentodi DNA e nel frattenpo monitorare la

fluorescenza(dovuta alla preseza del reporter). Tale procedurasfruta la diversa temperatma di

denaurazone (Tm, temperatura di melting), ovvero la temperaturanecessariaaffinché il 50% degli

amplconi siaridottaa singolofilamenta | dimeridi primers infatti hannounaTm molto inferiore rispettoai

normali prodotti, quindi sonofacilmenteindividuabil nel grafico “derivata della fluorescenzg-dF/dT) vs
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temperatura’cheriporta i picchi di melting (Kubista et al., 2006 vedi figura1.9.5; infatti la forma e la
posizionedei picchi diperdono dal rapporto GC/AT, dala lunghezzae dalla sequenza possonaccostiuire
un mezo per differenziae i prodotti di amplificazoni aventi Tm che differiscono di meno di 2°C,

eliminandoin molti casila necesitadell’elettroforesiperl’analisi degli anplificati (Ririe et al., 1997).
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Figura1.9.5: Grdfico delladerivatadellafluorescenzas la temperatua; si possonavidenziaredei picchi aberranticon
una temperaturadi melting inferiore rispetb a tutti gli altri canpioni analzzati e che corrigpondonoai dimeri di
primers.

In alternativa,posono essereusde sande specifichemarcatecon fluorofori con fluorescenzantrinseca
(comefluorescinarodamnao i loro derivat) o confluorofori chevaranole loro proprieta dopoaverlegato
I'acido nucleico.Le sond sonopiu costosedei colorant intercdant in quantodevono essee sintetizzateex

novo in ba® alle diversesequenz di interesse ma, essenddar get-specifiche gliminanoil rischiodi risultai

falsipostivi dovuti alla formazone di prodoti aspecifici(compresii dimeri di primers) e la necessitedi

procedurepostPCR qual I'analis dela sequenzao ddla curvadi melting per confermareil prodotto di

ampilficazione.

Tra gli dtri (vedi figura 1.9.6) i principali sistem di rilevazione basatisull utilizzo delle sonde sonoi

sigemi Tagman sono sondeoligonucleotidichespecifichedotatedi un colorantead alta enegia definito

reporter (generalmental FAM™) all’estemitd 5° ed un coorante a bassaenergiadefinito quencer

(generalmentd§ AMRA™) all'estremita3’ (Giulietti et al., 2001) essevengonadisegnatén mododalegarsi
specificaamentead una sequena di DNA target poda fra i due primers (Gibsonet al., 1996). Nella fase
sweeessia alla denatwazione, i primers e la sondasi leganoalla sequenzdarget di DNA; I'emissone di

fluorescenzadel reporter perd € soppessadal quencer come risultato della strettaprossimitatra i due

coloranti Durantela fasedi estensionejnvece,la rotturadela sondada partedd!’ attivita 5’-esonucledsa
dellenzima Taq DNA polimeras provocal’aumentodella distanzatra i due coloranti e I'emisdone del

segnaldi fluorescena dapaitte del reporter. Un tipo particolaredi sondeTagmane datodalle minor groove

binding. Esse presemino un pegide, come il diidrociclopirroloindolotripeptide, attaccato al’estremita3’,

chestabiizzail complessqrobe-target grazieall'alta Tm. In questomodo € possibileutilizzaresondepiu

corte(13-16 nucleotdi). Questesorde sonomenocosbsedaprodurre,mostrananenofluorescenzali fondo

66



Introduzione

ed un range dinamicopiu anpio grazie alla maggiorefficienza nel quencing del reporter (Kutyavin et al.,

2000).

Altro sistemae quelo delle Molecular Beacons. sono sondedi ibridazionecon strutturasecondaria ad
hairpin, costruite mediantesequene invertiteripetute chefiancheggianda regione di interes® (Giuli etti et

al., 2001);reporter e quencer, attaccati alle dueestemitacomplementardella molecolasi trovanoin stretta
vicinana traloro: quandola sondasi legaal filamenb stampodel DNA target, si apresepaand in questo
modo il reporter dal quencer e promuowendo I'emissionedel segnaledi fluorescenzgTyagi e Kramer,
1996).
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Figura 1.9.6: Reporter spedfici usai nella Red Time PCR: molecular beacon (A), sondeTagman (B), sondea
ibridazione (C), sandeLightup (D), sondesenplici (E) e primer Scorpion (F) (Kubista et al.,2006).

Quantificazionedellesgessonegenica

La tecnica della Q RT-PCR consete di compieresaggi di tipo quantitativo misurandol’ammontare
dellacido nucleico target durante ogni ciclo di amplificazione. Il principio di quantificazior

dell’'amplificato € semplice: piu cope di target sono presentiallinizio dell'analisi, meno cicli di

ampilficazione sarannonecessarper sintetizzareuna quantitadi amplificato sufficienementeelevatada
essereilevabile.La quantfi cazone puoessereassoluh o relativa.

La quantificazione assolutadetemina in modo preciso il numerodi copie di amplificato pe cellula,
concentraionedi RNA totde o unita di tessutopreseng in un campionedi solito mettendoin relazioneil

segnaledi fluorexenzadi tale target a concentazionenon nota con la curva standarddi un campionea
concentraione nota(Wong e Medrang 2005). Comestandardsi puo selezionag un frammentodi DNA a
singplo o doppiofilamentoo di RNA contenentda sequenzaarget (Fey et al., 2004); tuttavial’ utilizzo di

DNA ha permeso di ottenereun piu ampio range di gquantificazione, nonché magdore sensibilita,
riprodudbilita e stabilita.

La quanificazione relativa, invece,determinala quantitadi amplificato target presentein un campione
paragonandol@d un dtro canpione,chiamatocalibratore,cheviene sceto arbitrariamentee al qualeviene

attribuitounlivello di espressioneinitario.
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Introduzione

Pernormalizzard risultati sperimentalidei genitarget la strategigpit comunementeitilizzata si basasulla
selezionedi un genereference, cioé un riferimentoendogenm esogenodeterminatger ciascuncampione
contempoaneamenteal genetarget. | reference sonoin generegeni housekeeping e dowebbeo essere
idealmenteegresi in modoubiquitaro, avereelevat e costanit livelli di espressione nonessae sotopasti
a regolazionetrascizionale; I’ utilizzo del genereference ha quindi lo scopodi compensarde differenze
gualitative del’RNA di parienz utili zzatoper ciascuncampione.

| piu utilizzati sonoi geni gliceraldeide-3fosfatedeidrognasj glucosb-6fosfatodeidrogenasj betaactina,
beta2microgldoulina, nonché proteire istoniche,subunia ribosomial (rRNA 18S e 28S) o camponi di
controllo; per individuare il reference che meglio si adata alle condizioni sperimenti ocwrre attuae
un’approfonditaricercaperasscurarsichela suaegpressone nonsubigasignificative variaziai.

Perpote applicarequedo tipo di normalizzazioneg peronecessariahele efficienzedel genereference e
dei geni target sianocomnparalili. L'efficienza di amplificazioneviene valutatamediantela costruzionedi
unacurvastandardcheviene disegngariportandoin ordinatai valori di Ct ottenutidopol’amplificazioneed
in ascissail logaritmo delle concentazioni serali di una sequenzascels come standarded aventeuna
concentraione nota (Wong e Medrang 2005). Se la reazione ha una buonaefficienzai valori di Ct e le
concentraioni iniziali del campbne sonolegatida unarelaziore lineare la cuwva che forniscela migliore
interpolazione dei purti nel grafico € una retta con coefficiente angolae ideale (dope) di -3.322, a cui
corrispone@ un’efficienzadi reaziore del 100%. Notoil coefficientedela retta, I'efficienza di amplificazione
& quindi determinatalal’ equazione E = [10C8°PI)-1

L'utilizzo dello stesso calibratae per ciascun campione permette anche un second livello di
normalizzazione tra le diverse reaziom di amplificazione, compensado le eventual differenze
nell’efficienzadellaPCR stessa.

| dati ottenutidalla PCR possonaes®re rielaborat mediantediversi metodi matematici(\WWong e Medrang

2005), mail pit frequenteamenteadottab & quello del 244"

, checalcolai cambiamentdi espressiongenica
analizandole differenz tra un campionesperimentad ed un calibratore.Durane la Q RT-PCR,il Ct (ciclo
saglia) del target e corfrontato direttamentecon quello del calibratoree la differenza dei due Ct (ACt) e
I'esponante della base2, che rappresenta la differenzadellammontaredei templati relativi ai due geni
(Busin, 2000).

Il metododel AACt consistequindi nel deterninare il ACt del gere target rispetto al reference per ciaun

wot _ Ct ¥e?) o quccessivamentdetermnareil AACt sotraendal ACt del calibratore

campione(ACt = Ct
al ACt dd campionetedato (ACt = ACt ©@™P°® _ ACt P39 |nfine, assimendoche I'efficienza della
reazionedi amplificazone sia del 100%, |’ egpressionedel genetarget, normdizzata col genereference e

relaiva al calibratore @ datada2*“* (Livak e Schmittgen2001)
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2. SCOPO DELLA TES

Storicamente,gli studi concerenti I'espressionee la regokzionedegli enzimi biotrasfamativi (DMES),
hannosemprericevutoscarsaattenziom nelle speciedi interesseveterinario, seconfrontae conl’uomo e le
speciedalabomatorio. Quese stessespeciesmo perocontihuamenteespostall’azionedi farmaci,pesticidio
contaminantambientd, pericolosi non solo per'animale stessoma ancheper|’'uomo, consumatee finale
di derratedi origine animale nelle quali si possonaccumulare residuidi tali composti(Sivapathasundaram
etal., 2001).

Ad oggi tuttavia pur corpscendol’ importanza economi@ del boving una delle specie maggiormete
impiegatenela produzbonedi deratealimentari,gli studisul metabolsmobiotrasformat/o in questa specie
sno limitati, o perloneno ristretti alla valutazione dell’attivita cataltica o del’espgessione proteica
(Sivapathasundaramt al., 2001; Machalaet al., 2003;Szotakovéet al., 2004;Nebbiaet al., 2003; Gussoret
al., 2008 Dacastcet al., 2005)

Recenemente nel campo della Tosstologia ha assunto notevole importanza una nuowva disciplina
denominatd‘tossicogenonaid’, ove si studiano le correlazionitra la strutura e |’ attivita del genomae dli
effetti tossici degli xenobotici (Aardana e McGregor, 2002) la quale ha permessodi affiancae ed
appofondre anchelo studo dd “Drug Metabolisnmi (DM: De Longuevilleet al., 2002;Gerholdet al., 2001,
Furukawa et al., 2004) grazieall'i mpiegodi metodichebiomolecolarinnovatve, sensibilie specifiche, qudi
la Real Time PCR (Q RT-PCR) edi microarray (Tugwoodet al., 2003) Nel bovino, a nostro avviso, pochi
autori d momentoattuale hannostudiab il metabolsmo biotrasformativoa livello genico: Gregeret al.
(2006) hannovalutatol’ ontogenesidi alcunirecettor orfani e dei coriispettivigenitarget nel vitello, Kriger
et al. (2006) hannodetermnatol'eff etto del colostroe della vitaminaA sulo stessgoattern di geni, infine
Reiteret al. (2007) hannovalutato I'effetto di alcune sosanzeormonali(melengstrob acetatotrenbolone
acetatoe zerando) suun panel di 24 geni trai qudi CYP1Al, GR ed ERo.

A guego propasito, nel proget di ricercaoggettodellapresentdesidi dottoratq si & provvedutoalla messa
apuntoe all'applicazionedi alcunetecnichebiomole®lari (clonaggioe Q RT-PCR ) allo scopodi:

1) meglio caratterizare il metaboismo biotrasfornativo nel bovino anchedal puno di vista genicq
prendenddn considerazioe un fattore intrinsecoin gradodi modularnel’attivita (la razza) & noto infatti
come l'attivitd biotrasformaitva del CYP e degli enzim coniugativi possaessereinfluenzatada fattori
intrinseci quali I'eta, il sess0, la razza, la speciee le condizioni patofisiobgiche (gravidana) nonhé da
fattari estinsecicomel’ induzone e I'ini bizione daparte degli xenobiotici(Nebbia,2001);

2) individuaretra i piu importanti enzimi biotrasformatii di fasel e Il (e relativi fattori di trascrizone
coinvolti nella loro regolaionég, alcuni possibili biomarcatoriindiretti di trattanentoillecito nella specie
bovina.

E’ risaputo,a tal proposito,che ndl'allevamentodel bovino da carnevenganosempre pit speso impiegati
promotori della crescita(PdC) sebbendale uso non sia consentio a livello comunitaro (Courtheynet al.,

2002) e venganoapgicati dei pian di monitoraggiovolti all'individuazione dei suddettitrattanenti. Le
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proceduredi sorveglanzatuttava molto spese sono ostacohte dallimpiego di vie di somministrazione
diversedalle usuali,di basedos pertempiprolungati(per massinizzaregli effeti farmacologig e ridurreil
rischiodi positivitaai cortrolli) o di cocktails di piu molecolecon effetti sinergzzanti Perquestoordine di
motivi le classichemetodidie aralitiche adotate per legge, pur essendsemprepiu performanti,falliscono
nell'individuazionedi questatipo di trattamenti;e necessao pertantodefinire nuovi metdi di screening piu
attendibili edi biomarcaori molecolai sembranada quesb puntodi vista piuttosto promettenti(Nebbia,

2005).

Pertantda presentdesie statasuddivisandle seguentiparti:

= esperimato |, condotb sucampiai di fegatodi vitelli di contollo e trattati con fenobarbitalenel
corso del qualesonostati clonati e sequenziatalcuni geni del metabolismdobovino, nonchéalcun
recetori nucleari,le cui sequenzaucleotidichenon eranoallora disponihili ndle banchedati, perla

successivamessan puntodi sagi in Q RT-PCR

= esperimato ll, eseguib suvitelloni dacarre appartenenta tre razzediverse(Charolais Piemontes

e Blonded'Aquitaine), nel corso del quak sonostéi valutatigli effetti dellarazzasul metatolismo

biotrasformativoepdico, edin paticoaresulla:

- espressione genica dei piu importanti enzmi di fase | (CYPs) e |l
(uridindifosfoglucuromsltranseras e glutatione Stransferagi applicand de sagg in Q
RT-PCRmessia punto contesualmente

- attivitd cataltica in vitro spedfica per ogni singolk isoforma di enzimi di fasel e Il
utilizzandosubgrati modelloutilizzati nell uono e nele speciedalaborabrio;

- espression@roteicaddle isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2C CYP2E e CYP3A mediane
immunoelettroforedielle proteinemicrosomialiepaiche

- correlaziondra attivita catlitica ed espres®ne genicadell’'ipoteticaisoformacoinvoltand

metabolsmodel substratomarker utilizzato;

= esperimato lll, condoto su vitelloni da carne,volto alla valutazionedell effetto di un trattamento
conduediversiPdC secondoduediversevie di somministrazionesull’egpressionee la regolazione
degi enzimi biotrasbrmativi, nonchéall’individuazione di potenziali biomar@tori molecolari di
trattamentotali finalita soro stae perseguitén duedifferenti esperimentpilota:
- vitelloni di raza Marchigana trattai con desamtazone (DEX) per os o per via
intramuscolarg
- vitelloni incroci di meticci francesitrattati per os conil solo DEX o in combinazionecon

17B-estadiolo somministratger via intramuscolare;
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= esperimato IV, esegito su vitelloni da carne e su epatocit in coltura primaria di bovino
trattati/incubaticon due PdC (i preairsori degli andrageni ADD e DHEA), con I'obiettivo di
individuare gli effetti del trattamento (confronto vivo/vitro) sul’espressione degli enzmi

biotrasformativiedi relativi fattori di trascrizione;

» esperimato V, che completauno studo iniziato in un’altra Tesi di Dottorato, in cui il DEX &
samministratoper 0s o0 pervia intramuscolae (comenell’esperimentdll) in vitelli a carnebianca
in particolaresonostati valutat:

- espressiongenicadedi enzmi CYP2B6,CYP2C9e CYP3AM, e dei recettoriCAR, PXR,
RXRa, HNF4o e GR;
- espressioneproteica ddl'isoforma CYP3A medianteimmunoeletrofores delle proteine

microsomialiepdiche

In appendicea quanb sopra riportato, € necesario sottolineareche, a causadell’assenzadi stud
bioinformatici e di filogenesidelle sequenzecodificanti peri DMEs nelle spede da reddto, al monmento
attualenon e ancoradispaibile una nomenclatua predsa e definitiva per questi stessigeni nel bovino.
Finora in questaspecie € stata utilizzata la nomencatura umana, sulla basedell'identita della sequenza
aminoacidie; nella preserte Tesidi Dottorato e statoutilizzato il medesimoapprocciq per pemettere una
piu immediatacorrelazoneconi dati dell’attivita catditica e del’immunoeletroforesi,qualoradisponibili,

anchese sareble stab necessariadentificareogni singologeneconil suffis “simil -".
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CLONAGGIO E SEQUENZIAMENTO DI ALCUNI GENI DEPUTATI
AL METABOLISMO DEI FARMACI NEL BOVINO

CANTIELLO M., GIANTIN M., NEBBIA C., BOLLO E., LASSERREF., MARTIN P, PINEAU T.,
DACASTOM. (2005):

Sequenchg and cloning of some relevantdrug metabolismgenes in catle: The Pragranma Galileo 2003
SummaryReport.

Pharmacol ogyonline 3, 66— 76 (2005)
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Clonaggioe sequenamentogenibowvini

3.1. MATERIALI E METODI
Le metodologie di biologia molecolare qui di seguito riportaie, sono state apprese dall’Equipe de
Pharmacol ogie moleculaire, pressal “ Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, I.N.R.A.” di Toulouse,

Frarcia, sottola supevisionedel Dr. Thierry Pineau.

Campioni biologici

Perquestasperimentizionesonostati utilizzati un totale di 7 vitelli acarnebiancadi razza Frisora dell’etadi
10 mesi, suddivis in due gruppi un primo denoninato PB, costituto da 4 vitelli tratati con 18 mg/kg di
fenobarbitalesaomministrati per os per 7 giorni consecuti ed un secondadi contrdlo, idenificato conK,
costiuito da3 animali nonsotiopostia trattamento.

Al terminedel protocdlo di trattamentogli animali sonostati sacificati ed in sededi macellazionesono
state prdevate in steilita delle aliquote di fegatodi circa 100 mg dal lobo caudatoper la successiva
estraione del’RNA totale. Tali aliquae sonostae immediatamenteongelatein azotoliquido e stoccatea -

80°Cfino all'utilizzo.

Estrazione RNA totale da tessuti

Questa fase risulta essere di particolare importanza in quanto pud condizionare tutte le fasi successive: é
importante assicurarsi infatti che I’RNA isolato rappresenti il reale pattern in vivo dei geni presenti nel
campione. Cio puo essere ostacolato da eventuali modificazioni che s possono verificare prima, durante la
manipolazione del campione stesso e dopo, nel corso dell’isolamento dell’ acido nucleico. L’ RNA é soggetto
facilmente a degradazione ad opera delle RNasi tissutali presenti nel campione, nonché sulla superficie
cutanea dell’operatore. Per questo motivo € necessario lavorare in condizioni opportune per evitare
spiacevoli inconvenienti e stabilizzare I’ 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 I'azione delle RNasi), rispettare la catena del freddo (usare sempre il ghiaccio) ed edtrarre il
campione ndl piu breve tempo possibile.
Reattivi
% TRIzol® reagen(Invitrogen Milano, Italia): fenoloacidoguanidinatiocianato
¢+ Cloroformio, J.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda
« IsopropanolpJ.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda
+ Etanolo70-75%, J.T.Baker, Mallinckrodt, Olanda
« AcquaDEPC AppliChem Milano, Italia
Procedimento
= Porril campionetolto dal -80°C e conservaton unascabla atenutatermica,in un microtuboda 2 mL
conenarte 1 mL di TRIzol®; omogeare con UltraTurrax® con punt da 7 mm di diametro (Ika,

Vetrotemica,Padow).
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= Aggiungee 200 uL di cloroformio e agitarevigorosanenteper inversone almenol5 secondi. Incubare
2 minuti (min) atemperatta ambiente.

= Certrifugare a 4°C per 5 min a 12.000xg.A questopunb il mix risulta sepaato in tre fasi. La fase
organica inferiore, di colore rossasw, contieneproteine, fendo e cloroformio; ndla faseintermedia,
biancastra,sono presentiDNA genomicoe proteinedenatuate; infine, nella parte acquosasugeriore
(incolore) sitroval’lRNA.

» Traderirela porziore acqusa (all'incirca500uL) in un nuovomicrotubodal.5mL.

= Aggiungere un ugual volume di isopropanolo, agitare per inverdone ed incubae per 10 min a
temperaturambiente.

= Certrifugarea4°C pea 5 min a12.0Mxg.

» Eliminareil surnatantetilizzandounapompaa vuoto.

» Riprenderdl pellet in 1 mL di etanob al 70-75%e vortexare.

= Certrifugarea4°C pea 5 min a12.0(Mxg.

= Eliminareil surnatare utilizzandouna pompaa vuoto, facendoattienzionea non far seccareil pellet,
altrimenti ne si riducela solubilita.

= Dissolvereil pelletin acquuDEPC(da30 a150uL, asecondalele dimensionidel pellet) edattenderé
min a temperaturaambienie per ottenerneil conpleto sciodimento. Porrea +4°C per 10 min. Dopo

letturaallo spettrofotonetro,conevareil campionea-80°C.

Valutazione qualitativa dell’ estratto: eettrofores su gel denaturantedi agarosio all’ 1.2%

Reattivi
« Formamia deionizzatdiltrata, AppliChem, Milano, Italia

< SDS20%in acqualp/v), AppliChem, Milano, Italia
« EDTA 0.5M, AppliChem,Milano, Italia

« Bromurodi etidio, Sigma, Milano, Italia

+« Blu di bromofenolol%, Sigma,Milano, Italia

+ Codorantedi caricamentalenatuanteper RNA (Loading buffer 2X) compostoda

Reattivi Volume (uL)
Fomamidedeionizzata 950,00
SDS20% 1.25
EDTA0.5M 1.00
Bromurodi etidio (10 mg/mL) 10.00
Blu di bronofenob 1% 10.00
Acquadeonizzata(gbp 1 mL) 27.75

« Agarosio,AppliChem,Milano, Italia
+« Acquaddonizzata

< NaHPQ 1 M, pH 7.4, Sigma,Milano,ltalia
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< Formaldeide36.5%,Fluka, Milano, Italia

+ Tamponedi migrazionecontenate formaldeide 3.25%in tamponefosfato 0.1 M pH 7.4

Procedimento
» Prepararél geldi agarsioall’ 1.2% in tamponefosfato0.1 M, pH 7.4.

= Sotto cappaaggiungerelentamenteun volume di formaldeide 36.5% in modo tale da ottenereuna
soluzionefinale al 3.25%.

= Colaeil gel, mettereil pettinee lasciarpolimerizzaresottocappa

= Prepararde diluizioni di RNA in acgwa (10 ug di RNA in unvolumefinale di 8 pL).

= Aggiungereal campione4 ul di Loading buffer 2X, che hasul’ RNA un’azionedendurante

= Denaturare campionia 65°C per5 min in untermobloccae metterein ghiaccioperi successivb min.

= Certrifugareperpochisecondia 16.110xg perfar scenderéeventualecondensa

= Caricar, sotto cappa,i campionisul gel (volume finale di caricamentodi 12 pl) e sotoporli ad
eldtroforesia100V per20min, usanddl tamponedi migrazionecontenate formaldeide

» Dopo la corsa,visudizzare e fotografarei campionidi RNA al trarsilluminatore a luce UV Image
Master VDS (Amersham Biosciences,Milano). In questo modo, se I'RNA e integro, vengono
visualizatedue bandecorispondentialle due componentidi RNA ribosonmale: 18S (1.9 kb) e 28S (5
kb). Se le bandenon presentancsmear, indici di degradazionel’RNA pu0 essereimpiegato nelle

reazionisuccessive.

Quantificazione dell’RNA e valutazionedel grado di purezza

La concentrazioe dell’RNA puo esseredeerminatacon uno spettrofotometranisurandond’assabanzaa
260 nm (A.g0). L'assorlnzadi 1 unita a 260 nm corrispondea 40 pg di RNA permL (Axo =1 — 40
pgmL). Dato che questarelazione e valida solo per le misurazioniin acqua,quando fossenecessaéo, il
campionedeveesserediluito in talesolvente:
» Diluire 2 uL di RNA purificato in 498 uL di acqua(fattoredi diluizione 1:250)
»  Misurael as®rbanzadel campionediluito in unacuvettadi quarzoda0.5mL.
= Calcdarela concentrazinedel’RNA [RNA]:
[RNA] pagimL = 40x A,sox fattoredi diluizione
[RNA] pgimL =40 x Azgox 250
[RNA] pg/mL = 10000x Ao
[RNA] pghuL =10x Azgo
Il rapportotra le letture a 260 nm ed a 280 nm (A,sd/A2g) € Statousatoper stimarela pureza degli acidi
nucldci, in rapporto allo spetto di assorbimentodelle proteine (A.gg), che rappresatanoi principali
contaminantiQuandotale rappato € compresdra valori di 1.6 e 2.0, si haun buon gradodi pureza(2 é
ottimaleper’'RNA; 1.8peril DNA). L'as®rbanzaa 230 nm inveceriflette la contaminazionelel campione

dovutaa sostanze&ome carboidratifenoli, peptidio conpostiaromatici.
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Analis bioinformatica e sceltade primers

Per la ricercadi informazioni relaive ai geni coinvoli nel metabolismoe nella suaregolazione,per la
verifica della loro disponiblita nelle banchedati e per I'analisi ddle rispettive seqienz finalizzata alla
costiuzionedi primers, soro disponibli diverserisorsebioinformatiche

Nella prima partedellaricerca,la maggiorpartedei dati e stata ottenutadal sito del NCBI (National Center
for Biotechnology Information: http://nchbi.nlm.nih.gov), impiegandomotori di ricercaper accederesia alle
pubblicazoni (Pubmed) che alle sequenzegenoniche, dei trascritti e delle proteine (Nucleotide, Gene e
Protein).

Una volta verificata I'assenzanele banchedati della sequenzabovina di interesse,e stato necessario
effettuareuna ricercadelle sequenzecorrispondentiin diversespece di mammiferi (Homo sapiens, Mus
musculus, Rattus norvegicus, Canis familiaris, Felis catus, Sus scrofa, Oryctolagus cuniculus,...).
Sucessivamete tali sequaze codificanti perlo stessaenein esamesonostateconfrontatetra di loro per
individuare le regioni omologhe mediane I'utilizzo di un programmadisponibile in rete denomirato
Multalin (www.tououse.inga.fr/multalin/multalin, il qude evidenza ogni punto di mal appaiamato
(mismatch). Mediarte questaprocedua sonostateidentificate le regioni altamenteconservatdra le specie,
sucu possonesseredisegnati primers specifié per il genedi interessgche passono essergotenzialmate
utili zzati ancle nel bovino. Mediantequestaallineamentce statasceltala sequena piu idonea,conla quale
proseguird’analis.

Qui di seguitg nellaTabela 3.1.1 sonoriportat i geniselezionatperil clonaggioedil seqienziamentoglei

quali noneranodisponbili in retele sequenzéovinedi riferimento.

Gene Nome Categoriafunzionale
CYP2B CitocromoP4502B Metabolismo
CYP4A CitocomoP4504A Metabolisno

RXRa Retinoid-X-receptor isoformaa Recettore

UGT1A4 UridindifosfoglucuronosiltanskrasilA4 Metabolismo
GR Recettoe pe i glucocorticoidi Recetore
HNF4o Hepatocyte nuclear factor 4a Recettore

Tabella3.1.1 Listade geri bovini sottopstia clonaggio

Sucessivamete, perla progettazionedei primers e statoutilizzatoil programmaPrimer3,disponibilein rete
su sito web (http://frodo.wi.mit.edukgibir/primer3fprimer3_wvw.egi) il quale,datala sequena di cDNA e
scelta la lunghezzadesderda del’ amplicone, fornisce una lista di coppie di primers con le loro
caatteristichedi lungheza, temperatura di appaamento, percentua in GC e “score” di appaamento
intramdecolare

Sorp state cogruite coppie di primers di circa 20 nucleotidi,contemperéure di appaamentosimili tra loro

(compregtra58 e 60°C) e conunastruturaprimariatale daevitare appaanenti intramolecolar{perridurre
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il piu possibilela formazione di strutture a forcina (hairpin) e di dimeri tra il primer senso(forward) ed
antisen® (reverse).

La percentualai basiGC (%GQ) é stata mantenutaall’interno dell'intervallo tra 53% e 61% e sonostdi
preferiti primers senzaseqeenz di piu G e C consecuve.

| primers ottenuti sono stai poi oggetto di verfica mediante controllo della corrispondenzadedi
oligonucleotidi stessinondé dell’anplicone, con la sequenzasceta, utilizzandoBlastn dispaibile come
link dd sito del NCBI.

Infine, datala sequena di riferimento, € stataottenutala mappadi restrizionemediantel’utilizzo del sito
web webcutter 2.0 (http:/rna.lurdberg.gu.se/cuer2)): datala lista dele endongleasiin gradodi tagliarela
seqenadi interessee/oil plasmde, e possbile cosicalmlarela lunghezzadei frammenti chesi ottengono

in segqito alla digestione.

Trascrizioneinversa (RT)

In gquesta fase I'RNA estratto viene convertito dall’enzima trascrittas inversa in DNA complementare
(cDNA), rendendo il templato disponibile per la successiva amplificazione mediante PCR (polymerase chain
reaction). Le trascrittas inverse generalmente usate a questo scopo sono quelle dell’ Avian Myeloblastosis
virus (AMV) o del Moloney Murine Leucemia Virus (M-MLV). Questa tecnica € particolarmente utilizzata in

analisi cheriguardano I’ espressione differenziale di geni in tessuti o il clonaggio di cDNA da mRNA.

Reattivi
+ Rardom Primers 50 pM (Invitrogen,Milano, Italia): primers esameri(misceladi tutte le possibili
sequenzaseibasi)
« dNTPs10mM (Promeg Italia, Milano, Italia): soluzionecontenerg dATP,dCTP,dGTP, dTTP
+« Ditiotreitdo (DTT) 0.1 M (Invitrogen,Milano, Italia): stabilizzatoredi membra@a
« Tampone5X per SSll (Invitrogen,Milano, Italia) contaenteTris-HCI 500 mM (pH 8.3), KCI 750
mM, MgCl, 30mM
% RNasiOUT™ 40 Ul/uL (Invitrogen,Milano, Italia): inibitore delleribonucleasi
% SuperScriptl™
« AcquaDEPC

Procedimento

200Ul/uL, Invitrogen,Mil aro, Italia

= Scongelaré campiai edi reagntiin ghiaccio,trannegli enzimi,chedevonoes®relasciatinel criobox
a-20°Cfino al'utilizz o.

= Porrin un microtubo da 500 uL un volumedi campionenecesario peravere2 g di RNA e portare a
volumeconacquagbp 10 L.

= Aggiungerel pL di randomprimersed1 pL di mix dNTPs.

= Incubareneltermociclatoe a 65°C (deraturazioneper5 min ed a4°C peraltri 5 min.
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= Durant la denaturazioe prepararel seguentenix perciascuncampone:
MIX RT (pL/campione)

TamponebX

DTT 0.1M

RNasi OUT™ (40 UI/ pL)

SSI1(200 UI/ pL)

I TN

N.B. linibitore delle RNasi e I'’enzima vanno aggiunti solo quando mancal min alla fine ddla

denatirazone.

= Aggiungereil mix al campbone (volumefinale 20 pL), incubarea 25°C per 10 min, a 42°C per 50 min
(elongaione), poi a 70°C per 15 min (distruzioneddla trascrittasiinversa); porre il microtubo in
ghiaccioed eseguirainaPCR oppue

= Conservaei tubia4°C perunutilizzo rapidoo conservarlia-20°C.

PCR end point
Scoperta da Kary Mullis nel 1984, la PCR, reazione a catena mediata dall’ enzima DNA polimerasi, € una

tecnica che permette I'amplificazione selettiva di una sequenza genomica delimitata da due sequenze
specifiche (primers), fissate dal ricercatore. Questa metodologia € dungue caratterizzata da elevata
sensibilita ed efficienza, poiché a partire da minime quantita di DNA di partenza (DNA a doppio filamento
di origine genomica o0 anche cDNA), in poche ore si possono ottenere milioni di copie dd frammento
desiderato. A tale proposito, si sfruttano le proprieta di resistenza all’inattivazione termica di polimeras
termogtabili, come la Tag polimerasi, estratta dal batterio Thermophilus aquaticus. 1l 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
« TamponelOX per Tag polimerasi(FinnzymesOzyme,SaintQuentinYvelines, Francg contenere
Tris-HCI 200mM (pH 8.3), KCI 500 mM, MgCl,15mM
% dNTPs10mM
« Primers 15uM, MWG Biotech,M-Medical,Milano, Italia
< DyNAzyme™ EXT DNA polymerase(1 Ul/uL), Finnzynes, Ozyme, Saint Quenth Yvelines,
France
« AcquaDEPC
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= Scongelare reagentin ghiaccio e prepararal seguentenix (volumefinale 96 pL):

MIX PCR (pL/campione)

H,O 68.8
Tamponel0X 10.0
dNTPs2.5mM 8.0
Primer forward 15uM 4.0
Primer reverse 15uM 4.0
Taqpolimeras 1UI/ pL 1.2

=  Porril mixin unmicrotuboda200puL, aggiungeret pL di campiongcDNA) e miscelarecon il puntale

(volumefinale dellareazimme 100pL).

» Impodareil termocidatore ediniziarela reazione.

Esempio:
T (°C) EFFETTI TEMPO
95 denatrazianeiniziale 3min
95 denatuazione 45sec
60 ibridizzazone o “annealing” dei 1 min
primers
72 edensioneo sintes di unnuovo 1min
filamentodi DNA
72 estensiond nale 7 min
4 inattivazioneTaq 0
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Elettrofores su gel di agarosio

Per confermare |’ awenuta PCR e verificare che la lunghezza degli ampliconi ottenuti corrisponda a quella

attesa, s procede con un’dettrofores di controllo su gel di agarosio secondo il protocollo riportato qui di

seguito.

Reattivi

« TamponeTBE 1X contenenteTris-HCI 89 mM, acido borico 89 mM ed EDTA 2 mM (pH 8.0),
Sigma Milano, Italia

« Agarosioin polvere AppliChem Milano, Italia

« Bromurodi etidio (10 mg/mL), Sigma, Milano, Italia

+« Loading buffer conterenteEDTA 60 mM, glicerolo 50% blu di bromofenob 0.01% (tutti reagenti
Sigma Milano, Italia)

« Marker di pesomolecdareperDNA, Invitrogen Milano, Italia

Procedimento

Preparardl gel sciodiendol’agarosp (1 o 2 % p/v a secondadellatagliadei frammenti davisualizzare)
in TBE 1X, portanddo ad ebollizione.

Lasdar raffreddare la soluzione e prima che si soldifichi, aggiungereetdio bronmuro ad una
conertrazionefinale di 0.5 pg/mL.

Versarel’ agarosioin un’apposia vaschettan presenzadi un pettine per la creazone de pozzti ed
attendee la completapolimerizzazone.

Immergeral gelnell’apparatcelettroforeticoin presenzali TBE 1X, pH 8.

Diluire 10 ul di campionecon 2 pl di loading buffer: tale tampone colorato, corienerie blu di
bromofenolo,permettedi visualizzae il fronte di migrazionedei campionidurant la corsae grazieal
glicerolo,facilitala fasedi caricamentalegli stessnei pozzetti

Caricarei campionisul gel (volumefinale di caricamentodi 12 pl) e sottoporli ad eletroforesia 100V
per20min.

Dopola corsa, visualizaree fotogafarei campioni di PCRal transilluminatoe aluce UV Image Master
VDS In questomodo,mediante il confrontoconil maratoredi pesomolecolareyieneconfermatcseil

proddto di PCRottenutopresend la tagliaattesa.
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Clonaggio di una sonda a DNA (protocollo TOPO TA cloning®)

La purificazione e I"amplificazione di un gene in esame possono essere effettuate solamente mediante
selezione clonale molecolare. Per fare cio, il genoma o parte di viene integrato all’interno di un vettore
(DNA plasmidico), che successivamente permettera I’introduzione e la moltiplicazione della sequenza in
esame all’interno di un batterio, che verra poi selezionato ed amplificato. Le dimensioni del DNA e le sue
estremita, 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 s ibrida in maniera stabile e specifica per appaiamento di bas complementari (Kaplan e
Delpech, 1995); essa, inoltre, € caratterizzata dall’ avere I’ estremita 3' terminante con adenina (A), infatti
viene sintetizzata a partire da mRNA, che ha sempre delle ripetizioni di A all’estremita 3' (cosiddetta coda
di poli(A)). Il vettore TOPO® & rappresentato da un plasmide linearizzato, terminante all’ estremitd 5’ con
unatimidina (T), su cui I’enzima topoisomerasi e stato fissato in modo covalente. Il legame T-A, che si viene
ad instaurare ad opera di tale enZiima, permette I'inserzione diretta de prodotto di PCR all’interno del
plasmidein soli 5 minuti a temperatura ambiente.

Successivamente il plasmide verra introdotto nel batteri (E. coli), che vengono resi competenti (i.e. in grado
di incorporare il DNA estraneo) in seguito a shock termico, che nedilatai pori di membrana.

Il plasmide pCR® 2.1-TOPO presenta delle peculiarita:

1. contiene il gene di resistenza all’ampicillina ed alla kanamicina - I'uso di questi antibiotici
permette di selezionarei cloni che hanno integrato il plasmide;

2. alivello della zona di inserzione, € presente il gene lacZ della s-galattosidasi (enzima che promuove
I’ utilizzo del lattosio), in un prodotto di colore blu. | batteri, che hanno integrato un plasmide senza
inserto, presentano un gene lacZ attivo, percio formano colonie blu; al contrario, quelli che hanno
un plasmide ricombinante (i.e. con I’inserto) presentano un gene lacZ inattivo, quindi danno origine
a colonie bianche, facilmente distinguibili dalle altre. L’espressione del gene lacZ viene indotta
attraverso I’ utilizzo dell’ PTG (isopropyl-beta-D-tiogal attopiranoside).

3. possiede una seriedi 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 ddl plasmide
ed alcuni enzimi di restrizione utilizzabili.

Reattivi

%Kit TOPO TA Clonind® (Invitrogen, Milano, Italia) conterente: vettore pPCR®2.:TOPO (10 ng/uL)
e soluzionesalina(NaCl1.2M, MgCl, 0.06 M)

+ Kit One Shot® (Invitrogen, Mil ano, Italia) contenerg: bateri Escherichia coli TOP1(F e SOC
medium(triptone 2%, estrattodi lievito 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO,
10 mM, glucosio20 mM)

« Acquaultrapura
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« IPTG (AppliChem Mil ang Italia) 200 mM.
Sciogliee 238 mg di IPTG (p.m. = 238.31) in 10 mL di acquapura,; ripartire in 10 microtubi e
comservarea-20°C

s X-gal (AppliChem Milano, Italia) 40 mg/mL.
Dissolvere400 mg di X-gal in 10 mL di dimetiformamideo dimetisulfossido;swuddividere in 10
microtubi e conservare-20°C

« Terreno LB-Agar (Merck, Damstadt,Germany)contenenteampidllina alla concentraziondinale
100 pgmL.
Scioglige la pdverein 900 mL di acqua e portare a volume; autoclavarea 121°C pe 15 min;
lascareraffreddareil terreno fino a circa 45°C, addizionarel mL di ampicillina (100 mg/mL) per
ciascun litro di LB, mescolaree versareil terrenonelle piastie Petri Attendee la solidificazone del
terreno, chiuderde piastrePetriconparaflm; conserarlea4°Cfino all'uso.

< Ampicillina (AppliChem Milano, Italia) 100mg/mL.
Sciogliere 1 g di ampcillinain 10 mL di acquapura ripartire in 10 microtubie conservare-20°C.

Aggiungernel mL/L di LB perottenae unaconcentrazionénale di 100 ug/uL.

Procedimento

Porre in ghiaccioil cDNA, il vettore, la soluzionesaina, I'acquamilliQ, i batteriTOP10F’ed il terreno
SOC
Vicino alla fammadi unbeccoBunsenprepaareun microtuboda200pL perciascungenedaclonaree
aggiungee:

- 2pL di prodottodi PCR

- 2pLdiacquamilliQ

- 1lpL divettore

- 1pL di soluzionesalina
e lasciardncubareper5 min atenperaturaambiente
Nel fratempo, prendere2 capsulePetri per ciascuncampbne e metterlein stufa a seccoa 37°C,
capoolte e semiaperte,in modo che si asciughino bene dalla condensaformatisi durarie la
conservazion@ frigorifero.
Trascorsii 5 min, addzionare 2 pL del mix sondavettorenel tubo contenerg i batterie lasciare per 30
min in ghiaccio
Sottoporrd batteriad unoshocktemmico: 30 secomli a42°C, poi 2 min in ghiaccio.
Vicino al beccoBunsen,aggiungereai batteri 250 uL di terreno SOC ed incubarea 37°C per 30-60 min
in un bagnettadotatodi agtazione
Nel frattempo,per ciascuncampbne e per ciacunapiadra Petri preparae un mix contenentelO pL di
IPTG 100mM e 40 uL di Xgal 40 mg/mL (totale:80 pL/piastra)
Prendee le piadre Petri dall'inculatore ed appoggiarlesul bancone.Prendee un’ana di Henle,

immergerlain alcod, flambarla,atenceme il raffredcamento aprirela piasta ed appoggiard’ansasul
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terreno per farla ulteriormente raffreddare.Dopodiché, restandoil piu possibile vicino al bunsen,
aggiungere in ciascunacapsula 80 pL del mix IPTG-Xgal e con laiuto dellansa distribuire
uniformementel liquidofino a conpletoassorbimento.

Incubaree piastrePetri a 37°Cper30 min in stufaasecco.

Trascorsii 30 min, in prossimta del beccoBunsenaggiungeral mix batterisondavettore alle piastre

Peti: 75 L nellaprimae 200 pL nellasecondaMettereadincubake nella stufaa seccoa 37°C pertutta
la notte.

Il giorno seguentechiuderele piastrePetri(in cui si sonoformatele coloniebiarchee blu) conparafilm
econservarlea4°C.
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TAGLIA del plasmide: 3908 bp;

INSERZIONE DNA: entrole basi 295 e 296 del plasmide

ENZIMI a2 TAGLI, amonte ed avalledell’inserto

ENZIMA TAGLI (paiadi basi) TAMPONI
BstXI 280- 324 O+ (T =55°C
EcoRl 284 -302 EcoRHK
ENZIMI| a1 TAGLIO, subito a monte dell’inserto
ENZIMA TAGLI (paiadi basi) TAMPONI
Acc65I 241 O+
BamHI 253 BamHI+
Beul (Spel) 259 Y+ tango1X
BspTI (Afl I1) 293 O+
Hindl 11 235 R+
Kpnl 245 Kpnl+
Sacl 251 Seal+
ENZIMI a1 TAGLIO, subito avalledell'inserto
ENZIMA TAGLI (paiadi basi) TAMPONI
Adel (Dralll) 782 G+
Apal 357 B+ oY+ tango1X
Eco88I (Aval) 335 Y+ tango1X
Eco0109I (Drall) 353 Y+ tango1X
Eco32l (EcoRV) 314 R+
Mph1103I (Avalll, Nsil) 346 R+
Notl 329 O+
Xbal 347 Y+ tango1X
Xhol 335 R+
ENZIMI a1 TAGLIO, avalleddl'inserto, lontano
ENZIMA TAGLI (paiadi basi) TAMPONI
Bcll 1266 G+ (T =55°C)
Balll 1261 O+
Mlsl (Ball, Mscl) 1507 R+
Ncol 1857 Y+ tango 1X
Pagl (BspHI) 3064 O+
Paul (BssHII, BsePl) 1822 R+
ALTRI ENZIMI DI INTERESSE
ENZIMA TAGLI (paiadi basi) TAMPONI
Xapl (Apol) 284-302- 960 Y+tango1X
Eco521 (Eagl, Xmalll) 267—-329- 1331 Ecob21+
Xcel (Nspl) 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 quantita di coltura
(microamplificazione), estraendone e purificandone il plasmide ricombinante e sottoponendo quest’ ultimo a
prime verifiche (digestione con enzima EcoRl).

Ciascun clone di interesse (avente il plasmide ricombinante) viene innanzitutto amplificato una notte a 37°C
in una piccola quantita di terreno selettivo (contenente ampicillina).

Dopo la coltura, una centrifugazione permette di sedimentare i batteri. 1l pellet viene lisato con un
tensioattivo (TENS) contenente trissHCl ed EDTA, che tamponano il mediuma pH 7.4 ed in piu NaOH ed
DSchelisano le celule.

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, mentreil fenolo trattiene le proteine residue.
Questa procedura non permette di ottenere del DNA plasmidico puro per il successivo sequenziamento,
bensi 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 EcoRl).

Reattivi

« AcquamilliQ autoclavata

< TENS
Componenti | Quantita Concentrazionefinale
Tris-HCI 1.2¢g 10mM
EDTA 0.372g 1 mM
NaOH 4.0g 0.1M
SDS20% 25mL 0.5%
AcquamilliQ QbpllL

Sciogliere Tris-HCI, NaOH (Sigma, Milano, Italia) ed EDTA (Invitrogen,Milano, Italia) in 900 mL
di acquaaggiungeré&SDS20%e portarea volumeconaaua.

+ Acetatodi Sodio(Sigma, Mil ano,ltalia) 3M, pH 5.2
Sciogliere 246 g di acetatadi sodioanidro in 800 mL di acqua Tamponaral pH conacidoacetico
glacide e portarea volume.

« TerrenoLB brodo(Merck, Darmstadt, Germany: suddivisoin aliquoteda200mL edautodavato

« Ampicillina 200mg/mL
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% Soluzionefenolo:claoformio v/v, pH 7.5: portareil fenolo(AppliChem Mil anq Italia) apH 7.5con
la soluzime tamponate (phenol equilibration buffer, AppliChem Milano, Italia); mescolareun
volumedi fenoloa pH 7.5 conunvolumedi cloroformio.

+ Etanoloassolutoglaciale

Procedimento

Vicino alla flammadi un becco Bunsenpreparae 10 provettesterli da 15 mL per ciascunasonda
clonata;in ciascunadi esseaggungee 3 mL di mediumLB brodoaddizionatadi ampicillina (200 L in

200mL di terreno,perottenereunaconcentazionefinale di 100 ug/mL)

Prendee le capsulePetri conterenti le colonie batteiche dal frigorifero e restandosemprevicino alla
fiamma con un puntale giallo picchietlire una colonia biancae mettee il puntale nella provetta
preparsaconil terreno/asciandoelo all'i nterno.Ripeterepertutti i 10tubi.

Metteread agitareper tuttala natte a 37°Cutilizzandal bagneto termostatat@onagtazione

La mattinaseguenteprelevareun volumedi 1.5 mL di ciascunacoloniae poro in un microtuboda 1.5
mL.

Certrifugare10secondia 16.110xga 4°C.

Aspirareil surnatate con unaponpaa vuoto, ma lasciarnecirca 50 pL assiemeal pellet cellulare (per
facilitarela successia omogeneizazimne).Vortexareper 10 secondi.

Aggiungere300 pL di TENS. Omogeneizzareper inversionee lasciareriposae per5 min in ghiaccio
(LISI BATTERICA)

Aggiungerel50 uL di acetao di sodio 3M, pH 5.2. Vortexae e lasciareriposae per5 min in ghiaccio
La soluzonein questdaasediventaviscosa(PREGPITAZIONE dd DNA GENOMICO).

Certrifugare 5 min a 16.110xga 4°C. Traskriire il surnatante(circa 450 yL) in un nuovo microtubo
identificata

Aggiungerel mL di etanob as®luto glaciale.Omogeneizzar@er inversbne e lasiare per almenob
mina-20°Co a-80°C.

Certrifugare15min a 16.110xga 4°C. Aspirareil surratantein duetenpi: prima prelevarnda maggior
parte, pa ricominciare facendoattenzioneal pellet. Successivamenté possible far evaporarebene
I' etanoloascianddl campiongoerqualcheminutosottounacappaagirante.

Risospender# pellet in 50 L di acquaVortexarebenee lasciarel5min a4°C.
Sottocappaaggiungered00puL di soluzionefenolo-cloroformiov/v, pH 7.5e vortexare.

Certrifugare5 min a16.110xg a4°C:il DNA di interessaimanenellafaseacquosasuperiore.
Sottocappaeliminare 350 L di faseinferiore (fenolo-cloroformio).

Certrifugare5 min a16.110xga4°C.

Conservaga4°Coa-20°C.
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VerifichedelaMiniPrep

Digestione del plasmide con enzima di restrizione EcoRl

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 possibilita di “tagliare”
I’inserto e valutarne le corrette dimensioni mediante elettroforesi su gel di agarosio.
Reattivi

« TamponeEcoRI+ 10X, Fermentas,M-Medical,Milano, Italia

< EcoR 10Ul/ uL, Fernertas,M-Medical,Milano,ltalia

« RNaseA 1 mg/mL, Fernertas,M-Medical, Milano,ltalia
Procedimento
= Pereffettuarela digestone, prepaareperciascunclone ricombinanteil seguate mix:

Reagenti pL/tubo
Plasmide 2
RNasi(1 mg/mL) 3
TamponeEcoRK 10X 2
EcoRI(10 UI/pL) 1
Acqua 12
Totale 20

*» |’endonucleasvamessanel mix dopotutti gli altri reattivi.
» Effettuarela digestiore ponendd camponi in un baghomariaa 37°Cper2 ore.
= Controllae I'esatteza dellatadia del’inserto mediane eletrofores in gel di agarosioseguitadalettura

delgelagli UV pervisualizzae le bandeseparatesi.

PCR del DNA plasmidico
I1 DNA plasmidico pu0 essere oggetto di controllo dell’ avwenuto inserimento dell’ amplicone mediante PCR
dello stesso con i primers gene-specifici utilizzati nella precedente fase di PCR.

= Perciascuncloneprepararel seguentenix:

MIX PCR (pL/campione)
H,O 354
Tampon€el0X 5.0
dNTPs2.5mM 4.0
Primer forward 15uM 2.0
Primer reverse 15uM 2.0
Tagpolimeras 1Ul/ pL 0.6
Volumefinale 49
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=  Porril mixin unmicratubo da200puL, aggiungerel pL di DNA plasmidco e miscelarecon il puntale
(volumefinale dellareazime 50 uL).

» Impodareil termocidatore ediniziarela reazione.

= Controllae 'avvenutoinseimento e la taglia del’amplicone medianteelettroforesiin gel di agarosio,

confrontandd’altezzadellabandaottenutaconquele del marcatorali pesomolecolare.

MidiPrep (midi preparation) di DNA plasmidico:
protocollo Ol Afilter ™ 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 quantita
di plasmide ricombinante puro. | batteri contenenti il plasmide vengono coltivati in 50 mL di terreno.
Dopodiché, il principio del kit utilizzato consiste nel centrifugare la coltura e risospendereil 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, dungue, 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), |’ 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
I’elimnazione del 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 200mg/mL

+« 50mL di LB brodo(auodavato) perciascunclonericombinante

+« Glicerolo 100%(Invitrogen Mil ano,ltalia)

+« Isopropanolo

+ Etanolo70-75%
« Bromurodi etidio (10 mg/mL)

% TBE1X
%Kit QIAfilter™ PlasmidMidi Kit (Qiagen, Milano, Italia) contenente
TAMPONE COMPOSIZIONE CONSERVAZIONE
P1 (Resuspension buffer) Tris-HCI 50 mM, pH 8.G; 2-8°CdopoaggiuntaRNasiA
EDTA 10mM,;
RNas A 100pg/mL
P2 (Lysis buffer) NaOH200mM; SDS1% (p/v) Temperatta ambierte
P3 (Neutralization buffer) Acefatodi K 3.0M, pH5.5 | Temperaturambienteo 2-8°C
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QBT (Equilibration buffer) NaCl750mM,; Temperatta ambiere
MOPS’ 50 mM, pH 7.0;
Isopro@nolo15% (v/v);
Triton® X-1000.15%(v/v)
QC (Wash buffer) NaCl1.0M; Temperatta ambiere

MOPS50 mM, pH 7.0;
Isopropanolol15% (v/v)
QF (Elution buffer) NaCl1.25M Temperatta ambiere
Tris-HCI 50 mM, pH 8.5;
Isopropanolol15% (v/v)

© MOPS = acido3-(N-morfolino)propaneslfonico, pK, 7.2

Procedimento

La seraprima: sotto cappaa flussolaminare prepaareunabeutacontappoa vite da500mL auoclavata
perciasain campiore con 50 mL di LB, addizion#o di 50 ul di ampicillina.

A patire daunaminicolturatesttaprecedentementson Miniprep,prelevares0 pl, pipettarli nellabeuta
e lasciarl in colturapertuttala nottea 37°C con agitazione La puificazioneviene eseguia la mattina

dopo.

La mattina dopo, prepaare 5 microtubi da 2 mL autoclavatiper ciascuncampionee diluire in parti
ugudi uncampioneddla coltura conglicerolo 100%autoclavatdperesempid3 mL di coltura+ 3 mL di
glicerolo), mescoére il campione spipetandq distribuire equamente la soluzione nei microtubi.
Conservae a-80°C.

Traderire la colturarestantan untuboFalconda50 mL sterie, equilibrareconLB o conacquasterile e
centrifugae a4°C per20min a 5525xg.

Eliminareil surnatanteonun gestodelicato,lentomaunico,facendcatenzimeanonperdereil pellet.
Riprenderal pellet in 4 mL di tamponePl (tamponedi risospesione) e vortexae bene fino acompleta
risospenene

Aggiungere4 mL di tamponeP2 (tamponedi lisi). Agitare manualmenteNon vortexare perché
altrimenti sirischiadi frammentare il DNA genomico.Lasciare5 min atemperaturambienteal termine
il lisatodeveapparie visccso.

Nel frattempo,installareunacoloma per ciascuncampione su unaFalconda 50 mL (tubo collettorg,
utilizzandol’apposto arello blu che si trova nel kit. Conunapipettaeauilibrare la cdonna con4 mL di
QBT (tampne che deterge la colonna e la preparaalle fasi successivekd eliminare il liquido di
raccolta;preparareb microtubi da 1,5 mL perciascuncampionecheservilannoa prelevae dei campioni
di controlo (50 ul) in ciascunaappa:

N°1 = campionéfiltrato PRIMA del passaggin colonna(presenzglasmide)
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N°2 = campionéfiltrato DOPO il passaggian colonna(as&nzaplasmide)

N°3 = liquido di lavagyio (assenz@lasmide)

N°4 = eluito (presena plasmide)

N°5 = campionefinale di plasmdediluito 1:10
Aggiungere4 mL di tamponeP3 (tamponedi precipitazone). Agitare manuainente.Trasferre il tuttoin
unaFaloon da 15 mL sterilee lasdare 5 min in ghiaccio.Si puo notae la formazone di un precipitato
bianco lanugino®, che cortiene DNA genomico,proteine,detriti cellulai ed SDS.Bilandare le Falcon
contamponeP3.
Certrifugarea 4°C per20 min a 5525xg. Si ottieneun pellet denso biancastreed un surratante limpido
con una sata di isoletta bianca comptta in superficie Trasferie delicatamenteil liquido, esclusa
I'isdetta bianca in un dtro tubo da 15 mL. Questo passaggiopermettedi compattaremedio il
preciptato in modo da facilitare la successivafil trazione. Se l'is oletta non pemmetteil passagmp del
liquido, spogtarla con I'aiuto di un puntale. Se il liguido presentadelle impurita centrifugare
nuovamate
Versareil liquido trasparerte diretamente ndla colonna.Prelevareun canpionedi 50 pl prima e dopoil
passagm in colonna(microtuboN°® 1 e 2).
Dopoil passggiocompleb delfilt rato, svuotareil tubocollettore e lavarela cdonna?2 volte con 10 mL
di tamponeQC. Il primo lavaggpb rimuovetutti i contaminanit dalla maggiorparte ddle predpitazioni
plasmidche. Il secado & particoammentenecessan quandosi usanograndivolumi di colturao si
utilizzano ceppibatteici che produconocelevatequantitadi carboidrati.Prelevareun campionedopoil
passag® in colonna(microtuboN°3).
Cambiareil tubocollettae da50 mL. Eluire con5 mL di tampore QF. Prekevareun campbonedi eluito
(microtuboN° 4).
Aggiungereall’eluito 3,5 mL di isopropanolacon pipeta di vetro sterle. Mescolare equilibrarei tubi
Fdcone centrifugarea 4°C per1 h a5525xg
Eliminare delicatamentdl surndantecon un unico gestoe riprencereil pelet in 2 mL di etanolo70-
75%.Vortexarevelocemente certrifugarea 4°C per30 min a 5525xg
AspiraretuttoI’etanolo conunaponpaavuoto.
Riprendereil pelet con 40 ul di acquasterile. Porreil tubo qudche minuto a 4°C per attenderela
reidratazicne del pellet.
Vortexaree trasferireil plasmidein un microtubodal,5mL.
Certrifugarea4°C pea 1 min a 16.110xg perprecipitareed eliminareil DNA salfficato.
Prelevare il surnatare, ripordo in un microtuboda 1,5 mL benidentificato (nomee datadi purificazione
del plasmice) e verificare la purezadel plasmideallo spettrofotometro.

Conservag a-80°C.
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Controlli della purificazione del plasmide

Deter minazione della concentrazione con |o spettr ofotometro
Misurare 'assorbarza a 260 nm e a 280 nm di 2,5 ul di plasmide+ 497,5ul di acquasterile (fattore di
diluizione 200).
L’ assorbamadi 1 unitaa260nm corrispondea 50 pg di DNA permL (Azso =1 - 50 pg/mL)
Stimadela concentraziond DNA] pg/mL = 50 x Ao X fattoredi diluizione

Verifica della purezzadel campioneA,sy/A.g deve essere> 1,6

Elettroforesi in gel d’agarosio 0,8% addizionato di bromuro di etidio
Reattivi
+« Bromurodi etidio 10 mg/mL
% TBE1X
« Agarosioin polvere
¢ Loading buffer
« Marker di pesomolecdare
Procedimento
= Preparara campioninel modosegiente:
N° 1-2-34 - 5 pl di canpione+ 5 ul di TBE + 2 ul di BBP
N°5 - 2 ul di plasmde diluito 1:10+ 8 ul di TBE + 2 ul di BBP
= Caricarei canpioni nei pozzeti dd gel e far migrarea 100 V per circa 15 min (finché il fronte di
migrazionedel blu di bromofndo raggiungda metadel gel).
= Dopolelettroforesiil plasmde dovra esserevisibile agli UV in grandequantitaprima del passagi in
colonnae nell’eluatopurificato, ma non dovraessee visibile né dopoil passag® in colonnané dopoil

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 tar get.

Reattivi
< Enzim di restrizione Fementa, M-Medical, Milano Italia
« Tampon€el0X specificoperciascunenzimadi restrizione Fermenta, M-Medical,Milano Italia
« AcquaDEPCsterile
< Agarosio
« Bromurodi etidio 10 mg/mL
<% TBE1X

Procedimento

* Inseire nel programmawebcutter 2.0, presentenel sito web http://ma.lindberggu.se/cutter2/la
sequenzanucleotidica utilizzata come riferiment ed annotaregli enzimi di restrizone che possono
esseraitilizzati perla digestiore del plasmidein questone.

» Prepararele mappedi restrizione per ciascungene clonato. La mappadi restrizone consistenel
riordinamero dei siti di restrizone, in modo da poter conosceg la lunghezzan paiadi bas (bp) dei
frammentichesi formeramo in seguito alla digestioneenzimaticaCio faciliterala verifica o menodella
corretta amplificazionee purificazionedel plasmide.

» Perciascunenzimadi restrizionescelto,prepararel seguentenix:

pl / microtubo
Plasmide Volumecorrispondeteal ug
Tampone 10X ideale per I’enzima 2
Enzimadi restrizione 1
Acqua sterile Qbp 20 ul

= |’endonucleasiva aggiunta nel mix come ultimo reattivo. La digestioneviene effettuataporendoi
campioniin un bagnomaria per2 ore, allatemperturaidealeper|’ enzimautilizzato(solitamente37°C).
= Controllae I'esatteza dellatadia dei frammenticonun’elettioforesiin gel d’agarosiosegiita dalettura

delgelagli UV pervisualizzae le bandeseparatesi.
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Seqguenziamento

Deteminare la concetrazone del plasmidepurificab mediane lettura allo spettrofotometroe diluirlo
opportunanentein acqua

Porrein un microtuboda200 pL unvolume corrispondent@a 500ng di DNA (massimadlO pL).
Aggiungereun volume corrispondentea 6.4 pmol di un solo primer (specfico peril genedi interessen
universaleper esempiol 7, M13 forward, M13 reverse).

Portarea seccail campbne ponendal tubo nel termocidatore a 65°C per 20-30 min (seil pellet noné
ancaa seccoripetae questgpassagio).

Spedire il campione al Senizio di Sequenziamentadi DNA del C.R.I.BI. (Centro Ricerche
Interdipartimentale sule Biotecnobgie Innovatve del Diparimento di Biologia del’Universita di
Padova). In questasede il sequemiamento viene eseguitoin piaste da 96 pozeti mediante
sequenziato automatti ABI 3700 (Applied BiosystemsFosterCity, CA, USA) conla chimicadel Big
Dye™ Terminatorv 3.1 (mebdoenzimatcodi Sanger)

Leggeresottoformadi cromatogammale sequenzalegli amplificai ed analizzarlemedarte I'uso del
programmaChromas,che pernette di visuaizzarei picchi corrispondential segnale di fluoresenza

emessalallediverse soncke corrispndenti alle quattrobasidel DNA.
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3.2. RISULTATI

| dati di concentraione e pureza dellestratto di RNA totale utilizzato in questoesperimentovengno

riportat in tabella3.2.1

Campione Abs 260 nm Abs 280 nm Abs 260/ Abs 280 CO”EES}E;' one
K, 0.220 0.084 2.6 2.20
Ks 0.197 0.084 2.3 1.97
PB, 0.125 0.051 2.5 1.25
PB, 0.242 0.109 2.2 2.42

Tabella 3.2.1 Valutadone quali e quantititivadei campioni di RNA estrati. Vengonoriportatii dati di concentrazone
(ug/lL) e di purezza(rapportoassobanzaa 260 e 280 nm) ottenutimediant letturaallo spettrofotometo.

La qualita del’RNA estrdto é staa valutataancheattraversd’elettroforesisu gel dendurantedi agarosio.
L’ integrita dell'acido nudeico pu0 esserestimata attraversol’ossewvaziore comparéiva delle banc
ribosomiali28S e 18S.In unabuora prepaazione,la bandasuperiore(28S) dovrebbeesseradue volte piu
rifrangante dela banda inferiore (18S), la banda5S (RNA di piccole dimensioni)dovrebbeesserepoco

evidentee nondovrebberaesseci effetti di smear (ved figura3.2.1)

K2 K3 PB1 PB2

28S —

188 ——

5S  —>

Figura 3.21: Elettroforesi su gd denaurarte di agaosio 1.2%di 10 pg di RNA per ciascuncampione estratto (K =
edratti di controllo, PB = estrati di animali trattati confenobarbitde).

L’RNA e statoquindi retrarascritto in cDNA per la successivamplificazone e si € quindi procedutocon
I'analisi bioinformaticae conil disegio di primers genespecifici. Nélla tabellasottostantdtakellan. 3.2.2
vergonoriportai i genioggettodi studio, le sequenzeli riferimentoutilizzateperil disegnodeiprimersegli

oligonucleotididisegrati conle relativespecfiche.
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Gene ?ﬁq;m?g Primers (5’ —3') L?t?;?)h. (-ECT) C(;/OC ar;E)EE)gﬁe
CYPZB | NM_21443 | il e saseaToTomG | 20 | sa%s | 85 | O
CYP4A | CBASSAZ0 | oG T TCAGCACOATOATTS. | 20 | 5001 | %0 | o
GRa | AYZ3BAT5 | pCCTGACACCAGTOTTEG | 20 | 00| 85 | &
HNFa | AY318TS2 | poicreoasToaTToAToTA | 20 | eom| s | o
RXRa | BMZSI20 | poe i BAGCTGCTCATCS 15 |oos| &1 | 573
sorns | e |EROCUTCIEG | B (28 3| w

Tabellan. 3.22: Genioggettodi studioperclonaggb e sequenzamerto, sequenz utilizzatecomeriferimeno e primers
disegnatiperil saggioin PCR end-point. Vengonoriportak le caratteistiche di lunghezzgbp), tempeaturadi melting
(Tm) e % in GC dei primers e la lunghezzadel’ampliconeatteso(bp).

I geniamplificati mediante® CRend-point sonostati poi sotopostia verifica mediarte elettroforesisugel di
agapsio per controllae I'avvenutareazione nonchél’esatezzadella taglia ddl’amplicone ottenuto.Nelle
figure sotostani (3.22 A e B) nevengonariportatidueesempi.

A
CYP2B L UDPGT
676 bp —>
B
CYP4AA L RXRa
K PB K PB
—— '
560 bp —> | W — P «———5731p
——
L g —

Figuran. 3.2.2; Elettroforesisugel di agarosb 1.2%di prodotti di PCRottenut in seguito all'amplificazione dei geni
CYP2B, UDPGT (A), CYP4A e RXRa (B) siain vitelli di controllo (K) e trattat con ferobarbtale (PB). L: ladder
(marker di pe molecolare) di 100bp (A) e 200bp (B).

| geni amplificati sono stai poi oggetto di clonaggiomediantel’utizzo del kit TOPO TA cloning® , come
riportato nella sezime Matetliali e Metodi. Succesvamentesonostatemicroamplificatein brodoLB dieci
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colonie biancke (cloni con l'inserto in oggetto) scelte casuainente. Tali cloni sono stati processati
utili zzando la metodta della MiniPrep, che permettedi estrarree purificare il plasmidericombinante.ll

DNA plasmidico ottenuo e stato sottopostoa digestionecon enzima EcoRI, per verificare I'esattezza
dell'inserto. La figura 3.2.3 rappresera I'elettroforesisu gel di agarosiodei prodotti ddla digestionedei
plasmidi ricombinantiottenuti da 10 cloni differeni: questoapprocciopermettedi sceglierela coloniada

satoporrea Midi-ampifi cazone e MidiPrep.

1 2 34 5L 6 7 8 910

Plasmide
digerito

€ inserto

Figura 3.2.3: elettroforesi su gd di agarosiol.5% de prodoti ddla digestione con EcoRlI dei plasmidi ricombinant
ottenuti da 10 cloni diversi, indicati con i numeridal a 10. L = marcabre di peso molecolare(100bp). Con le frecce
vengonoindicati I'inserto di DNA di HNF4o, (lunghezzadi 657 bp datadallasonmadella lunghezaddl’amplicone+
19 bp corrispandentiai frammaenti dd plasmide, postia mone e a valle ddl’inserto, soggeti a restrizioneda partedi
EcoRl) e il plasmtde rimanente(circa 3900bp). Nella colonia indicaia conil numero7, per esenpio, nonsi evidenza
l'inserto.

Sceltala colonia baterica contenentel’inserto oggetto di studio, viene satopostaad amplificazionee
purificazone (Midi Prepdi DNA plasmidico)peril successiveequenziamentd?eraccertarsulteriormente
chela sequenzael DNA anplificatocorrigpondaa quella atesa il plasmidericombinantevienedigeritocon

enzimi di restriziong(vedifigura 3.2.4.

CYP2B UDPGT
L lm o »>»I
8 S 8 2 B
= L X = =

Figura 3.2.4: Elettroforesi sugd di agarosiol.5% dei prodotti della digestone con enzimidi redrizione dei plasmidi
ricombinanit contenenti gli insati CYP2B e UDPGT.L = marcaoredi peso molecolarg200bp).
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Il DNA plasmidicopurificato € statopoi quantficato e diluito in modo oppotuno peril sequenziaento:la
seqenzadegliamplicon cosiottenda é stata poi letta sotoforma di cromatogranmaed analizzatanediante
I'uso del programmaChromas chepemettedi visualzzare i picchicorrispondeti al segnaleli fluorescenza

emessalallediverse sondecorispondentialle quatro basidel DNA (vedi eempo sotogarte: figura3.2.9.

TTGGCGTAATCATGGTCATAGC TGTTTCCECTGTGTGAAARTTGTTATC I
0B 168 118 128 136

Figura 3.2.6: Esempiodi cromatogranmaottenuto dal sequemiamenb.

Le sequeme cos ottenute sonostat cortrollate medianteconfronto conle seqenzedisponbili nelle banche
dati e dopol’avvenut corferma, sonostateinseriie nel sito del’NCBI conla derominazioneedil codicedi

accesoindicatinellatabella3.2.3

Gene Nome GenBank ID T(%%;a
BostauruscytochromeP450family 2 subfamilyB
CYP2B (CYP2B) mRNA, partial cds DQO87595 676
BostauruscytochromeP450family 4 subfanily A
CYP4A (CYP4A) mRNA, parial cds DQ100360 560
GRa Bostaurusretinoid X recgmoralpra(RXRa) MRNA, DQ100361 850
partid cds
BostaurusUDP-glycosyitransfeasel family
HNF4o polypeptideA4 (UGT1A4) mRNA, pattial cds DQ192584 638
RXRq Bostaurusglucoa)rncqld recepbr (GR) mRNA, DO192585 573
partid cds
Bostaurushepatocyteuclearfactor 4 alpha
UDPGT (HNF4A) mRNA, parial cds DQ192586 837

Tabella 3.23: Geni di bovino clondi, la cui sequézaé statainserta ndla bancadati del’NCBI. Vengono riportati il
nomedel gere bovino,la denonminazone perestesoil codceidertificativo (ID) ela lunghezzalellasequenzparziak.
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3.3. DISCUSSIONE

Negli ultimi decenns é assistitoallo sviluppoe al’applicazionedi nuov metodie tecnologe in gradodi

analizareil compleb geroma conprenderde interazionitrai suoi costituent, identificate e quantificarei

cambiamentidi espessio® genica globale che avvengonmella cellula. Questoapproccioé statopossibile
grazie al comgdetamentodi progettidi sesquenmmento,che hannoresodisponibili le seqenzedel genama
compktodi diversiorganisgni (compresd’'uomo a partiredal febbrio 2001)comeDrosophila, duespeciedi

lievito e molte speciedi mammfero (Waring e Halbert,2002, come trale altre, scimmia,topo, ratto, cavia,
cane, gato, coniglio, bovino e gallo, nonchéallo sviluppodi potenti programmi bicinformatici in gradodi

analizareestesivamentdl genora e di costuire mappedi distibuzionedeigeni.

Benchéad oggi il genomabovino sia stao completamentesequenziatopccorre segnéare la carenzadi

informazoni relative alle sequenzeodficanti peri genidel metabolsmoin questaspeciearimale, nonché
I'esistenzadi tutta una seriedi problematichelegate alla corretta denominazione clas$ficazionedi questi
stessigeni

Lo scopodel presentelavoro e stao quindi quello di implementarde conoscenzesule sequenzebovine
adottandalelle tecnichestandardizatedi biologia molecolae messea puntoe successivamentappesenel
corsodi un soggiornodi studio pressol’lstituto Nazionaledi RicercaAgronomica“l.N.R.A.” di Toulouse
(Frarcia). Questetecniche hannopemessodi ottenee un templatodi buonaqualita (RNA totale intego e
puro) pe la successrta amplificazione in PCR. L’analisi bioinformaica effettuata ha permeso la
progettazonedi primers efficierti per I'amplificazionedi regioni di cDNA altamené corsevatetrale spece
e quindi anchenel bovino, pur nonaverdo a disposzionela sequenzapeciespecifica.lnfine il clonaggioe
la sucessivaamplificazone del DNA plasmidico,hannopermeso di ottenereun tenplato ottimale per il

suceessiv sequenziarand. L’ appioccio sperimentalestilizzato pertanto ha permessali fornire ai database
dei dati utili al’'elaborazone dele informazioni ottenuteinveceinizialmente solo da patenti programmi
bioinformatici di predizone

| risultai ottendi in questo lavoro, hanno rappreserto quindi un primo piccolo passo verso
I'i mplementazionelei dati disponbili peril bovino e determinande basiper la successivalefinizionedi

tecrologie —omics per lo screening dei trattanmenti illeciti nd bovino da carne.Le sequene riportatein

guestatesi infatti, oltre alle altre inserte nela pubblicazone Cantielloet al. (2005), sonostateutili perla
definizione dei saggidi Real Time PCR riportai negli esperimentseguenti,nonté peril disego di sonde
per Northern blotting, chesonostae impiegateconsucassoin esperinentiin cui vitelli a carnebiancasono
statitrattati a scopoillecito conun cocktail di promotoridellacrescta o consolodesametazon@antiello et

al., 2008a Cartiello et al., 200&). In piu, le sequenzelepositatandle banchedati, sonostae citate ancheda
altri autori (Gregeret al., 2006) ed utilizzate in uno studp sul’ ontogenes dedi enzimi biotragormativi e

deirecettai nuclearinel vitello a carre biana.
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Effettoddla razza

4.1. MATERIALI EMETODI

Animali
In questasperimentazionsonostati utilizzati 25 vitelloni maschidacarneappartenentatre razz diverse in
particolareCharolais(CH, n = 10, pesomedio700kg), PiemonteséPM, n = 8, pesomedio650kg) e Blonde
d’Aquitaine (BA, n =7, pesomedio600Kkg), proveneni daallevamenticertificati ddla RegionePiemate
Tali animali, dell’'eta di 18-20 mesi sonostat scelti sulla basedi un Progettodi Ricera finanziato dalla
Regione Piemonte, volto a definire dei parametri immunologici, istologici, zootecnici e farmace
tosgcologici di contwllo standad, utilizzabili nello screening deitrattamentiilleciti nellafiliera bovina.
Tali animali, sono stai macelati secondo la normativa italiana vigente (Regolamentidella Cormunita
Europea853/2004 e 854/2004che riportanoi criteri igienici specifi da segure nell'organizzazionedei
controlli ufficiali deiprodotti di origine animaledestinatial consumaumano).
In questasede ¢ statorimossail lobo caudatcepaticq dacui sonostateprelevatein steilita dellealiquae di
circa 100 mg per I'estrazionedell’RNA messaggerdammediaimentesotopoge a congelamettio in azoto
liquido e stoccatea -80°C fino dl'utiliz zo.
La rimanentepartedel lobo caudatoinvece, é stata perfusacon unasoluzioneisotorica freddadi KCI per
rimuovere il piu possibile 'emoglobina presente,poi tagliata a pezzetti, rivestita con carta stagiola e
trasportatan laboratoio in ghiaccionell’arcodi un massimadi dueore dal sacriicio ddl'animale. Unavolta
in laborataeio, aliquote di 20-30 g di fegato,esenit da alterazionipatologicheevidenti,sonostatesottoposte

adomogeneizzazianper|'allestiment dele frazioni subcelulari epaiche.

Su tali frazioni soro state deteminate le principal ativitd catlitiche ossidéive P45Cdipencenti e
coniugatve (uridindifosfaglucuroniltransfeasi e glutaione S-transferagi utilizzando substrati modello
dedotti da preedenti studi di metabolismocondotti in uomo e nelle specie da laboratoio, nonché
I'espressioe proteica, mediante immunobloting delle isofome CYP1A, CYP2B, CYP2ZC, CYP2E e
CYP3A
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Estrazione RNA totale da campioni di fegato

Reattivi

% TRIzol® reagen(Invitrogen,Mil ano,ltalia): ferolo addo-guanidinatiocianato
« Cloroformio,J.T. Baker,Mallinckrodt, Olanda

¢ Isopropanolo,).T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

% Etanolo70-75%,J.T.Baker, Mallinckrodt, Olanda

« AcquaDEPC,AppliChem Milano, Italia

Procedimento

Preparareun numerodi microtuki da 2 mL con tappoa vite contenentiSylica BeadsLysin Matrix D
(Qbiogene MP Biomedicals, lllkkirch, Franc corrispondentiai campiai da processare Siglarli
opportunamente poti in un criobox a-70°Co in ghiaccioseccoper pernetterreil raffreddamento
Porrei campioni,tolti dal-80°C neitubi raffreddaticonsevati nella scatolaatenuatermica
Sottocappagaggiungeran ciasuntubo1 mL di TRIzol® freddo.

Omogeneizzarecampionicon FastPrep (Qbiogene MP Biomedicals Ik irch, Francg avelocita 6 per
10secondi

Ripetereil puntoprecedent@erun massmo di 3 volte pernonrischiae di scaldargroppoil campione
Certrifugare a 12.000xgper 10 secadi, a 4°C per far depositaresul fondo del tubo le beads e le
particele di tessutonon omogeneizate

Prelevaeil surnatane (1 mL circa)e porlo in un nuovotubodal.5mL opportunamentsiglata
Aggiungere200 pL di cloroformio e agitarevigorosanenteperinversonealmenol5 secondi. Incubare
5 minuti (min) atemperatta ambiente.

Certrifugarea4°C pa 10 min a12.000xg.

Traderire la porziore acquosa (all'incirca 500 L) in un nuovomicrotubodal.5mL.

Aggiungereun ugualvolume di isopropanob, agtare perinversioneedincubareper5 min atemperatura
ambiente.

Certrifugarea4°C pa 10 min a12.000xged eliminare il surnatane utilizzandounapompaa vuoto.
Riprendereil pellet in 1 mL di etanob al 70-75% e vortexae fintanto cheil pellet non si staccadal
fondo.

Certrifugarea4°C pe 10 min a12.000xged eliminare il surnatane utilizzandounapompaa vuoto.
Dissolvereil pellet in acquaDEPC (da30 a 150 L, a secondalelle dimensionidel pellet) ed attendere
finoacompletosciodi mentoin ghiaccioe vortexare.

Certrifugarea4°C pea 1 min a 12.0(@xg perfar precipitard’RNA salificatoeventualnentepresente.
Recupeareil surnatarg.

Prepararaliquoteperelettrobresiin gel di agapsio, letturaal NanoDr e retrotrascizione.

Conservaeil campionea-80°C.
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Valutazione qualitativa e guantitativa dell’ estr atto:

Elettroforesi su gdl di agarosio all’1% elettura al NanoDrop

Per valutare I’integrita dell’ RNA e necessario effettuare I elettrofores su gel d’agarosio 1% in presenza di
bromuro di etidio (marcatore intercalante) e tampone TBE 1X. La qualita, oltre alla quantita dell’ estratto,
puod essere anche valutata mediante lettura al Nanodrop: con o 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
(AosolAsg) € quello Asso/Aszo: e I'RNA € privo di contaminanti, tali valori sono compresi tra 1.8 e 2.1. 1l
rapporto Ageo/Asgo indica la presenza di residui proteici, lipidici o polisaccaridici, mentre il rapporto
Asso/ Aozp 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. | vantaggi dell’ utilizzo del NanoDrop
consistono nel minimo consumo di RNA (1-2 /4) e nel fatto che il campione bagna direttamente il sistema
ottico, riducendo cosi le variazioni e le contaminazioni dovute alla sostituzione delle cuvette; infine, lo
spettro misurato € tra 220 e 750 nm, consentendo di ottenere maggiori informazioni relativamente
all’integrita dell’RNA o alla presenza di contaminanti chimici. Tuttavia, come tutti gli spettrofotometri, non
e in grado di discriminare tra RNA e DNA genomico, poiché entrambi assorbono a 260 nm, quindi per
valutare |’ eventuale contaminazione dell’ estratto, & importante confrontare i dati quantitativi con il gel di

corsain €ettrofores.

Reattivi
+ Codorantedi caricamentdSSCPLoading dye) compostadablu di bronpfenolo0.1%,xilene ciando

FF0.1%, EDTA 10 mM (pH 8.0) e formaldeide98% (Sigma,Mil ano, Italia)

« Agarosio,AppliChem,Milano, Italia

« TBE 1X contenentdris-HCI 89 mM, acidoborico89 mM edEDTA 2 mM, pH 8.0 (Sigma, Milano,
Italia)

+« Bromurodi etidio, Sigma, Milano, Italia

Procedimento
= Aggiungereab pl di canpionel ul di SS@P, chehasul’RNA un’azionedenatuante

= Denaturare campioii a 70°C per5 min in un termobloccoo in un termociclatores metterein ghiaccio
peri successi 5 min.

= Caricarei campionisul gel (volumefinale di caricamentodi 6 pl) e sottoporli ad elettroforesia 100V
per20min.

» Dopo la corsa,visudizzare e fotografarei campionidi RNA al trarsilluminatore a luce UV Image
Master VDS (Amersham Biosciences,Milano). In questo modo, se 'RNA € integro, vengono
visuaizzatedue bandecorrispondentialle due componentidi RNA ribosoniale: 18S (1.9 kb) e 28S (5
kb).

= Per valutare, invece, la quantta del’estratto, viene effettuata I'analisi della dengta ottica con
spettrofotometrdNanoDrop ND-1000 (NanoDropTechnologiesWilmington, UK) utilizzandol.5 pl di

campione.
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L etturadei campioni con Agilent 2100 Bioanal yser

Reattivi

« LabChip (Agilent Technolgies,Waldlroon,Germany)

+ RNA 6000Nanogel matrix (AgilentTecmologies Waldbroon,Germany)
+ RNA 6000Nanogel dye (Agilent TechnologiesWaldbroon,Germany)

% RNasezZap® (Applied BiosystemsCourabaeuf, Fran@)

+ RNA NanoMarker 6000(AgilentTechnologiesWaldbroon,Germany)
+ RNA ladder(Agilent Technolodes,Watlbroon,Germany)

« AcquaRNasifree

Procedimento

Porre 550 uL di RNA 6000 Nanogel matrix in un tubo confiltro e certrifugarea 1500xgper 10 min;

ripartire 65 L di gelfiltr atoin tubi da 0.5mL opportunamentalentificati.

Porre I’ RNA 6000 Nanodye concentato a temperaturaambienteper 30 min; vortexare per 10 secondi,
spinrare velocementead aggiungere 1 pL di questasoluzionein un tubo cortenentei 65 pL di gel

filtr ato.Vortexaree centifugare 10 min a 13000xga temperaturambiente.

Diluire con acquanucleasifree 'RNA dadosarein modo tale da ottenereunaconcetrazionetra 25 e
500ng/uL (ottimaleda100a200ng/pL) e conservaré campioniin ghiaccio.

Denaturare campion di RNA edun’aliquotada5 pL di RNA ladder per2 min a70°Ce poi porrei tubi

in ghiaccio peralmeno2 min.

Puliregli eettrodidello strumentaconi chip peril lavaggo: primaper1 min con 350 L di RNasezZap®

e poi perunaltro min con350 UL di acquanucleasifree.

Prendee la Chip Priming Statione posizionareun nuovochip al suointerno.

Prendee la siringa e posizonarelo stantuffoad un volume di 1 mL; infilare la siringa ed avvitarla
sull’adatatore“L uerLock”.

Porre 9 puL del mix gel-dye nel pozzetb identificatocon unaG sufondo scurq andandacon il puntale
fino in fondo al pozzeto.

Chiuderela Chip Priming Statione spingeresullo stantuffo della siringain modolento e continuofino a
fine corsaperdistribuireomogeneamentd gel all'internodel chip. Attendere30 secondie poi rilasiare
il bottondno di chiusug: il pistonesi alzeradasoloma saranecessao riposiziorarlo al volumedi 1 mL.

Porre 9 pL delmix gel-dyein ciascunadedi dtri duepozzetticontassegnatiaunaG.

Pore 5 puL di RNA NanoMarker 6000nel pozzeto in bas® a desta (contrassegatodaunascaktta)ed
in tutti i 12 pozzettidedcati all’'analis dei campionj nei pozzetticherimarrannovuoti inveceporre6 pL

di RNA NanoMarker 600Q

Porre 1 pL di RNA ladder nd pozzettocontrassegab daunascdettae 1 pL di campionedi RNA nei
pozzettoperi campioni

Vortexareil chip utilizzandol’apposto supportoper1 min a2400rpm.

Inseiire il chip nello stumentoed effettuarela letturaal Bioanalyser5 min).
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Trascrizioneinversa (RT)

Reattivi
+ High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosysens, CourtaboeufFrancé contenete: Random
Primers RT 10X, mix dNTPs 25X (100 mM), tampone RT 10X e Multiscribe™ Reverse
Trarscriptases0 U/pL
« AcquaDEPC
Procedimento
= Scongelaré reagentie 'RNA in ghiaccio;lasciarenvece I'enzimaa-20°Cfino al momentodell'uso.
* Diluirei campionidi RNA conacquaDEPCin modotaledaottenae unaconenrazionedi 200ng/ pL.

» Prepararél mix 2X seconddl seguenteschema:

Reagenti Volume (uL)
TamponeRT 10X 2.0
dNTPsmix 25X 0.8
RandomPrimers RT 10X 2.0
Multiscribe™ ReveseTransriptase50 U/uL 1.0
Acqua 4.2
Volumefinale 100

= Distribuire10 pL delmix 2X in ciascunmicrotuboda200 L.

= Aggiungerein ciasun pozzto di unapiastraa 96 pozzetti(Applied BiosystemsCourtaboef, France)
10 uL di RNA 200ng/uL (totale 2 pgdi RNA) e mescolarébeneconla pipetta

= Preparardl contwollo negativo (RT-) secondoquanb riportatoin precedenzasostituendda trascrittasi
inversaconacqua

= Chiuderela piastracon cover di alluminio (Qbiogene MP Biomedicals,llikirch, France e vortexare per
alcun secondipermiscdarebeneRNA e mix.

* Incubareneltermociclatoe (adattoper piastrea 96 pozzeti) a25°Cper10min ea37°Cper2h.

= Al terminedellareazioneprepaare diluizioni 1:20del cDNA conacquaDEPC.

= Conservaele diluizioni di cDNA a4°C perun utilizzo rapidoo conservarlea-20°C.
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Risor se bioinfor matiche

Perla ricercadi informazionirelative ai genicoinvolti nel metabolismassidativoe coniugatio nel bovino,
per la verifica della disponbilita delle sequenzenele banchedati e per I’ analisidelle stessdinalizzataalla
costiuzionedi primers, soro disponibli diverserisorsebioinformatiche.

Nella prima parte della ricerca sono stati utilizzati i siti NCBI (National Center for Biotechnology
Information: http://ncbi.nim.nih.gVv/) ed EnsemblGenomeBrowser (http://www.enseril.org/index.htm),
che hanno permessodi accedes alle sequenzegenomiche,dei trascritti e dele prateing norché alle
pubblicazoni relative. Unavoltaidenificate unao piu sequenzeli mMRNA del genebovino seleziomto, esse
sano state confrontateusandoil progranma Multalin (www.toulous.inra.fr/multalin/multalin), disponibile
in rete ed é statapoi sceltala seqenz piu idonea,con la quale proseguie I'analisi. Poichéi geni del
metabolisno ossidatiw e coniugativo appartengona supefamiglie multigenice (i.e. CYP,UGT, GSTI), le
cui famiglie, sottofamidie e singole isoforme vengonoclassifcate sulla basedell’identita ndla sequenza
aminoacidia (Guengrich, 2003), risulta di notevole importanzaindividuare medianteallineamato le
regoni delle sequenzesu cui disegare primers specifici per una ceita isoforma e che nel contenpo
permdtano di differenziare un enama da un altro apparteente alla stessafamiglia o sottofamiglia (per
esempioCYP1A1 e CYP1A2). anchequest'ultimaanalisié stataeffettuag utilizzandoil programmecitato
stbito sopra.

Ci si e serviti successiamentedi un altro strumento informatico, I’ USCS Genome Browser (Genome
Bioinformatics Group of UC Santa Cruz: http://genome.uscedu), il qualevisudizzale sequenzgenomiche
delle specie sottopste a compkto sequenzamento mosta eni ed introni e fornisce annotazionisule
caratteristichedella sequanza stessa. Dallo stessasito si pud accedeanchea Blat, che consentedi eseguire
ricerchedi omologiatra una sequenzammessaadil genomadi organisminoti e completanentesequazat;
guesto € particolarmenteutile se si vuole capie dove la sequenzasi collochi nel genoma, in quale
cromosomaed in che posizioneesonicadi un genevadaa localizzars, € possibile,inoltre, vederese ci sono
splicing alternativi,isdforme geniche eventud polimorfismi, conoscerde giunzioni eoneintroneedavere

informazoni sullastruturatridimensiamale dellaproteinacorrelata.
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Selezione dei geni target

di ricerchebibliografiche sonostatiselezonati perle successivanalisi.

Effettoddla razza

Nella Takella 4.1.1, sonoriportatii geni, coinvoli nel metabolismoossidaitvo e coniugatvo, chesula base

Genetarget Nome ID GenBank
CYP1A1l CitoacomoP4501A1 XM_ 588298
CYP1A2 CitocomoP4501A2 XM_591450
CYP2B6 CitoaomoP4502B6 NM_001075173
CYP2C8 CitoacomoP4502C8 XM_ 868633
CYP2C9 CitoccomoP4502C9 XM 612374
CYP2C18 CitoacomoP4502C18 NM 001076051
CYP2C19 CitocomoP4502C19 XM_600421
CYP2EL Citocrono P4502E1 NM_174530
CYP3A4 CitoacomoP4503A4 NM_ 174531
UGT1Al1 | UDP glucuronositransferas1Al DQ115935
UGT1A6 | UDP glucuronosittransferasilA6 NM_174762

UGT2B17 | UDP glucuronoditransfeasi2B17 | NM_001075724
GSTAL Glutatione-S4ransferai Al NM_001078149
GST™M1 Glutatione-S4ransferai M1 NM_ 175825
GSTP1 GlutationeS+ransfeasiP1 NM_ 177516

Tabella4.1.1: Listade geri bovini selezionatperil saggiodi Real Time PCR

Scelta de primers

La progettazionadei primers e stataeseguia mediantel’utilizzo del programmaspecificoPrimer Express
2.0 (Applied Biosystems, Foste City, CA, USA), che consentedi costuire oligonucleotidi con
caatteristicheappropriate per un protocollo di Real Time PCR (Q RT-PCR) ed ottenereda profili termici
adeguati Sulla basedella sequenzali cDNA, sonostatecostruitecoppiedi primers di circa 20 nucleotidi
(range tra 9 e 40 bp), con temperaturedi appaiamentsimili traloro (compresdra 58 e 60°C, conoptimum
di 59°C) e con unadtruttura primaria tale da evitare appaament intramokcolari (ripiegamentia forcina e
dimeri di primers). La perentaledi basiGC (%GC) e stat mantenua all’interro dell'intervallo tra 20% e
80% e sono stati prefeiti primers serza sequenzdai piu G e C consecltve e conpiu ripetizioni. Infine, trai
paranetri di ricerca,la lunghezzadell’ampliconeé statadefinita tra 50 e 120 bp. Il rispettodi tutti questi
requisiti e I'idoneita dela coppiadi primers vengonoalla fine riassuntidd software con un coefficiente
numerico,definito penalty, che peressereccettalle, dovrebbeessereil piu bassgossibile.

Nel preserte studio € stab sceltocomefluoroforo il SYBR Green, un marcatoe colorato che puo legars a
gualsias molecola di DNA a doppio filamentg compres i dimeri di primers;, per evtare che la
guantificazione dell’espressionegenica venise falsata dall’amplificazione del DNA genomico(possbile
contaminantelell’estrdto) e/o dall’'eventualepresenzali dimeri di primers, nela sceltadegli oligonucleotidi
sano stati congderatianche seguentiaspeti: disegnoa cavallodelle giunzoni esoneintronee verificadella
compkmentarietatra i primers (per evitare la sintesidi dimeri) in tutte e 3 le combinazionipossibili
(forward-forward, reverse-reverse, forward-reverse) utilizzando I'applicazione Primer test del software

Primer Express 2.0.
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Per sfavorire I'amgificazione dd DNA genomicoda parte dela Taq polimerasi, nel tempo fornito per
'appaiamentoe la polimerizzazone (60 secondi) sono state presein considerazionesolo le giunzoni
corrispon@nti adintroni ddla lungheza di piu di 1 kb ed é statoverificatochele prime 2-3 basidel primer,
Subito dopo la giunzione, non corrispondesseralle prime basi del’introne Infine sonostati scelti solo i
primersin cuila giunzione cadessén corrispondenzalell’estremitd3’ del primer, accettandde poskioni tra
la metadel’oligonudeotide e la quatultimabase

| primers ottenuti sono stai poi oggetto di verifica, mediante controllo della corrispondenzadegli
oligonucleotidi stessi nonchédellamplicone, con la sequenzascelta utilizzando Blastn, disponibile come
link dd sito del NCBI.

Real Time PCR

Ciclatoretermico

Lo strumentampiegatoé il Sequence Detection System 7000 (Applied BiosystemsFosterCity, CA, USA).
Essocontieneun ciclatare termico adattoper piastreda96 pozzettied € in gracb di misurake fluorescene tra
500 e 660 nm; la sorgenteluminosaemetteradiazionielettromagnetichehevengonopoi sekzionatedafiltri
oppotuni. La fonte di emissone € una lampadaalogenaa tunggeno, al cortrario di altre tipologie di
strumenti che utilizzano un laser, la cui capada di eccitizione alla massimalunghezzad’onda € pero
sweliore, sebbenemeno uniforme (Bustin, 2002) La fluorescenzaviene eccitata dalla lampadache
distribuisce la luce a tutti i 96 campimi e la risultante emissione viene rilevata da uno spettrogafo con
cameraa dispositivo charge-coupled (CCD); i dati di emissioneadi fluorescenzail evati, per ogni campione
ogni sette secandi, vergono poi inviati ad un computer elaboratie rappresenta direttamentesottoformadi
risultati quantitativi senzgperquestaricorrerea manipolazionpostPCR.

Pernormalizzarela fluorescenzalel reporter (in questocasoil SYBR Green) e correggerde fluttuazionidel
segnaledi emissionedovutead errori di pipettamentog necessariaitilizzare, nella misceladi reazone, un
fluoroforo di riferimentointerro, defi nito passive reference, rappreseratodal ROX.

Lo strument é dotatodi un software specificoABI Prism 7000,checonsentesiadi impostara parametridi
reazionesiadi configurarei campioninellapiastra.

Al termire della reagone, che awienein due ore, il software elaboraun grafico che descrive,per ogni
reazionela cineticadi amplificazione,cioériportal’intensitadela fluorescenzad ogni ciclo. Inoltre, dopo
aver fissatoautomaicamenteo manualmentda soglia (threshold) di intensitadi emissioneJo strumento
fornisce sullabasedi questai valori di Ct per ogni canpioneamplificatoe calcda le curve standard. | dati

possoncessereesporati in Microsoft® Excel per il calmlo del’espressonerelativa.
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Allestimento della miscela di reazione
Reattivi
s PowerSYBR GreenPCR MasterMix 2X (Applied BiosystemsCoutaboeuf,France)conposa da:
enzima hotstart AmpliTaqg Gold Polymerase, mix dNTPs, MgCl,, SYBR Green PCR buffer
contenentdl fluoroforo SYBR Greenl
« Primersforward ereverse 7.5uM
« AcquaDEPC
< cDNA
Procedimento
= Scongelard cDNA edi reagentin ghiaccio(esclsala MasterMix chevaconserataa4°C)

= Allestirela misceladi reaione(volume finale 25 L) come segue:

Reagenti Volume (uL)
SYBR GreenPCRMaster Mix 2X 12.5
Combinaziongrimers F e R diluiti in acqué 7.5
cDNA 5.0

* Primers diluiti in acqua a pattire damadri 7.5 pM per ottenerele concentrazionifinali del’ordine del nM, mes® a
punto perogni gene (300~300R 0 900F-300R0 300F900R 0 900F900R).

Protocollo termico standard

Il protocollotemmico prevedele seguentfag:

1) attivazionedelllAmpliTag Gold Polimerase 95°Cper10minuti
2) dendurazione 95°Cper15secondi
3) appaamentoe pdimerizzazone 60°Cper60secondi

Le fasi2 e 3 vengoro ripetuteper 40 cicli.

Al termine dellareaziore € stao eseguitdl protocollotermicodi dissociazioneld prodotti di anplifi cazione
per caratterizzarel’ampliconespedfico ed individuareeventualiprodotti aspecifici(per esempioj dimeri di
primers); es® prevedeun lentissino e gradualeaumentodellatemperaturdcirca0.02°C/sec: 1°C/min) da
60°C a 95°C. Durantela disociazioneg il software registrale variazioni di fluoregena al variare della

temperaturadi dati cosiottenut vengnoutilizzati perla costruzonedellacurvadi melting.

M a punto dei saggi

Combinazioni dei primers

Pertutti i geniin studo sano stake messea puntole concentraziondd primers F e R chepermettesge di

ottenerela maggiorefficienzadi reazionepossbile. Perfare questo sonostatepreparge delle combinazioni
di primers (a partiredamadi 7.5 uM) per otteneredelle concentazionifinali nd mix di reazionepari a 300

nM o 900 nM. Sono pertanto statetestate per ciascungenele seguenticormbinazoni: 300F-300R, 900~

300R 300F900R 900F900R
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L amplificaziore € stat effettuatain triplicato per ciascunacombinazioneutilizzando un pool di cDNA
(composb datutte e 3 le razz miscelatein parti uguali) diluito 1:20. E’ statasceltala combinazionedi
primers ottimale sula base dell’analisi delle curve di anplificazione in rispetto delle seguenti
caratteristiche plateau ddla curva di ampificazionepiu elevab e Ct inferiore
Costruzionedelle curve standard

Le curvestandardsono statecostrute pertutti i geniin studio, utilizzandodiluizioni seriali,a corcertrazone
nota, delo stes® pool di cDNA utilizzato perla messaa puntodellacombinazionedd primers. Essesmo
important per valutarel’effi cienzadel’amplificazione e servonoa correlare lineamenteil Ct e la quantita
iniziale di cDNA o RNA totale pres@ate nel campionen analisi(Wonge Medrano,2005).

Le diluizioni serialisonostatealegtite secondaun fattore 10, partendgero,peracuni geni, dauno standard
iniziale differente (diluizione 1:3 0 1:5).

Ogni diluizione, per un totaledi 5, e stataamplificatain triplicato, per avere unamaggioreriproducibilita;
inoltre per ogni gene sonostatiallestitiduecontrolii negativi:

- NTC (no template control) non conenentecDNA, a fine di evidenziareeventuali
contamnazioninellamix;

- RT- (no reverse transcription) in cui non & avvenutda trascrizionenversaa calsa
dell'assanza dell’enzima, al fine di evidenziareeventuali amplificazioni del DNA
genomicocontaminante

La curvastandarc statacostuita riportandoin ordinatai valori di Ct (o megio, la media dei Ct per ciascun
triplicato) edin asissail logaritmo in basel0 delle diluizioni: é statocosipossbile determinard’efficienza
dellareazionecorsiderandola pencenzadellaretta (slope).

Sullabasedei dati ottenuti dalle curve standardsonostde costuite anchele curve di validazime,riportando
in ascissal logaritmodelle diluizioni del canpioneedin ordinat la differenzadei valori di Ct di ciascun
gere target con i rispettiv del gene seleziomto come reference (ACt). La linea che interpolai purti

dovrebbeessergaralelaall’ assedelle X edavereunapendenzanferiorea0.1.

Verificadegli ampliconi mediante analisi delle curve di melting e PCR end-point

Per testare ulteriormentela funzionalita dei primers e quindi verificare che la lunghezzadellamplicore
ottenuto corrigpondaa quella attesae chenon siaavvenutd’amplificazionedi prodotti aspecifi¢, sonostate
eseguiteunareazionedi PCR end-point seguia da elettrobresisu gel di agaraio e I'analisi delle curvedi

melting perciascungeneconsideato.

La reaziore di PCR end-point & stataallestta utilizzandol’enzimaGoTad’ Flexi DNA Polimerasi(Promeg
Italia, Milano, Italia) e come tampone il 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, contenentegia due diversi
coloranti(blu e giallo) che si separao durantel’elettroforesi:queso buffer permettedi evitarel’aggiuntadel
tamponecolorante(necessad permonitorareil fronte di migrazione)al momentodi caricarei campioniper

I'elettroforesi.
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Lareazionedi PCRe stataalledita come segue:

Reattivi Volume (pL)
5X GreenGoTag® Flexi Buffer 8.0
MgCl, 25 mM 2.4
dNTPs10 mM 0.8
Primer F7.5uM 2.2
Primer R7.5uM 2.2
GoTadf Flexi DNA Polimeias 0.3
Acqua 221
Pool cDNA 2.0
Volumefinale 40.0

I campioni sorp stati incubati nd temmociclatore Tpersonal(Biometra, Milano) e sdtoposti al seguente

protocollotermico:

a) Attivazionedell’enzima 95°Cper3 minuti

b) Dendurazione 95°Cper30secondi
¢) Appaamento 58°Cper45 secondi
d) Polimerizzazione 72°Cper30secondi
e) Estensonefinale 72°Cper5 minuti

f) Disativazionedell’enzima 4°C per5 minuti

g) Conservazione 18°C

Il ciclo comprendentepasagyi b, c, d é statoripetuto35 volte.

Scelta del gene reference

La comparazionedi canpioni diversi richiede una normalizzazone, per compensarele differenz
quantitative del materiaé biologico presené nei campbni. La stabilita dell’espessioneli un genestandarde
un prerequigo fondamentaleper la normelizzazionedei dai di espressionali un genetarget. Nella
guantificazione relativa, la standartzzazione mediante un gene diverso da quello in andisi, la cui
espessionesi ritienesiacostarte, € il metodopiu utilizzato.

E’ statodimostratotuttavia chel’espresione dei geni,consideratdi riferimento,puo variare pereempioin
risposta a maripolazioni sperimental o in condizini fisiologiche individuali diverse o in seguito alla
samministrazionedi sostaze che ne modulanola trasaizione (per esempio,desametame, ormone della
crescta, vitaminaD, ecq. Perquestomotivo non edste unastrategiadi nomalizzazioneutilizzabile in tutti
gli espeimenti, bens ogni ricercdore dew idertificare e validare il metodo piu adatto alle profrie
condizionisperimerali.

Nella presentetesi, sono stati scdti tre geni housekeeping, candidatia essee utilizzati come geni di
riferimento nel saggo di Q RT-PCR (tabela 4.1.2); sonostat tesat i loro livelli di esprasione, che

dovrebbeo rimanerepresochécostantinei gruppi soggettiad analisie nonrisentiredel trattamentqquesb
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secondoaspettoe statoteshto nedi espenmenti descritti successivaente,in cui gli animali sono stati

satopostia trattamentifarmaalogici).

Genereference Nome ID GenBank

ACTB B-acina NM_173979

B2M B2-microglobulina NM_173893
TBP TATA box binding protein | NM_001075742

Tabella4.1.2: Genihousekeeping candiddi ad essee sdezionati come reference peril saggiodi Q RT-PCR.

Pervalutarela variabilita dei tre gen nei campioniutilizzati, € statoeseguio un esperimentan cui il cONA
di tutti gli animalie stato ampifi catocon primers specifici disegnati per ciascur dei tre geni reference, in

rispetto delle carateristichesoprariportate

Sorp stati calcdati, per ogni gene:i valori di ACt corrispondeti alla differenzadel Ct mediodd gruppodi

riferimentoo di controllo(in questocasoCH) e degli altri gruppioggettodi analisio sottopat atratamento
(in questa sperimentaibne, nello spedfico, PM e BA); il range di ACt, dato, pea ogni singola tesi
sperimentale dalla sommadoria in valore assolutodei ACt prima calcolati (ndl'ambito dello steso
esperimeto); il range di Ct coriispondenteper ciascungene,alla differenzatra il Ct massimoe minimo
evidenZati tratutti i soggetti apparenentiallo stessaesperimento.

E’' statainoltre effettuata I'analisi statistica (ANOVA + post test di Tukey) utilizzando il programna
GraphPad Prism4 (San Diego, CA, USA), per evidenziaresventualidifferenzestatisticamer significative
trai gruppiin studio.

Analis dei campioni e quantificazionerelativa

L’ andisi dei profili di espessiore dei gen target nei campioni di fegatoé stat condottaanplificando il

cDNA di tutti i camponi, perciascungenetarget edil relaivo gere di riferimenta

Il cDNA dei campionianalzzati, ottenutomedianteretrotrasazione di 2 pg di RNA, é statodiluito con
aqquasecmdoil rappato 1:20;in ogni pozzettosao statiquindi caricati25ng di cDNA.

Le impostazion di default del software ABI Prism 7000 SDS 1.1 ed in paticolare del programna, che
permdte lo studiodeidai ricavatidall’analis in Q RT-PCR sonostate modificae genepergene;i dai sono
statianalizzatifissandovalorn di threshold e baseline idoneiad otteneredei buonitracciatidi amplificazione.
| valori di quantificatone relativa sono stat quindi calolat medianteil metodo matematicodd AACt

secondda formula 24" di Livak e Schmittgen(2001), espimendoalla finei risultati comefold change,

cioé comenormdizzati sullamediadd gruppo sceltocomecontrollg, alla qude e statodao un valore pai a
1.
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Allestimento delle frazioni subcellulari epatiche microsomiali e citosoliche
(Nebbiaet al., 1993)

Reattivi

« KCI 1.15%in acqua
« Tamponegosfato0.1M, pH 7.4
+ Tamponedi omogeneizazione(1L) in tampondosfato (TP):
» Tris-aceta0 0.1M
« KCI0.1M
« EDTA1mM
e Idrossitoluenebutilato 18 uM
+« Tamponedi lavaggio(500mL) in acqua:
e Sddio pirofodato (Na;P,0;) 0.1 M
+ Tamponedi storaggio(250mL) in TP:
« EDTAO0.1mM
e Glicerolo20% (v/v)

Procedimento

N.B. Tutti i passaggvengno effettuati in ghiaccio

Prelevae da ogni animale un’aliquota di fegatodi 15-20 g, perfonderecon siringa con la soluzionedi
KCI 1.15%eda<siugae con cartaassobente. Riporree conservaren ghiaccio.

Sminuzzare finemene con forbici, mettere nella camicia del potter ed aggiungere tampone di
omogeneizzazionén mododaavere un omogenatal 25%o0 al 33%

Omogenareonpotter, 4-5 strokes comget.

Filtrarerapidamenteugarzae raccoglierd’omogenab ne tubi.

Bilanciarei tubi e centrifugarea 10.000xgper 20 min a 4°C, in modo da ottenerela frazione post
mitocondrale.

Recupeare tutto il surnatate e riportare al volume originario con lo stesso tanpone di
omogeneizzaziondlescolae perinversione.

Bilanciare i tubi e centifugare a 105.000xg per 60 min a 4°C, al fine di ottenee la fradone
microsomiale.

Traderire il surnatantdCITOSOL)in eppendorfscartadoil “fluffy-layer”, corgelark in azoto liquido
e conservarlea-80°C.

Lavarei microsomiaggiungendoil tamponedi lavaggiq risospenderdeneil fondello conbacchettali
vetro,sonicaree riportare ogni tuboa volume originario.

Bilanciarei tubi e centifugare a 105.000xgper45min a4°C.

Eliminareil surnatate, aggiungere il tamponedi storaggio,risospenderd fondello con bacchettadi
vetroe sonicare.

Ripartire la sospensionenicrosomale in eppendorfcongelaren azoo liquido eriporrea-80°C.
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Dosaggio delle proteine citosoliche e micr osomiali
(Lowry et al., 1951)

Principio: la concentrazione proteica viene valutata mediante la formazione di un complesso di colore blu,

che s 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’intensita della colorazione € proporzionale alla

concentrazione proteica.

Reattivi

% NaOHO0.5N

% Albuminadi sierobovino

+ Reattivodi Folin-Ciocalteauiluito 1:2 (v/v) in acqua
%+ Na,CO; 2%in acaqua(p/v)

s CuSQ, 1%in acqua(p/v)

+ Sodi-potassiotartrao 2% in acqualp/v)

Procedimento

Preparazioe del reattvo di Lowry: a 98 volumi di Na,COs , aggiungereun volume di CuSQ, ed un
volumedi sodicpotassidartrato.

Preparazioe del campioneprotdco: diluire la sospensionenicrosomialeo citosdica con NaOH 0.5 N
nelrapportol:20 (v/v).

Preparazioe dello standard prepaare una soluaone madredi albuminabovina pari a 500 pg/mL in
NaOHO.5N.

Allestire concentrazioi di standardproteicoda0 a 150 pg/mLin NaOH 0.5 N, in un volumefinale di
500pL, al fine di ottenee unacurva standard.

Aggiungere475uL di NaOHO.5N a 25 pL dellasospensioneicrosomale o citosolicadiluita.
Aggiungerenei campionie neglistandad 2500uL delreattvo di Lowry, vortexareedattendee 15 min.
Aggiungere250 uL del reattivo di Fdin, vortexareedattendee 30 min.

Leggerde unitadi assobanzaa 720nm.
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Dosaggio del contenuto di citocr omo P450 in micr osomi 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 (concentrazioniinali)

s Tampondosfato0.1 M, pH 7.4—glicerolo20% (v/v) atemperatur@ambiente
+« Sodb ditionito 4.58mM in acqua
% Bomboladi CO

@

«» Microsomi

Procedimento

Scongelati microsani a 37°C, prelevare150 uL, portari a 3 mL conil tampone fosfato-gliceroloin
conicadi plasticacontappo; vortexare,aggiungerelO uL di soluzionedi sodo-ditionito e vortexare.
Ripartire in duealiquae da 1.5 mL in cuvettesen-micro di plasica UV-grade, tappae ed es@uire la
lineadi base(500-400nm) conlo spetrofotometro.

Memorizzarda lineadi base.

Traderireil contenub dellacuvetacampionenellaprovettae gasarecon CO per30 secondi.
Riempirenuovamentda cuvetta campiore, tapparead attendere3 min.

Ripeterela scangone (500-400nm) e memorizzarla

Dopoave sottrattoelettroricamentdalineadi base calcolreil conenub di P450.

Deter minazione ddl glutationeridotto
(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; I’ anione prodotto, indice della concentrazione di GSH, presenta una

caratteristica assorbanza a 412 nm.

Reattivi (concentrazionifinali)

% TPO0.1M,pH8—-EDTA5mM in acqua

+« AcidotricloroaceticoTCA) 5% (v/v) - EDTA 5 mM in acqua

« 5,5’ —ditiobis[acido2-nitrobenzoto]) o reattivodi Ellman,0.1mM in metanolo(MeOH)
+« Citosol nondiluito

« StandardzSH:0.1mg/mL inTP0.1M, pH8 —EDTA 5 mM

Procedimento

Preparara campioniedi bianchiconTP—EDTA, TCA —EDTA.

Certrifugarea 2000rpmper25min a4°C.

Prepararen un nuowo tuboi camponi conil sumatante. TP —EDTA ereativo di Ellman.

Attendere 5 min a tenperaturaambiente e leggerele unita di assorbanza 412 nm controil bianco

assolub.
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Determinazione della NAD(P)H citocromo c riduttas
(Thomford e Dziuk, 1986 modificato)
Principio: la NADPH-citocromo P450 riduttas e la NADH-citocromo P450 riduttas sono delle

flavoproteine microsomiali, la cui attivita s determina valutando |’ entita 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)

« Tamponegosfato0.1M, pH 7.6

« NaCN1.224mM in acqua

% NADPHO0.2mMinTP

% NADH 0.17mMin TP

+« Citocrono c: 0.775mg/mLdi TP

+« Microsomi: 0.01-0.02mgdi proteirain 25 pL (diluire in TP).

Procedimento
» Preparara campioniedi bianchi.

= Metterele cuvettenello spetrofotometroa 37°C edattendere3 min.
= Aggiungerenellacuvetta campione100puL di NADPH o NADH.

= Monitorarel’aumentodell’assobanzaa 550 nm per3 min.
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Attivita catalitica CY P-dipendente

Determinazione delle attivita di N-demetilazione attraver so la misurazione della formaldeide liber ata
(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 A di
eccitazione € 410 nm, quella di emissione € 510 nm.
Reattivi
« TrissHCI0.1M, pH 7.4
»  SistemaigenerantdNADPH (concentraioni finaliin Tris-HCl):
« NADPO0.32mM

¢ Glucosio6-fosfato6.4 mM

>

L)

L)

¢ Glucosio6-fosfatodeidrogenasi
e MgCl, 5mM
« EDTA0.8mM

K/
0‘0

Redtivo di Nash(in acqua):
« Ammonioacetato 15% (p/v)
e Acido aceticoglacide 0.3% (v/v)
* Acetl-acetoné.2%(v/v)

0‘0

Substati (concentrazioifinali):

e Aminopirina5 mM in aajua;incubazio® 20 min.

Benzfetaminaloridrab 1 mM in acquajncubazionel5 min.

Eritromicinal mM in etando; incubazonel5 min.

Etilmorfinacloridrato6 mM in acqws; incubazonel5 min.

TriacetiloleandomicindTAO) 0.3mM in etanolq incubazone 15 min.
TCA 10%in acqua

Microsomi: 1 mgdi proteina

0’0

R/
0’0

Procedimento

» Preparara@ campioniedi bianchi.

* Preincubare campionia 37°C per1 min. Nonincubarei bianchi.

* Incubarea37°Cconagitaioneper20min.

» Interromperelareazionend campioni conTCA 10%edaggiungere substati neibianchi.
= AttenderelO min e centrifugare bianch e campbni a 1.850xgper10min a4°C.

= Prelevae 1 mL di surnganteedaggiungerel mL delreattivodi Nash.

* Incubareper10mina60°C

= AttenderelO min atenperturaambiene e misurarele unitadi assorbanza412nm.
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Deter minazione della benzo[a]pireneidrossilas
(Nebet e Gelboin,1968)

Principio: I'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. Trattandos di metaboliti altamente instabili e di difficile
reperibilitd 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

% TPO0.05M, pH7.25

« Esancacetone3.25: 1 (v/v)

« NaOH1N in acqua

% NADH 0.39mM in TP

% NADPHO0.36mM in TP

« Berzo[a]parene0.08 mM in dimetilsulfossido(DMSO)
+ Microsomi:0.4— 1 mgdi proteina(diluire conTP)

% Acido solforico(H,SOy) 0.1 N (v/v) in acqua

++ Chinina solfato 2 mg/mL di acido solforico - soluzione madreda diluire per curva standard per

avere concentraziondi chininada0.25a20 pg/mL

Procedimento
= Preparara campioniedi bianchi.
= Denaturare bianchiin acquabollente
= Incubare campionia37°Cconagtazioneper10 min.
= Bloccarelareazionecon esanc- acetone.
= Aggiungerebenzo[a]piere, NADH+NADPH edesano- acetonenei bianchi
* Incubarea37°Cper7 min conagtazionee agitareperaltri 3 min.
= Cenrifugarea2.500xgper15mina4°C.
» Prelevae 1 mL dellafaseorganicaedaggiungere8 mL di NaOH1 N.
» Estrarrevigorosamentsuagtatore di provete per 3 min.
» Prelevae 1l mL dellafaseacquosa

= Leggerde unitadi fluoresenza (A eccitazione 396 nm, A emissone: 522nm).
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Determinazione dell’anilina idr ossilas
(Mazel 1971)
Principio: I"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
« TrissHCI0.1M, pH 7.4
+ SistemaigenerantdNADPH (concentraioni finaliin Tris-HCI):
« NADPO0.32mM
*  Glucosio6-fosfato6.4 mM
¢  Glucosio6-fosfatodeidrogenasi
e MgCl, 5mM
+ EDTA0.8mM
+ Anilina idrocloruro5 mM in Tris-HCI
% Sodpo carbonatqdNa,COs;) 10%in acqua
+ NaOHO0.2N in acqua
s Fenolo2%in NaOHO0.2N - soluzionerivelatrice
« TCA 10%in acqua
+« Microsomi:1 mgdi proteina(diluire conTP)
+ 4-aminofenoldd.375mM in acqqua = solwzionemadreper curva degli standad
Procedimento
» Preparara@ campioniedi bianchi.
* Preincubare campionia 37°C per1 min.
* Incubarea37°Cconagitaioneper20min.
» Interromperelareazionend campioni conTCA 10%edaggiungere substati neibianchi.
= AttenderelO min e centrifugare bianch e campionia 1.850xgper10min a4°C.
* Prelevae 1 mL di surnganteedaggiungere0.5mL di Na;CO; 10%e 1 mL di soluzonerivelatrice.
= Incubareper30mina37°C.

=  Misuraele unitadi assorlnzaa 630nm.
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Deter minazione della p-nitrofenolo idrossilas
(Reinkee Moyer, 1985, modificab)
Principio: I’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
% TrissHCI0.1M, pH7.4
+ SistemaigenerantdNADPH (concentraioni finaliin Tris-HCI):
« NADPO0.32mM
*  Glucosio6-fosfato6.4 mM
¢ Glucosio6-fosfatodeidrogenasi
e MgCl, 5mM
+ EDTA0.8mM
« p-nitrofenolo0.2mM in Tris-HCl
« TCA 10%in acqua
+ NaOH10N in acqua
+ Microsomi:1.5 mgdi proteina(diluire con TP)
Procedimento
» Preparare@ campioniedi bianchi.
* Preincubare campionia 37°C per1 min.
* Incubarea37°Cconagitaioneperl5min.
» Interromperelareazionend campioni conTCA 10%edaggiungere substati neibianchi.
= AttenderelO min e centrifugare bianch e campionia 1.850xgper7 min a4°C.
» Prelevae 1 mL di surnganteedaggiungere100uL di NaOH 10N.

= Attendere6-7 min atemperaturanbiente,quindi misurae le unitadi assorbanza 546 nm.

122



Effettoddla razza

Identificazione del testoster one 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 I'identificazione, tramite
separazione, degli analiti presenti in una soluzione. La separazione degli analiti si verifica in base alla loro
affinita per le due fasi non miscibili utilizzate, ossia una fase mobile liquida costituita da diversi solventi, che
fluisce in una fase stazionaria solida cogtituita da un supporto inerte in una colonna metallica. Cio
determina un’eluizione degli analiti a tempi diversi, segnalata da un rivelatore UV/VIS o fluorimetrico, e la

loro separazone ed identificazione.

Reattivi (usati per la determnazione del tesbsteronee dei metdoliti idrossilati medianteHPLC e per
I'allestimentodellerettearalitiche)

+ DiclorometangJ.T. BakerMallinckrodt, Olanda

+«» Acetonitile (ACN), J.T.Baker Mallinckrodt, Olanda

+ MeOH HPLCgrade J.T.Baker Mallinckrodt, Olanda

« AcquamilliQ

+ Cortexolone(4-Pregnenl7,2tdiol-3,20-dione),100uM, Sigma,ltalia

% TesbsterongTST: 4-Androsen178-ol 3—one)10 mM e 1 mM, Sterdoid, USA

+ Androgenediond AND: 4-Androsten3,17-dione)1 mM, Steraloid USA

s 2B-TST (4-Androsten-2, 17p-diol- 3—ong 1 mM, Stealod, USA

¢ 60-TST (4-Androsten6a, 17p-diol- 3—one) 1 mM, Steralad, USA

« 6B-TST (4-Androsten6p, 17p-diol- 3—ong 1 mM, Stealod, USA

s 7o-TST (4-Androsten7a, 17p-diol- 3—one) 1 mM, Steralad, USA

« 11a-TST (4-Androstenlla, 17B-diol- 3—ong 1 mM, Steralad, USA

« 11B-TST (4-Androstenl11p, 17p-diol- 3—ong 1 mM, Steralad, USA

« 16a-TST (4-Androstenl6a, 17B-diol- 3—ong 1 mM, Steralad, USA

< 16B-TST (4-Androstenl6p, 17p-diol- 3—ong 1 mM, Steralad, USA

« 16-cheotesbsterme (4-Androsen17p-ol- 3,16 —dione)2 mM, Sigma, Italia
TST edi suoimetabolitisano preparatiin MeOH.
Per l'allestimento della retta di targura (usata per la verifica della linearita dela rispostadel
detector) e statapreparatainasduzione mix 50 UM contener# tutti gli standardli riferimento;tae
soluzioneé stataquindi diluita con acqua per otteneresoluzioni a concentrazionscalari(0.1, 0.5,
1.0,2.5,5.0,10e25uM).

123



Condizioni HPLC
Condizioni strumentali

FaseA: acqua

FaseB: ACN

FaseC: MeOH
Fasemobile: A:B:C, 80:10:10,v:v:v
Gradiente:
0] AB:C 80:1010
10’ AB:C 80:1010
30’ AB:.C 70:2010
35’ AB:C 70:2010
45’ A:B:C 50:4010
50’ AB:C 50:4010
51’ AB:C 10:7020
52’ AB:.C 10:7020
53’ A:B:C 80:1010

Strumentazione

Gastar GT-103
Jascd_G-980TernaryGradiern Unit
JascdPU-980IntelligentHPLC Pump
JascAS-950IntelligentSanpler
JascdJV-975Detecta

Colonna XTeraMS C185 pm30x150mm Waters(USA)
Parametri analitici

Fluss0:0.5 mL/min

Volumedi iniezione:10uL

Tempodi analig: 60 min
Lunghezad’onda:247 nm

Procedimento

Effettoddla razza

Perla valutazionedella resadi estazone la matrice(microsomiepatici,0.2 mg proteira/mL; n = 3 repliche

per ciascuna concentrazbne) € stataaddizionatacon soluzionemix di TST, 2B-TST, 6a-TST, 6B-TST, 7o-
TST, 11a-TST, 113-TST, 160-TST, 163-TST, AND, 16 chetdesbgerone diluita con acquain modo da

ottenere sospesioni microsomali contenenti standarda concentrazionicompresetra 0.1 e 25 uM. La

saspensbnemicrosoniale é stataquindi diluita 1:4 condiclorometanoportat a seccoe ripresacon 100 pL

di soluzioneMeOH:acqua 1:5 (v/v).

Le equazionidelle rette aralitiche cosi ottenutesonostateutilizzate assiemea quelle di taratura(rette dedi

standardperil calcob ddla resapercentualedi estazione.
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Deter minazione dell’ etossir esor ufina-O-deetilas (EROD) mediante HPLC
(Pegob et al., 2007)

Principio: la deetilazione dell’ etossiresorufina viene determinata misurando in fluorimetria la quantita di

resorufina formatasi. L’attivita dell’enziima destilante, CYP-dipendente, s desume rapportando la

fluorescenza relativa ottenuta, con quella di quantita note di resorufina.

Reattivi

MeOH HPLC grade J.T.Baker, Mallinckrodt, Olanda

AcquamilliQ

EtossiresorufindETR: Sigma, Italia) 0.8 mM in MeOH - soluzionemadresubstato

Resorufing Sigma,Italia) 4 mM in MeOH - sduzionemadremetabolia

NaHPO, * 2H,0 (Sigma,ltalia) 25 mM

NaH,PQ, * 2H,0 (Sigma,ltalia) 25 mM

NaHPO, * 2H,0 50 mM

NaH,PO, * 2H,0 50 mM

MagnesidCloruro (MgCl,) 0.1 M, RPE,Merck

B —NADPH salesodico(Sigma,ltalia) 10 mg/mL

TP25mM, pH7.0

TP 50mM, pH 7.4 perincubazonemicrosomi

Soluzionidi lavoro peri recuperi:diluire la soluzionemadredi reorufina4 mM con fase diluerte
costituitada TP 50 mM pH 7.4: metanolo(50:50, v/v) perotteneresoluzioni a concentrazionscalar
(160,80,40,20,10,5,2.5,1.25,0.625uM)

Soluzioniperla costruzone delle rette analitiche:diluire la solizionemadredi resorufinad mM con
fase diluente costituta da TP 50 mM pH 7.4 : metanolo(50:50, v/v) per otteneresoluzioni a
corcentazioniscalai (4,2,1,0.5,0.25,0.125,0.0625,0.0313,0.0156,0.0078uM)

Sospensionaicrosoniale 2 mg/mLin TP50mM pH 7.4

Condizioni HPLC

Condizioni strumentali

Fasemobile

FaseA: TP25mM, pH 7,0
FaseB: MeOH

FasemobileA:B 58:42,viv

Separazioein isocratica

Strumentazione

PompaJascdPU — 980
DegasitoreJascdDG — 1580-53
Autocampionatore]JascoAS — 1555
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Fluorimetro, JascoFP- 920

Colonna LUNA C18, 100A, 150mm X 4,6 mm, 5u
Parametri analitici

Flusso:0.8 ml/min

Volumed’iniezione 10 ul

Tempodi analis: 9.20min

Lunghezad’onda:

EX: 530nm

EM: 580nm

resaufina;

Procedimento
» Prepararda soluzioredi ETR 20 uM diluendol:40la soluzionemadredi ETR 0.8 mM.
* Incubare microsominellesegienticondizioni:
Concentrazioneroteicafinale= 0,2 mg/ml
Concentrazion&gCl, = 0,1 M freddo
Concentrazion® ADPH = 10mM
Concentrazion&TR = 0,5uM
Volumetotale= 400 pl.
= Scongelaren ghiaccioi reagenti dautilizzare e preparara bianchi(campionisenzaNADPH), i bianchi

assoluit (campionisenzasubstrato) edi campionj secandoil seguenteschema:

Reagenti Bianchi (uL) Bianchi assoluti (pL) Campioni (pL)
TP50 MM pH 7.4 340 310 300
MgCl, 0,1 M 10 10 10
Microsomi(2 mg/ml) 40 40 40
ETR20pM 10 - 10

* Preincubargperl min a37 °Cin un bagnettdermostatato

= Aggiungere40 pl di NADPH 10 mg/mltrannecheneibianchi

= Incubareper3 mina 37 °C in agitazbne e metterein ghiaccia

= Aggiungere400pul di MeOH fredd (tenutoa +4°C) e mescolareonvortexper 30 seondi.

= Teneren ghiaccioper 15 min.

= Certrifugarea 6000xgper20 min a+4°C.

» Prelevae 200uL del sumatantecon pipettapasteur, inseriti in vials e iniettarein HPLC.

Le equamni delleretteanaliiche sonostateutilizzateassieme quelledi taratura (rettedegli stardard)peril

cdcolo dellaresapercentwaledi estrazone.

Calcolo ddll' attivita di EROD:

nmali/mg proteina,min = [Concentraziae uM/(3*0.2)]
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Determinazione della tolbutamide 4-idrossilasi (TBT4-OH) mediante HPLC
(Pegob et al., 2007)

Principio: I'idrossilazione della tolbutamide viene determinata misurando la quantita di  metil-

idrossitolbutamide formatasi. L’ attivita dell’enzima idrossilante, CYP-dipendente, s desume rapportando

I” assorbanza relativa ottenuta, con quella di quantita note di 4-idrossitolbutamide.

Reattivi
« MeOH HPLCgrade J.T.Baker, Mallinckrodt, Olanda
% ACN, J.T.Baker,Mallinckrodt, Olanch

< AcquamilliQ

« Acido aceticoglaciale J.T.Baker, Mallinckrodt, Olanda

+« Acido cloridrico 2 M, J.T.Baker,Mallinckrodt, Olanca

+» ClorpropamidgSigma, Milano, Italia) LmM - sduzionemadrestandad intemo

+« Tolbutamide(Sigma,Mil aro, Italia) 10 mM - solwzionemadresubstrato

¢ 4-idrossitolbutamid€Sigma, Mil ano,ltalia) 1 mM - solwzionemadremetabolia

« Tamponeammonioaceato(Fluka Milano, Italia) 10mM pH 4.3

% NaHPO, * 2H,0 (Sigma,Milano, Italia) 0,1M

< NaH,PQ, * 2H,0 (Sigma,Milano, Italia) 0,1M

s TPO0.1M, pH 7.4 perincubarmne microsomi

+ TP acidificato: mettee in provettada 15 ml, 10 ml di TP a pH 7,4 e aggiungerel ml di aado
cloridrico2M

+ Magnes Cloruro(MgCl,) 0.1 M, RPE,Merck

% B-NADPH salesodico(Sigma,Milano,Italia) 10 mg/mL

% Soluzionemadremix 50 uM di tolbutamide, 4-idrossitolbutamide= clorpropanide da diluire per
otteneresoluzionidi lavoro a concentrazionscalan (5, 3.5,2,1.5,1, 0.5uM)

+ Soluzioniperla costruzone delle retteanaltiche: diluire la soluzionemadredi 4-idrossitolbutarde
10 mM con fase diluene cosituita da acqua:ACN (5050, v/v) per ottenere soluzioni a
corcentazioniscalai (200,140,80, 60,40, 20,10 uM)

« Sospensioneicrosoniale 12.5mg/mLin TP0.1M pH 7.4

Condizioni HPLC

Condizioni strumentali

Fasemobile:
FaseA: tamponeammonioacetab 10 mM, 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 degastore:JascdPU—2089PLUS

AutocampionatordascoAS — 2055PLUS

Rivelatorespettrofotonetrico JascdJV 2070 PLUS

Colonna LUNA C8, 100A, 250mmX 3 mm,5u

Parametri analitici

Flusso:0.5 ml/min

Volumed'iniezione:50 ul

Tempodi analis: 30 min

Lunghezad’onda:230 nm

Procedimento

» Prepararda soluziore di tolbutamde 60 mM.

= Incubare microsominellesegienticondizioni:
Concentrazionerotdcafinale= 1.25mg/ml
Concentrazion&gCl, = 0,1M freddo
Concentrazion&lADPH = 10mM
Concentrazion&lbutamide= 1.5 mM
Volumetotale= 400 pl.

= Scongelarén ghiaccioi reagenti da utilizzare e preparara bianchi(campionisenzaNADPH), i bianchi

assoluit (campionisenzasubstrato) edi campioni,secadoil seguenteschena:

Reagenti Bianchi (uL) Bianchi assoluti (uL) Campioni (uL)
TPO.1MpH7.4 340 310 300
MgCl, 0,1 M 10 10 10
Microsomi(12.5mg/ml) 40 40 40
Tolbutamde 60 mM 10 - 10

* Preincubareger5 min a37 °C in un bagnettdermostatato

= Aggiungere40 ul di NADPH 10 mg/mltrannechenei bianchi
» Incubareper30 min a 37°C in agtazione e metterein ghiaccio
= Aggiungere2 mL di ACN freddo(tenutoa +4°C).
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Aggiungerel0 pl di clorpropanide 0.5 mM.

Metterenell'agitatorei campion per15min a640rpm.

Prelevae dalle provette 2 ml di solventeestiaente(sotb cappa)e traderirlo in altre provette.
Portareaseccaa 40°Cconil sisemadi evaporazionacentifuga(STEPBO EZ2 PLUS).
Riprendera campionicon400pl di TP acidificatoe vortexae per3 min.

Prelevae 90 ul perogni provetta,trasferirli nelle vials ediniettarein HPLC.

Le equamni delleretteanaliiche sonostateutilizzateassieme quelledi taratura (rettedegli standardperil

cdcolo dellaresapercentwaledi estrazone.

Calcolo dell’ attivita della 4-idr ossitolbutamide:

nmali/mg proteina,min = [Concentraziae pM/(30*1.25)]

129



Effettoddla razza

Attivita catalitica UGT -dipendente
Determinazione delle UGT
(Antoineet al., 1988)
Principio: I’attivita delle UGT viene determinata valutando I’ entita della liberazione di UDP a seguito del

legame tra il substrato e I’acido uridin-difosfo-glucuronico (UDPGA), che awiene durante la reazione di
glucuronidazione. L’ UDP reagisce quindi con il fosfoenolpiruvato (I’enzima che catalizza tale reazione € la
piruvato chinas), 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 pud essere monitorata
in continuo, spettrofotometricamente, a 340 nm, ed é indice dell’ attivita delle UGT.
Reattivi
« TanponeTris-HCI 75 mM — MgCl, 5 mM, pH 7.3in acqua
+ FosfoenolpiruvatdPBEP) sak di potassidd.2mM in Tris
« NADH 0.2mM in acqua
+« Piruvatoechinasi(PK) 5U in Tris
+ Lattatodeidrogmasi(LDH) 2.5U in Tris
< UDPGA1.5mMin Tris
+ p-nitrofenolo0.3 mM in miscelaetanob : acqual:1l
+ 1-naftolo 0.3mM in etando
+ Microsomiattivati 0.15—0.2mgdi proteina
Procedimento
= Attivare microomi: miscelae 20 pL di Triton X-100 0.25% in Tris ogni 100 pug di protene
microsomiali Congervare in ghiacdo edattenderalmeno45 min per I'attivazione.
= Prepararal mix contenerg Tris-HCI, PEP,NADH, PK, LDH, UDPGA ei substratimiscelarebene.
* Porele cuvettenello spetrofotometro a 37°Cedattendere3 min.
= Aggiungerei microsomi, secondole quantitadi proteinaindicate, quind monitorarel’aumento di

assorbazaa 340nmper3 min.
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Attivita 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 attivita
enzimatiche possono essere monitorate spettrofotometricamente, a lunghezze d' onda diverse, a seconda del
substrato impiegato.
Reattivi
« CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzng 1 mM in DMSO
+ DCNB (3,4-dicloronitroberzene)l mM in DMSO
+ GSH1mM perCDNBInTP0.1M pH 6.5
+ GSH5mMM perDCNBIinTP0.1M pH 7.5
< TPO0.1M, pH6.5perCDNB
< TPO0.1M, pH7.5perDCNB
+« Citosoldiluito in TP, perunaconcetrazioneproteicaparia:
¢ 0.005-0.05mgdi proteinaper CDNB
¢ 0.15-2mgdi proteinape DCNB
Procedimento
» Preparara@ campioniedi bianchi.
» Miscelarebene,quindi monitorare I'aumentodi assobanzaper 3 min alla lunghezad'ondadi 340 nm
perCDNB e 345nm perDCNB.
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| mmunoel ettr ofor esi

L’immunoelettroforesi s dividein due fasi principali: I’ elettroforesi e |Iimmunoblotting.
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 velocita 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 eil 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 dettrico, 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 I'antigene di interesse, nel nostro caso una
particolare famiglia di CYP, e s realizza tramite I’ utilizzo di un anticorpo primario specifico (mono- o
policlonale) che si leghera esclusivamente con la banda che contiene I'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 |’ aggiunta del substrato cromogeno,
dara luogo alla colorazione della banda di nostro interesse (Poli et al., 2005).
La chemiluminescenza, che s origina sulla superficie della membrana di nitrocellulosa dopo il contatto con
il substrato cromogeno, € 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%- bisacilamide (AppliChem Milano, Italia) 0.8%in acqua
«» Tris-HCI (AppliChem Milano, Italia) 1 M pH 8.8in acqua
« TrissHCI 1 M pH 6.8in acqua
+« Glicerolo (Invitrogen,Milano, Italia) 80% (v/v) in acqua
« EDTA (Invitrogen,Mil aro, Italia) 0.25M in acqua
« SDS(AppliChem Milano, Italia) 20% (p/v) in acqua
% TEMED, BioRad Milano, Italia
« B-mercgptoetanoloBioRad Milano, Italia
+« Blu di bromofenolol% (p/v), Sigma Milano, Italia
+« Ammoniopersolfato(Sigma Mil ano,Italia) 10% (p/v) in acqua
« Gel di separaziondconcentezioni finali in 7.5 mL): acriamide 10%-bisacrilamide0.2®%6 (p/v),
Tris-HCI 0.25M pH 8.8, glicerolo 10% (v/v), EDTA 1 mM, SDS 0.2% (p/v), TEMED 0.067% (v/v),
ammoniopersolfato0.1% (p/v) in acquabidistillata
% Gel di concentrazine (corcentrazion finali in 2.5 mL): acrilamide4%:-bisacilamide 0.11% (p/v),
Tris-HCI 0.125M pH 6.8, glicerdo 10% (v/v), EDTA 1 mM, SDS 0.2%(p/v), TEMED 0.12%(v/v),

ammoniopersolfato0.06% (p/v) in acquabidistillata
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% TPO0.1M,pH7.4

s Tampondli storaggigpermicrosomi glicerolo 20% (v/v) in TP0.1M, pH 7.4

s Tamponedi denaturazioe (corcentrazioni finali in 8 mL): SDS 2% (p/v), Tris-HCI| 62.5 mM pH
6.8, glicerolo 10% (v/v), B-mercaptoetanol®.05%(v/v), blu di bromofenolo0.25%(p/v) in acqua

s Tamponedi migrazioneTris-HCI 25 mM, glicina(AppliChem Milano, Italia) 192 mM e SDS 0.1%
in acqua

« Tamponedi trasferimentoTrissHCI 25 mM, glicina192mM e SDS0.01%e MeOH 20%in acqua

+ Codorante Ros® PonceauTCA (AppliChem Milano, Italia) 3% (v/v) e rossoPoncau (Sigma,
Milano, Italia) 0.2%(p/v) in acqua

« PBS (Phosphate Buffer Saline) 1X, pH 7.3: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaHPQ, 4.3 mM,
KH,PQO, 1.4 mM in acqua(AppliChem Milano, Italia)

« Tamponedi saturazioe:latte scrematan polvere 3% (p/v) e Tween20 (AppliChem Milano, Italia)
0.05%in PBS1X

+« Tamponedi lavaggiol: PBS1X

« Tamponedi lavaggio2: 0.5% TWEEN 20in PBS1X

s Tampondi lavaggio3: 0.05%TWEEN 20in PBS 1X

< Supersigné’? Wed Pico ChamiluminescenSubstratePierce Milano, Italia

Procedimento

Elettrofores in gel di acrilamide

Preparardl gel di separaibne sato cappae pipettarlonel’i nterstiziotrai duevetri che formaro il Mini-

Protean(Mini-PROTEAI\f‘D 3 Cell Assembly,BioRad,Milano, Italia); livellarlo conetarolo 70%e farlo
polimerizzareatemper&uraambient per almeno30 min in presenzali luce.

A polimerizzazioneavvenuta, eliminare I'etanolo rimasto per capovofimento del Mini Protean;
pipettarenell’interstizio tra i dueveti il gel di concentaziore, precedenteente preparatojnseire i

pettini edattenderda polimerizadone atemperaturambienteperalmenol5 min.

Pasizionarei vetri conil gel (Gel Cassette)nel dispositivo per I'elettroforesi (Electrode Assembly);
inserire a sua volta quest’ultinb nella vaschettadi plexiglass che verra riempita con tamponedi

migrazionenel compartocentale.

Rimuovee i pettini e lavarei pozetti contamponedi migrazioneper rimuoverei residuidi gel al loro
interno.

Nel fratempo, scongelare i campioniin ghiacio e diluirli in tubi tipo Eppendorfcon tamponedi

storaggioe poi contamponedi denatwazionein rapportol:1,in modotale daavereunaconcentazone
proteia ottimale(30 pgfpozztto)in un volumefinale di 10 pL.

Effettuarela stessgproedua di preparazioneperla sospensionenicrosomide epaticaottenutadaratti di

controlo (R) edindotti con diversi substratinoti per la loro capacia di aunentae I'espressionededi

enzimi biotragormatiivi (B-naftoflavone (B-naf) per CYP1A, fenobarbitalgPB) per CYP2B e CYP2C
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isoniazde per CYP2E desametazon€DEX) per CYP3A) in modotale daottenereddle concentrazioni
proteidiedi 10 e 5 pg/pozetto,rispettivamente.

Denaturare campioniproteici porendoi tubi in unternobloccoallatemperaturai 95°Cper5 min e poi
5 minin ghiaccio.

Caricare i campioni (10 pL) nei pozzetti utilizzando puntali a capilare e riempire la vaschettain
plexiglass conil tamponedi migrazione.

Farpartirela migrazioneapplicandoun campoeletrico ai dueedremidelgela 100V perlh.

Smontardl dispositivo perl’ eletroforesi(Gel Assembly, separaré vetri perliberareil gel.

Eliminare la porzionedel gel coni pozzetti e staccarel gel rimanenteaiutandsi con una vaschetta
conenetedel tammnedi migrazione.

Allestire il “sandwich” peril traskerimento:immergeretutti i costituentinecessa (spugnettecartada
filtr o, gel e membranadi nitrocellulosa)in tamponedi trasferimento,sovrapporlisecondoun ordine
opportunoe pressail uno sull'altro utilizzando una bacchettadi vetro per eliminare le bolle d’aria
eventuament presenti

Chiudereil sandwich, posizionarlonel modulo con gli eletrodi e successivamée nella vaschettadi
plexiglass contenentdunita refrigerant e tanponedi transer.

Condurrela fasedi transferin agtaziore ed a voltaggiocostantg100V per1h).

Recupeare la membranadi nitrocelulosa (Proran®, Whatman,Maidston, Kent, UK), poda in una
vasheta contenenteil cdorante rossoPonceaue la<iare in agitazone per 5 min. La colorazione
reversibilehalo scom di permetere un controlloqualitatvo del’ elettroforesie del trasferimento.
Rifilare la membrana di nitrocellulosa tagliare I'angolo in alto a sinistra e contrassegnarla
opportunamenteonun numerodal latoin cui € avvenutal trasferimento.

Lavarela membranain acquadistill ata.

Immergerda membranan tamponedi saturazione lasdarla incubareper tuttala notteal di sopradi un

agtatore.

Immunaoblotting

La mattinaseguentefimuovee I'eccessodi tamponedi saurazionedalla membranadi nitrocellulosa
conalcuni mL di PBS e Tween200.05%

Incubarela membranaonl'anticorpoprimario, diversanente diluito a secondadel CYP daricercare in
unavaschettali plasticaconenete PBSe Tween20 0.05%al di sopradi un agitatoreperl ez h.
Sottoporrdla membranaa 3 lavaggi consecuti di 20 min ciascunocon 30 mL di PBS1X, PBS1X e
0.5% Tween20, PBSe Tween20 0.05%

Incubarda membranaon!’ anticorposecondariodiversamenteliluito a secondalel CYP daricercaree
dell’anticapo primario utilizzato,comeprima, in unavaschettali plasticaconterentePBSe Tween20

0.05%al di sopradi un agtatoreperl e’z h.
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= Al termine delle incubaziai, sciacquee la membranain acquadistillata, recarsiin camen oscurae
procederecon la rivelazone che prevedel'utilizzo del kit Supersignal Weg Pico Chemiluminescet
Substrée.

» Prepaarela soluzionecontenentd substratocromogenanescolandde soluzion A e B nelrapportol:1
(sorp necessar®.125mL di soluzionedi lavoropercnt di swerficie dellamembana).

= Distribuire uniformementeal mix sullasuperficiedellamenbranaed agettare5 min affinché avwengala
reazione.

= Per I'impressione, pare all'interno della cassdt radiografica la lasta ed i lucidi contenentila
membranalasciarimpressionee la lastraper 3-5 min (indicativameng).

» Passaralla fase di sviluppo e fissagyio.

Nelle tabelle 4.1.3 e 4.14 vengonoindicate le specificke degli anticorpi primari e secondariutilizzati,

nonchéle diluizioni d'uso, messea puntocortestialmentenel nostrolabordorio.

Tabella4.1.3 specifichededi anticapi primari utilizzati.

Specifiche anticor pi primari Produttore Diluizione d’ uso
Anti-CYP1A1/2di Policlonaleottenuto Oxford BiomedicalResarch, 1:100
conigdio in capra Milano, Italia
Anti-CYP2BL/2di Policlonaleottenuto Daiichi PureChemicalsCo., 1:1000
ratto in capra Prodoti Gianni, Milano, Italia
Anti-CYP2C8/9/1di Policlonaleottenuto Chemimon Internatiod, Prodott 1:1000
uomoe ant-CYP2C12 in coniglio Giami, Milano, Italia
di ratto
Anti-CYP2E1di uomo | Policlonaleottenuto Chemimon Internatiod, Prodott 1:2000
eratto in pecora Giami, Milano, Italia
Anti-CYP3A1/2di Monoclonale GentlmentedonatodaH.V. 1:500
ratto Gelhoin, National Instituteof
HealthandCancer(Betheda,
Maryland,USA)

Tabella4.1.4 specifichededi anticapi seondariutilizzati.

Specifiche anticor pi secondari Produttore Diluizione d’uso
Anti-capraottenutoin PerCYP1AeCYP2B SIGMA, Milano,ltalia 1:5000perCYP1Ae
coniglio 1:4000perCYP2B
Anti-coniglio ottenub in PerCYP2C GE Healthcae, Milano, 1:2000
asino ltalia
Anti-topoottenutoin Per CYP3A GE Healthcae, Milano, 1:5000
pecoml Italia
Anti-pemraottenutoin Per CYP2E SIGMA, Milano, Italia 1:1000
asino
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Densitometria e normalizzazione delle bande

Per poter espimere i risultati come dati semiquantiativi, sui quali effettuaresuccessiamente I’ ardlisi
statistca, le lastreottenutecon la tecnicaddl'immunoeletroforesi, sono statedapprimascannerizate (hp
scanjetserie5590) ed in seguto e statacondottaun’analisidensitometricautilizzandoil programmamage]
1.34s(NIH). | valor di densit ottenuti per ciasan campionesono stati rapportatia qudli del cortrollo
interno (R), in mododaottenee la nomalizzazionedeirisultat, chepotrannoquindi essereespressin Unita
Arbitrarie di proteina(U.A.).

Analis de dati ed analis statistica

| dat otteruti dal’attivita catditica, dal’'immunoeletroforesie dalla Q RT-PCR sonoespessicomemediat
deviazione stardard (DS). L'analisi statistica & stata eseguitadal progranma Graph Pal Instat 2.01 (San
Diego, CA, USA), utilizzandoil test ANOVA (one-way Analysis of Variance). In casodi variazioni
significaive é statoesegiito il pog-testTukey(Tukey-Kramer multiple comparisons tes).

E’ statainoltre effettuata’analisi della correbzionetrai dati ottenutidall’attivita catditica e dall’espressione
gerica mediantd’util izzo del testnon parametricadi Spearmanlin entrambii casi,la presenzadi valori di
p<0.05e consderatasignificativa.

| dati di egpressionegenica ottenut dalla quantiicazionerelaiva, sonostati inoltre oggetto di analisi per
I'i dertificazione dedi outliers (valori ches discostanalagli altri appartenentallo stessa@ruppoo pererrai
umani o per diversitabiologicae quind apparerenzaad unadiversapopolazione)mediante I'utilizzo del

ted statstico di Grubbs,chiamatoanchemebdo extreme studentized deviate.
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4.2 RISULTATI

Valutazione qualitativa e quantitativa dell’ RNA edtratto
La qualita del’RNA estrato é statavalutada medianteelettroforesisu gel di agarsio 1%. sono state

evidenzate I'assenzadi DNA genonico e di effett di smear. Inoltre la qualitadi alcuri campioni, scelt
casualmente, e stata valutda anche mediante l'utilizzo delo strumento Agilent 2100 Bioanaly®r
(Waldbroon,Germany) cheeffettua un’elettroforesiirtuale dei campioniin capillai.

In figura 4.2.1 viene riportata una rapgesentaione schematicadel’analisi di alcuni campioni con il
Bioanalysel(elettrofaesivirtuae in gel di agarosice relativi spetri).
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Figura 4.2.1 Rappresetazone schemaica di unaelettroforesivirtuale medianteBioanaly®r degi estrattidi RNA dei

campioni CHs, PMs e BAs ed i rispettvi spettri ottenuti,in cui i picchi corrispordono alle subunita ribosomiali 28S,
18S e 5Sedal marcatoe di pesomolecolare(L).
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Si puo notare una parziale degadazionedel’lRNA totale dalla presenzadi picchi aberrantiche non
corrisponano strettamentalle tre subunitaribosomialie dal fatto cheil picco corrispondentalla subunita
28S presentiun’altezzainferiore rispetto a quella del 18S. Tale risultato comunqueraserta i margini di

accettbiitaedi canpioni di RNA sonostati pettantoutilizzati nelleanalisisucessve.

La quantificazionedegi RNA est@atti e la loro purezzasono state stimate invece, attrawerso lettura al

NanoDrop; nella tabdla seguente(n. 4.2.1) vengao riportai i dati di concentrazioneed i rapport

dellassorbanzaAss/Azso € Ass/Aszo, indici rispettivamentedi contaninazione da proteine e da fenaoli,

caboidrati, peqidi (valori di purezasyperioli a 1.8 sonoconsideratiaccettabil e soddisfaceny.

In figura4.2.2 invece, vergonoriportati degli esempidi graficofornito dallo strumentodopoavereffettuao

la scansionee la consegentequantificazionedd campioni

Gruppo Campione | Concentrazione Abs Abs
RNA (pg/uL) 260/280 | 260/230

Charolais CH, 0.55 1.96 1.93
CH, 1.53 2.04 1.76

CH; 2.05 2.01 1.36

CH, 0.78 1.99 1.83

CHs 2.09 2.02 1.70

CHs 1.99 2.02 1.53

CH; 1.00 2.02 1.68

CHs 1.04 2.02 1.90

CHy3 1.28 2.03 1.97

CHy4 1.41 2.02 1.86

Piemontese PM, 1.46 2.04 1.96
PM; 1.70 2.00 1.16

PM, 0.86 1.99 1.72

PMs 1.89 2.02 1.46

PMg 0.36 1.94 1.55

PM; 1.11 2.01 1.57

PMg 0.57 1.95 1.64

PMy 0.31 1.94 1.72

Blonde BA, 0.89 2.01 1.81
d’Aquitaine BA; 0.45 1.93 1.79
BA, 0.57 1.95 1.83

BAs 1.26 2.02 1.91

BA¢ 0.71 1.99 2.09

BA, 0.58 1.93 2.05

BAg 0.58 2.01 1.90

Tabella4.21: concentazone e purezade campioni di RNA estratt a partireda campionidi fegatoappartenentialle
tre razzeoggeto di studio. Vengonoriportat i dat di con@ntazionein pg/uL ed i rapportitrai valori di assorbanzaa
260, 280e 230 nm. Per tutti i campionj sorp statiprocessatcirca 80 mg di tessutoe 'RNA edratto é statorisospe® in
100 pL di acqua.
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e |
oo

Figura 4.2.2: grdfici di assortanzaotteruti dal'analisi degi estrattiCH;, P, e BA, (A, B, C, rispettivamentg con il
NarnoDrop;si noti il picco di assorlimenb degli acidi nucleic a260nm.
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Disegno dei primers

Perogni genedaanalzzae, é stataeffettuatal’analisi bioinformatica,perraccodiere informazionisul gere
di interesse individuare la sequenzadi riferimentoe deerminarnda strutturaesme-introneperla successiva
progettazone dei primers. Sonostatequindi disegnatde coppiedi oligonucleotidj rispettanda criteri di
sceltaprima descritti. Nella tabdla 4.2.2vengonoriportatele sequenzelei primers ottendi, nonchéle loro
caatteristichadi lungheza, temperaturali melting, % in GC e lungheza dell’ampliconeatteso

Le sequenzedei primers per i geni contrassegriada un aserisco soro stae gentimente concesseda
Cantello (dati persondl). Pertutti i geniindividuai cometarget, la verifica dela corrispondaza delle

sequenz dei primers e dell’ampilificato conil genebovinooggettodi studio(medianteBlastn), hadatoesito

positivo.
Lunghezza ™ % Lunghezza
Gene Sequenzaprimers5 = 3 Primer o amplicone
wp) | 9] SC | op)
CYP1A1l | F:-GACCTGAATCAGAGGTTCTACGTCT 25 58 48 81
R: CCGGATGTGACCCTTCTCAA 20 59 55
CYP1A2 | F: ACCATGACCCGAAGCTGTG 19 58 58 78
R: CAATGGTGGTGCCATCAGAC 20 58 55
CYP2B6* | F: GCGGACCTCATCCCCATT 18 58 61 80
R: GTGCCCTTGGGAAGGATGT 19 60 58
CYP2C8 | F: CCCAGAGGTCATAGCTAAGGC 21 59 57 b/
R: CGGTGICTGCCAAGCTCAT 19 58 58
CYP2C9 | F: TCCCTGGACATGAACAACCC 20 59 55 71
R: TTGTGCTTTTCCTGTTCCAICTT 23 59 39
CYP2C18 | FATGTTAAGAACATTGGCAAATCCTT 25 58 32 51
R: GGCCATAGGTGTTTGAGAGATTG 23 59 48
CYP2C19 | F: TCCCAAGGGCACAACCATA 19 58 53 56
R: CCTTGCCATCGTGCAGG 17 58 65
CYP2E1 | F: ACCCGGAGGTTGAAGAGAAAC 21 58 52 51
R: GCCCAATCACCCTGTCAATTT 21 60 48
CYP3A4* | F: GCCAGAGCCCGAGGAGTT 18 60 67 77
R:GCAGGTAGACGTAAGGATTTATGCT 25 60 44
UGT1A1l | F: ACCATCCTACGTGCGCCAGG 19 59 63 71
R: TGTTCTTCACCCGCTGCAG 19 60 58
UGT1A6 | F: CAACACGGTCCTCATCGGA 19 59 58 el
R: CATAGGCTTCAAATTCCTGAGACAG 25 59 44
UGT2B17 | F: GCAAAGCCCCTACCTAAGGAATTA 24 60 46 79
R: AGTAAACACCACGACTCCATCTTTT 25 58 40
GSTA1 F: TTCCCTCTGCTAAAGGCCCTA 21 59 52 84
R: CTTCCTCTGGCTGCCAGG 18 58 67
GSTM1 F: TCCTTGACATGCACGCGCATA 20 60 50 99
R: CAGAGATCTTCTTCAGGCQCTCA 23 61 52
GSTP1 F: CCTCATTTACACCAACTACGAGGC 24 60 50 72
R: AAAGGCTTCAGGTGCTGGG 19 59 58

Tabella4.22: Primers per il saggo in Q RT-PCRdei geri sekziondi cone target. Perciascun primer forward (F) e
reverse (R) vengmo riportate la sequera, la lunghezza (bp), la tenperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonchéla
lunghezzadel’'amplicone atteso(bp).

* Cantiello (dati persondi)
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Attraver® l'analisi bicinformatica delle sequenzenucleotidicheappartenentia raze diverse (Frisona
Holstein, Hereford, incrod con Angus, altri incroci...) disponibili nele banchedati, e statoinoltre verificato
medante allineameto, che le regoni di cDNA complenentari ai primers scelti, non presentasserdelle
differenzenella sequenzae staa valutataquindi I'asenzadi polimorfismiin tali regoni, perlomenaperle
razzeal momerno dispaibili, in modo da garantirel’idoneita dei primers in tutte e tre le razz oggettodi

studo.

M essa a punto dei saqgi in Q RT-PCR

Per verificare la funzionalita delle varie coppiedi primers, e stata allestita unareazionedi Q RT-PCRin
guantificazioneassolua, impiegandocome templatoun pool di cDNA di fegatoddle tre razze.L'analisi &
stata effettuatain triplicato per tutti i geni target, utilizzando quatro diverse combinazionidi primers
forward e reverse: 300nM/300nM, 900nM/300nM,300nM/900nM e 900nM/900nM. L’amplificazionee
avvernuta consuccesson tutti i genied a seguio dellanalisi delle curve, & statascelta la combinazionehe
permdtessel’ amplificaziore piu efficiente(veditabelb 4.2.3)
Permezzo dell’analisi delle curve di dissocazione,e statainoltre verificata 'assenzadi sintesidi dimeri di
primers, nonchél’amplifi cazionedi un soloampliconedellatemperaturali melting attesa.
L’ efficienzadi amplificazione é stata successivaerte valutataallestendouna curva dedi standardper
ciazun gene,utilizzandole conmbinaziai di primers desuntedalle prime analig effettuate per la messaa
punto. Per ciascungenesano statiriportati in graficoi valori di Ctin funzionedella concetrazionedi cDNA
espessacomelogaritmo in baselO0: se la reazioneéhaunabuonaefficienza, Ct nellafase esporenzide sono
lineari e quindila curva che fornisce la miglior interpolazionedei punti &€ unareta (Rutledge e C6té, 2003).
Si ottiene cosi un grafico “ciclo-sogia vs log;, dd numep di copie del campione”,in cui I'intercettae
I'i nclinazone dellaretta carrispondonoyispetivamente al numerodi molecoledi temphto al livello soglia
edall'effici enza(E) dellareaziongPekrset al., 2004)

E=] 10(—1/inc|inazionej_1
L’inclinazioneidealepe un’efficienzadel 100%dovrebbeessee -3.322,ma sano comunementeonsidert
accetiabii i valori compresi nellintervallo tra -3.6 e -3.1, che delineanoun’efficienza contentia nella
finestra89.6%<E<110.%; sel'effi cienzacalcolataé maggioreal 100%, significa che soro staticommess
errori di pipettaturao cheé presentauninibitore di PCRnello standrd (Ginzinger,2002).
Un altro parametrovalutatoé il coefficiene di regressiondineareo R% quantopiti la curvainterpolabere i
punti e assomigja a unaretta, tan pitl R? si avvicinaal suovaloreottimale paria 1.
In tabela 4.2.3si possonmssewvarei risultati delle curvestandardli tutti i geniinclusinelo studio.

| saggisonorisultati linearicomplessianmenteperun range dinanico compres tra7 e 10cicli.
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Gene Combinazione Slope R* Efficienza
primers (F/R)
CYP1Al 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 0.99 988
CYP2C9 300'900 -3.31 0.99 1005
CYP2C18 900300 -3.27 0.99 102.2
CYP2C19 900’300 -3.33 0.99 997
CYP2E1 900’300 -3.33 0.99 99.7
CYP3A4 300300 -3.31 0.99 100.5
UGT1A1l 300300 -3.14 0.99 108.2
UGT1A6 300300 -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 300300 -3.42 0.99 96.1
GSTP1 900'900 -3.43 0.99 95.7

Tabella 4.23: Condizionidi mesaa purto de saggiin Q RT-PCRdei genitarget: combinazone dei primers e curve
standard. Vengono riportate le conentrazioni dei primers F e R risultate esserepiu peformanti (miglior efficienzadi
amplificazone) edi parametri delle curvestandad (slope, cioéil codficiente angolaredellaretta e R? cioé l'indice di
regressiondineare)con il relativo calmlo dell'effi cienzadi reazione.*Caniello (dati personali)

Scelta del genereference

In tabela 4.2.4vengonoriportati i geni selezonati quali possibilireference dautilizzarsing sagi di Q RT-
PCR, norché le sequenzee le camtteristichedei primers scelti sulla basedei criteri adottatiancheper il

disegnodeigeri target.

Lunghezza Tm Lunghezza
Gene Sequenza primerss > 3 Primer o %GC ng
(bp) (°C) amplicone (bp)

BACT* | F: GTCGACACCGCAACCAGTT 19 60 58 85

R : AAGCCGGCCTTGCACAT 17 54 59
B2M F: TCGTGGCCTTGGTCCTICT 19 59 63 7

R: AATCTTTGGAGGACGCTGGAT 21 59 55
TBP F: AGAGCTCCGGGATCGTGC 18 60 67 51

R: GATTCACTGTGGATACAATATTTTGCA 27 59 33

Tabella4.24: Primers peril saggio in Q RT-PCRde geni sdezionati comereference. Perciascun primer forward (F) e
reverse (R) vengmo riportate la sequera, la lunghezza (bp), la tenperatura di melting (Tm) e la % in GC, nonchéla
lunghezzadel’amplicone atteso(bp).

*Cantiello (dati persadi)

L’ efficienzadei primers sopraelencati, e statatedatain campionidi fegato di bovino, con la medegma
proceduradi messaa purto adottatgperi genitarget e nela tabella4.2.5vengonariportatii corispettivi dati

di efficienzaottenutidalla costruzonedelle curvedeglistandad.

Gene Combinazione Slope R? Efficienza
primers (F/R)
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 punb dei sagg in Q RT-PCR dei geni reference: conbinazionedei primers e
curve standrd. Vengonoriportate le concetrazioni dei primers F e R risultate esere piu performanti (miglior
efficienzadi amgificazione)edi pamamadri delle curve stardard (slope, cio@il coefficierte anglaredellarettae R?,
cioél'indice di regressiondineae) conil relaivo calolo ddl’ efficienzadi reazione.
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Nel corsodi questostudio (e anchenegli dtri esperimentdescrittiin seguito)si € cercao di valutare quale
fosseil miglior genehousekeeping da utilizzare,in modotale da permettee unaquantificazionepiu corretta
possibiledellespressnedei genitarget. Si é pettantocercab di capirequak fosseil geneespressa livelli
pressoché&ostantindla cdlula, la cui espressionaonvenissealterat ddl’esperimentoin se

Qui di segiito vienedescrittol’ approccio generaleutilizzatopertutti gli esperinentitratat in questaesi.

A seguito dellafasedi messaa punb, la valutazionee stataristretta ai geniACTB e B2M, in quanb il gene
TBP erarisultatopom espessonel fegatodi bovino e I'amplificazione, effetuatautilizzandodue diverse
coppiedi primers, erarisultata pocoefficientein ertrambi i casi.

Inizialmente é stataeffettuata I'analisi statistica (ANOVA + posttestdi Tukey) utilizzandoi Ct medi di
ciagun grupposperinentaleper escluer la presenzali differenz statisticamentsignificativetrai gruppi
appartensti allo stessoesperimento: € statainfatti confermaa I'assenzadi effetti legati al trattamento alla
razzasull'espresione dei due genihousekeeping.

Sucesivamerte sono stati considersi i range ACt (sommatorian valore assolto da ACt tra il gruppodi
riferimento e gli altri apprtenentiallo stessoesperimentoked il range Ct (differenzatra il Ct piu alto e
guello piu bassaregistrat nel’ambito dello stessaesperimento)entrambiindici ddla variaklita del genein
seguitoa variazionifisiologiche (razza) o trattamentoTali valori vengonariportai nelletabelle4.2.6e 4.2.7
(ACTB e B2M, rispettivamente)

Ct medio
Esperimento | Gruppi gruppi DS _ACT _ range ACt range Ct
(ACTB) trattati - controlli
Razzebovine CH 21.33 1.60 -
PM 21.40 0.73 0,07 0.17 5.61
BA 21.43 0.63 0,10
DEX PD Kep 21.21 1.83 -
vitelloni Teo 22.53 1.62 1,32 2.3 5.56
Bro 22.19 1.82 0,98
DEX +E, Kde 19.93 0.83 -
Dge 19.69 0.44 -0,24 111 4.32
DEge 20.80 0.58 0,87
DEXTO Ko 20.72 0.83 -
vitelli D+o 21.13 0.58 0,40 0.72 2.17
V1o 21.06 0.83 0,32

Tabella4.26: Valori dellamediade Ct di ACTB perogn grupposperimatale con relativa deviazionestandad (DS).
Sorvo inoltre riportati i ACt calcolat trai gruppi di riferimento(contolli o CH) edi gruppi di trattamento(o in questo
casorazzediverseddla CH), il range dei ACt, datodala sommatoia in valore assolub dei ACt, ed il range Ct dato
ddla differenzatrail Ct massimo e minimo registratoin ogni esperimento.
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Ct medio
Esperimento | Gruppi gruppi DS _ACT ) range ACt range Ct
(B2M) trattati - controlli

Razzebovine CH 20.49 0.90 -
PM 20.36 0.85 -0.13 02 2.86
BA 20.42 0.60 -0.07

DEX PD Kep 19.8 1.73 -

vitelloni Tep 21.31 1.69 1.43 312 6.46
Bro 21.57 1.86 1.69

DEX +E;, Kge 18.27 1.02 -
Dge 18.74 0.51 0.47 158 4.12
DEge 19.37 0.99 1.11

DEXTO Ko 19.4%6 1.29 -

vitelli Do 19.77 0.39 0.31 035 3.51
V1o 19.43 0.45 -0.04

Tabella4.27: Valori della media dei Ct di B2M per ogni gruppospeimentde con relativadeviazone standardDS).
Soro inoltre riportati i ACt calcolat trai gruppi di riferimento(contolli o CH) edi gruppi di trattamento(o in questo
casorazzediverseddla CH), il range dei ACt, datodala sonmatoia in valore assolub dei ACt, ed il range Ct dato
ddla differenzatrail Ct massimo e minimo registratoin ogni esperimento.

Complesivamentedall’analisi effettuatarisulta che i due geni consideati sano sowappombili, entrambi
validi e quindi ugualmente utilizzabili; & stato pero sceltoil gene codificante per la ACTB, in quanto
consideato attendibile per questomotivo € molto utilizzatonegli studi di espressiongenicain letteratura.
Si pud comunquenctare chetrai gruppi esste unaminima variablita, probabilmentedovuta,oltre a fattori

interindividuali, aderrori di pipettatua e letturadaparie deltermociclatae.

Percongentirela quantificazionerelativa dellespressiongenicamediantell metododel AACt, € ne@ssario
che geni target e reference presatino simile efficienza di amplificazione; questorequkito pud essere
verifi cato attraversoil confronto della curva standarddel genereference (ACTB) con qudla di ogni gene
target oggettodi stud.

Perconfermareappuntochele efficienzetra genitarget e reference fosseroconparalili, € statocondoto un
esperimeto di validazone,costruexo un grafico in cui vengonoriportate,in ascissail log;, dellediluizioni
serial edin ordinatai valori di Ct medi per ogni triplicato: le linee che interpolanoi punti del gréico,
rispettivamenteperi singoli target ed il reference, dovrebberoessereparallele e quindi presentaresimile
inclinaziore.

In figura4.2.3vengonoriportai alcunn esempidi validazioneper alcuni genitarget, anchesela medesima

analisie stataeffettuaa pertutti i geni oggettodi studio.
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A
Curve standard ACTB vs CYP1A2
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30 . ¢ ACTB
e T~ = CYPIA2
5 0 \\ ——Lineare (ACTB)
() .
——Lineare (CYP1A2)
g 15 \P
10 1 |y = -3,389x + 15,92
5 . R? = 0,9981
-5 -4 -3 -2 -1 0|y = -3,392x + 20,467
log[CO] R? = 0,9993
B
Curve standard ACTB vs CYP2C9
40
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e 20 —— Lineare (CYP2C9)
5 15 T
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0 T T T T
5 -4 -3 2 1 0 Y =-3309x + 25,399
log(CO) R2 = 0,9991
C
Curve standard ACTB vs GSTA1
35
30 ¢ ACTB
05 T~ GSTA1
5 2 ~— — Lineare (ACTB)
£ 5 T Lineare (GSTA1)
8]
10 - y = -3,389x + 15,92
5 - R? = 0,9981
5 -4 -3 2 1 0 y= -3,335X + 19,97
R? = 0,9995
log(CO0)

Figura 4.2.3 Grafici delle curve standard dei geni target (A) CYP1A2, (B) CYP2C9,(C) GSTAL confrontae con
guella del gene ACTB, selezonato comereference. In ordinatasonoriportat i valori dei Ct mediperogn triplicato,
mentrein ascesala concentrazioneddlo stardarddi cDNA in scahlogaritmica. A lato di ciascungraficosonoriportate
le equazion delle curve,le quali evidenziano chel’ inclinazioneeé simile e pertanto le rettesonopresochéparallele.
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Verificade geni target

Gli anplificati sono stati sottopost a verifica attraveso I'analisi delle curve di melting per ogni singolo

campione é statacosi confermatala sintesidi un soloampliconedellatemperaturali melting attesa.

Indtre, & stata eseguia una PCR end-point utilizzandoun pool di cDNA per verificare ulteiormentela

funzionalita dei primers, nello specifico, controlando che I'amplicone otteruto presaitasse la stessa

lunghezadi quelloatteso(Figura4.2.4.

A

1 2 3 4 5L 6 7 8 9

10 11 12 13 L 14 15 16 17

Figura 4.2 4: Elettroforesi su gel di agarosiol.8%di 10 pL di ampificato, nel’ordine, dei geri CYP1Al, CYP1AZ2,
CYP2B6,CYP2C8, CYP2C9,CYP2C18,CYP2C19,CYP2E1,CYP3A4 (figura A) e UGT1AL, UGT1A6, UGT2B17,
BACT, GSTAL GSTM1,GSTP1,B2M (figuraB). L = marcdoredi pesomolecolarg50 bp nellafoto A e 100bp nella
foto B).
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| datirelativi all'attivita catalitica dedi enZami di fasel e ll (esclusiEROD, TBT4-OH e 2f-, 6B-, 1660H-T)
qui di seguito riportati, sono stati oggetto del progettodi ricerca del PostDottorato della Dott.ssaMonica
Carldti e sonostati inseiti nella pubblicazioneGiantin et al., 2008 Vengonocitati in questocontesto per

renderepossibilel’analisi dellacorelaziore tral’attivita caalitica e I espressioagenica.

Contenuto di proteina, citocromo P450, glutatione ed attivita di NAD(P)H citocromo c riduttasi

Non sono date evidenzate differenze statisticamete significative tra le raze per quarto riguardail
contenuto di proteira microsoniale e citosolica,citocromoP45), glutaione (GSH) ed attivita della NADH
citocrono c riduttasi mente i risultati della NADPH citocromoc riduttasi, hanno evidenziatochela raza

CH presntava unapiu spiccataattivita rispettoalla PM (p<0.01:tabella4.2.8.

Razze bovine

CH PM BA

Proteinemicrosomiali 30.06+1.69 31.25+2.88 33.89+ 5.07

Proteinecitosoliche 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+04

NADPH-R 90.3+10.7* 61.1+11.0 74.4+15.8
NADH-R 939+ 224 925+ 192 978+ 191

Tabella4.2.8 Cortenutodi proteinamicrosomale e citosolica citocromoP450,GSH e attivita di NAD(P)H citocrono
c riduttasf nei vitelloni di razzaCH (n = 10),PM (n = 8) e BA (n =7).1 dati sonoespresstome meda + DS,

* ug/uL (proteinamicrosomide e citosolica); nmoli/mg proteina (contenuto citocromoP450; pmoli GSH/g di fegato
(contenutoGSH); nmdi/min/mg proténa (NADPH-R e NADH-R).

“Differenzestatsticamente significative tra CH e PM (ANOVA + posttestdi Tukey, aa:p<0.01).
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Effetti dellarazza sugli enzimi biotr asfor mativi epatici

Gli effetti dellarazzasuglienzim biotrasfomativi epaticidi fasel e Il alivello di attivita caalitica, proteina
e MRNA vengonaiportati nelletabdle 4.2.9,4.2.10,4.2.11 4.2.12e nell’allegatol (dati espessionegenica
in singolo), rispettivamente, mente i risultati concenentila correlazionenon parametricadi Spearmantra
I'attivita caalitica e I'espressime genica sonopresentatnellatabella 4.2.13 La figura 4.25 invece riporta

delleimmaginirappresentave degi immunobloting effettuatiperciacunaisoformadi CYP consterata.

CYPI1A: attivita catalitica, proteina e mRNA
Per la valutazionedell'attivita catalitica CYP1A-dipendentesono stati scelti quali substrati modello il

benzo[a]pirene I'etossieorufina. L’ attivita enzimatcaedil contenutadi apoproteinaCYP1A tuttavia non
hannodimostratodifferenzestatisticamentesignificative tra le razzeCH, PM e BA, con la solaeccezone
della razza BA che ha evidenZato unapiu spiccas idrossilazionedel benzo[dpirene (BPOH) rispettoalla
PM (p<0.05).

Al contrario, sono state evidenziat dele differenzenell’espessionegenica delle isoforme CYP1Al e
CYP1A2 atal proposito,la CH presenéva un minor contenutodi CYP1Al e CYP1AZ2 rispettoalla PM
(p<0.001e p<0.05,rispettivamente) e alla BA (soloperCYP1A1 p<0.00)).

Non e stataevidenziaé una correlazionesignificativa tra le attivita cataltiche BPOHe EROD e I'espressioa
gericadi CYP1A1, mente nellaCH entrambee attivita cataltiche sonorisultae esseresignificativamente
correhte con I'espressiore genica di CYP1A2, essendad coefficient di correlazionenon parametici di
Sparman(rs) pai a0.83e0.79per BPOHe EROD, rispetivamente(p<0.05)

CYP2B: attivita catalitica, proteina e mRNA

| bovini di razzaCH presentaano la piu elevata capacitabiotrasformativaconsiderandaguali attivita
caalitiche CYP2B-dipendenti,la N-demetilazioneddla benzktamina(BENZDEM: p<0.01, vs PM) e
I'i drossibzionedel TSTin posizione 160 (1680H-T: p<0.01vs PM e p<0.01vs BA).

Contraiamentea quanb sgoradescritto, alivello proteico,eralarazzaBA apresentard maggiorcontenuto

di apoprdeinae risultava essee addrittura statisicamene significativa rispettoalla CH (p<0.05). Questo
risultato viene confermato anchea livello di espressiongenica(CYP2B6) ed in entrambii casiil trend

corrispon@va a BA>PM>CH. L’ analisi della correbzionetra 16380OH-T e I'espresfone di CYP2B6 ha
evidenZato una correlazime postiva per PM e BA (p<0.05)e negativa pe CH (rs= 0.71,0.79e -0.38,
rispettivamente).

Indltre, e statoregigrato un buoncoefficientedi correbzioneperla PM, seconsideratd’ attivita BENZDEM

(rs = 0.74,p<0.05). La figura 4.2.6riporta il complessivoeffetto della razzasul CYP2B a livello di

attivita cataliica, contenutodi apoproteine mRNA, nonchél’ analsi dellacorelazionetra 16fOH-T ed

il conenutodi CYP2EG.
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CYP2C: attivita catalitica, proteina e mRNA

Non sonostateevidenzige differenze statisicameng significative tra le razze ndl’attivita caalitica della
TBT4-OH e delllaminopirina N-denetilasi(APDEM) e nel contenutali apoproteina.

Andogamentenon sonostateriscontratedifferenzenell’espessionalelle isoforme CYP2C3 e CYP2C19(a
discapitodell’alto contendo di questi trascriti nella razzaPM). Al contario, & stato misurdo un minor
contewuto dei trascritti CYP2C9 e CYP2CL8 nella CH (p<0.01 vs PM e BA e p<0.001 vs BA,
rispettivaments); inoltre per questultimo, sonostatetrovatedele differenzesignificative tra BA e PM con
p<0.05

Perguantoriguardainvecel’ analisidellacorrelazione, TBT4-OH é risultataesserecorrelabile positivameate
con l'espressione genicadi CYP2C19nella CH, mentre APDEM con I'espressionedi CYP2C8ndla PM

pero,all’oppogo, in sensmeaativo (rs = 0.82e-0.82,conp<0.05,rispettivanmente.

CYP2E: attivita catalitica, proteinae mRNA

L'aniina ed il p-nitrofenob sono stati sceti quali substai modello per il CYP2EL. La frazone
microsomialeepaticaotteruta dalla razzaCH ha dimostratouna maggior attivita catalitica,se considerata
I'i drossibzione dei due subdrati citati precalertemente.In particolae, I'attivita ddl’anilina idrossilasi
(Aniline-OH) eradi circa 2 e 1.5 volte piu elevatarispeto a quellariportata nei microsomidi PM e BA
(p<0.001 e p<0.05, rispettivament). Per quantoriguardainvecela p-nitrofenolo idrosslasi (pNP-OH), é
stataregistrataunapiu elevataattivita nellarazzaCH rispetb allaBA (p<0.05).

L’ immunoblotting e stao effettuab utilizzando un anticorpo policlonak ant-rCYP2E1 di uono e ratio
ottenuto in pecora;sonostae peroossevate delle debolibandedi crossreazone,chehannoimpeditola loro
conseguete analisi denstometrica (dati per quesb non presentadi. Non sono state osservatedifferenze
statistcamentesignificative nell’espessionegenicadi CYP2E1,anchesela raza BA ne ha dimostrdo un
piu alto contemuto; il trend conmplessivamenteappaiva essee BA>CH>PM. Nel compksso.questorisultato
era pardalmenteconfamato dallandisi della correbhzione:infatti nella BA I’ attivita dell'anilina-OH era

correbtanegativanentecon I'espressionagenicadel CYP2EL (rs = -0.94,p<0.05.

CYP3A: attivita catalitica, proteina e mRNA

Perquantoriguardal’ attivita di N-dernretilazionedei substratiCYP3A-dipendeti etilmorfina, eritromicinae
TAO (ETDEM, ERDEM, TAODEM), non sonostateeviderziate differenzestatisticamentesignificative tra
le razze bovine oggettodi studb. Al contrario il TST, un altro substratadel CYP3A, e statomaggiormate
metabolizzatadalla CH: I'i drossiazione del TST in posizione6p e 2B nella CH infatti, erapari a circa 2
volte quellaevidenziatanellerazzePM e BA (p<0.01).

Contrariamentea quanb soprariportato, a livello proteico, i CYP3A era maggiormenteespressond
vitelloni BA (p<0.06 vs CH). | risultati della Q RT-PCR inoltre, erano perfdtamentein linea con quelli
ottenut dall'immunoelettrobresi anchein questocasola BA appaiva comela razzadotatadella piu alta
espessionai CYP3A4 (p<0.05,BA vs CH).
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Non sonostateperoeviderziatecorrelazionistatisticamentesignfificative trai substrati impiegati edil profilo
di espressionelel CYP3A4.

UGT: attivita catalitica e mRNA
Nelle condzioni sperimentdi addtate in questolavoro, la CH si & dimostrataeserela razza bovinadotata

della piu efficiente attivita corniugativa nei confronti di a-naftolo e p-nitrofendo (aN-UGT e pNP-UGT,

rispettivamente) due substati specifii per la famiglia UGTL1. Per quantoriguardail primo substrato,
I'attivita cataliticanella CH eracircal.5— 2 volte piu elevatarispettoalla PM (p<0.05)ed dla BA (p<0.01)

rispettivamente.

A livello di mRNA, I'espressonegenicadi UGT1A6 corrispone@vaperfetamere a trend dell’attivita pNP-

UGT: la CH presentaa infatti un contentio di mRNA piu elevab rispettoa quello riscontratonella PM

(p<0.01)enellaBA (p<0.01: 3 e 8 volte, rispettivamente

Al contrario, il trascitto UGT1AL erapiu espressanella razzaBA (p<0.01)ed il trend evidenato era
esattamentd’opposto: BA>PM>CH. In linea con tale risultato, era anche 'espressione del trascritto
UGT2B17,l'isoformadi UGT magdormentecoinvoltanellaconiugazionedegli steroid.

Non é stataevidenziataalcunacorrelazonesignificativatra le dueisoformeappartenentallafamigliaUGT1

edil profilo di espressinedi UGT1Al1e UGT1AG6.

GST: attivita catalitica e mMRNA
Per quantoriguardale reazionidi coniugazione GST-dipendent nella figura4.2.7, vengono riportate le

attivita delle GST nei corfronti di due differerti sutstrati, denoninati CDNB (per attivita GST globde) e

DCNB (specificaperGST pl). Il patten di biotrasfomazionedd CDNB e risultatoinferiore nel gruppoCH

(p<0.01vs PM e p<0.0QL vs BA), mentrequellodel DCNB eradello stessmrdine di grandezanei vitelloni

CH e PM, mapiu elevato nei BA (p<0.001).

A livello pretrascrizonale,analo@mentea quantoevideniato per |’ attivita caglitica, la CH hadimostrato
un complessivominor contentio de trascritti GSTAL1 e GSTP], raggiungendda significativita statistica
(p<0.05vs PM e BA, rispettivamentd. Le piu importantidifferenz nel profilo di espressiongenicapern

sano stake notateper GSTM1:i bovini CH hannodimostratoun’espressiomda 3 e 6 volte inferiore, rispetto
aquellapresentén PM e BA (p<0.05e p<0.001, rispettivamentefigura4.2.?).

Indtre la correlazionetra le due attivita catalitiche seleziomte e I'espressionedi GSTML1 é risultaia
statistcamentesignificativa (p<0.05, perentrambii substrat nellarazzaPM, condeivalori di rs pari a0.82
€0.89perCDNB e DCNB, rispettivamene.
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Enzimi Attivita Razze bovine
Fasel catalitica CH PM BA
BPOH 0.75+0.13 0.59+ 0.23 0.90+0.15
CYP1A
EROD 430.1+59.3 323.5+43.0 383.4+94.5
BENZDEM* 2.06+ 0.39° 1.36+0.28 1.77+0.46
CYP2B "
1630H-T 0.32+ 0.1 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+ 0.18®P 0.26+ 0.06 0.36+ 0.07
CYP2E X
pPNP-OH* 0.37+0.11 0.35+0.19° 0.13+0.10
6pOH-T 0.88+ 0.254™ 0.53+0.15 0.49+ 0.20
2BOH-T 0.30+ 0.1 0.15+ 0.05 0.17+0.07
CYP3A 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
TAODEM* 0.42+0.11 0.42+0.31 0.49+0.14

Tabella4.2.9 Attivita catalitiche degli erzimi di fasel * nei vitelloni CH (n=10), PM (n=8) e BA (n=7).

| dati sonoespresiscomemedia+ DS.

*: ug chininamin/mg proteina (BPOH); pmoli/min/mg proteina (EROD); nmoli/min/mg proteira (BENZDEM,
1680H-T, TBT4-OH, APDEM, Aniline-OH, pNP-OH, 68OH-T, 280OH-T, ERDEM, ETDEM, TAODEM).

abDjff erenzestatisticamentesignificativetra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispetivamente(ANOVA + post teg di
Tukey; b, c: p<0.05; aa, bb: p<0.01;aaa:p<0.001).

*Risultati PostDottorato Dott.ssaMonica Carletti

Enzimi o o Razze bovine
Attivita catalitica
Fasell CH PM BA
UGt aN-UGT* 135+ 5.2 85+25 9.2+24
pNP-UGT* 15.1+ 5.4 9.3+ 25 75+25
st CDNB* 295.5+ 43,730 367.4+ 29.4 417.0+56.9
DCNB* 0.34+ 0.06™ 0.33+0.08% 0.56+0.11

Tabella4.2.10: Attivita caalitichedegli enzimi di fasell” nei vitelloni di razzaCH (n = 10), PM (n=8) e BA (n=7).1
dai sonoegressicomemeda + DS.

* nmoli/min/mg proteina

ab.Diff erenzestatisticamentesignifi cative tra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispettivamentd ANOVA + postteg di
Tukey; a: p<0.05; bb: p<0.01;aaa, bbb, ccc: p<0.0QL).

*Risultati PostDottorato Dott.ssaMonica Carletti
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Apoproteina Immunablotting
CH PM BA
CYP1A1/2 2.92+0.37 2.89+0.76 2.70+0.47
CYP2B1/2 096+0.23° 121+0.33 1.34+0.33

CYP2C8/9/19-2C12 0.81+0.17 0.87+0.16 0.95+0.27
CYP3AL1/2 099+0.43° 116+0.37 1.63+0.46

Tabella4.2.11: Effetti dellarazza sull’espressiore ddl'apoproteina di alcuni CYP nel fegato di vitelloni CH, PM e BA.

| valori della densibmetia sonoespressiin unita arbitrarie(u.a.)come mediat DS del rappato tra la dersitaintegrda
di ognigruppo (CH n= 10, PM n = 8, BA n=7) e quela registrata nel cortrollo interno (R, microsami epdici ottenuti
daratti di controllo).

bDifferenze statisticamentesignificative tra CH e BA, PM e BA, rispativamente(ANOVA + pog testdi Tukey; b:
p<0.05).

naf | R CH13 CH14 PMB PMg BAI\gl

CYPIA | ----J

R CHjz CHuu PMg PMg BAg
CYP2B [+ ————

R CHs CHs CHs PMs PMs BA; BAs

cypc -w-*

DEX R CHs CHs CHe PMs PMs BA; BAs

CYP3A . . - —— gy

Figura 4.2.5. immagini rappresentative degli immunobbtting esegui in singolo su 30 pg di proteira microsamiale
epaticaappartenemtalle tre diverse razze, utilizzandoanticopi specfici per le isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2Ce
CYP3A.

R = contrdlo interno,corispondeite a 10 pg di sogpensionemicrosomale epatcadi ratti di cortrollo, utilizzato per la
normalizzazonedei risultati nell’andisi densitomé&ica; pnaf e DEX = 5 pgdi sospensionemicrosomiale epatca di ratt
indotti con p-natoflavone e deameazone rispettivamete, utili zzai come controlli positivi.
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Geni Fold-change
CH PM BA

CYP1A1 1.00 + 0.35®P0P 2.05+ 0.50 2.05+ 0.40
CYP1A2 1.00+ 054 1.73+0.38 1.63+0.61
CYP2B6 1.00+ 2.34 3.82+3.28 4.77+2.46
CYP2C8 1.00+ 1.89 4.28+3.34 2.41+1.92
CYP2C9 1.00 + 0.5 3.34+1.43 3.29+1.35
CYP2C18 1.00 + 0.29*° 133+ 0.27 193+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+0.37 1.32+0.45 1.72+0.46
UGT1A6 1.00+ 0.68™ 0.36+0.18 0.12+0.10
UGT1A1 1.00+0.42" 1.02+0.28° 1.75+0.37
UGT2B17 1.00 + 0.22"° 1.26+0.35° 1.75+0.22

GSTA1 1.00+ 0417 1.75+0.77 1.56+0.48
GSTM1 1.00+ 0.6G**° 3.85+ 1.65 6.64+ 3.61

GSTP1 1.00+0.23 1.13+0.25 1.41+0.31

Tabella4.2.12: Quantificazionerelativa di alcunienZmi di fasel el nelfegab di vitelloni di razzaCH (n = 10), PM (n
=8) eBA (n=7).I dati sonoespressi come media + DS dell’espressine dei singoli geri, rapportataa quelladel gruppo
CH, sceltoarbitrariamengé come controllo.

°: unita arbitrarie (U.A.).

abDjff erenzestatisticamentesignifi cative tra CH e PM, CH e BA, PM e BA, rispettivamentd ANOVA + postted di
Tukey; a, b: p<0.05; aa, bb, cc: p<0.01;aaa bbb: p<0.001).
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§

s
Attivita 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
16pOH-T -0.38 0.71 0.79*
CYP2B6
BENZDEM 0.05 0.74* 0.61
CYP2C8 0.57 -0.2 -0.43
CYP2C9 0.18 -0.07 -0.36
TBT4-OH
CYP2C18 0.37 0.54 -0.46
CYP2C19 0.82* 0.25 0.20
CYP2C8 0.36 -0.82* -0.43
CYP2C9 0.43 -0.43 -0.36
APDEM
CYP2C18 0.50 -0.07 -0.46
CYP2C19 0.71 0.09 0.20
Aniline-OH 0.43 0.51 -0.94*
CYP2E1
pNP-OH 0.29 0.14 -0.54
6pOH-T 0.57 0.32 0.29
2BOH-T 0.55 0.32 0.29
ERDEM CYP3A4 0.18 -0.10 0.52
ETDEM 0.22 -0.29 -0.25
TAODEM -0.05 -0.05 0.64
oN-UGT -0.22 -0.68 -0.50
UGT1A1
pNP-UGT -0.17 -0.43 -0.39
oN-UGT 0.07 -0.25 0.29
UGT1AG6
pNP-UGT 0.50 -0.43 0.46
CDNB GSTA1l 0.49 0.12 0.21
CDNB -0.35 0.82* 0.83
GSTM1
DCNB 0.17 0.89* 0.38
CDNB GSTP1 0.32 -0.02 0.36

Tabella 4.213. Risultati ddla correlazione non paramérica di Spearman tra I'attivita catlitica e I'espressionggenica
neivitelloni di razzaCH (n=10),PM (n=8)eBA (n=7).
8. rs corrisponde al coeficiente di correlazione non parametico di Spearran (range tra -1 e +1; consideato

significativo per p<0.05)
* p<0.05
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Figura4.2.6: Espressione di CYP2B (A) alivello di attivita catalitica (16BOH-T), proteinae mRNA e (B) correlazione tra attivita 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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Effetto dellarazza

Figura4.2.7: Espressione di GSTM1 (A) alivello di attivita catalitica (CDNB e DCNB) e mRNA e (B) correlazione tra attivita 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 I'espressone degli enzimi biotrasfornetivi che ad ogg si rinvengonoin
letteraura nei Ruminanti sonorivolti, nello specifco, alla valutazionedell'attivita catditica e dd contenuto
di apoproteinaNebba et al., 2003;Machalaet al., 2003; Sivapathasundaraset al., 2003b;Szotédkovéet al.,
2004), al contrariq si ritrovanopochepubblicazimi concernentl’espressionedegli enzimibiotragormativi
a livello pretrascrizionde (Gregeret al., 2006; Caniello et al., 2005). Inoltre € noto che, ndl'ambito dd
“Drug metabolsm” (DM), la capacié biotrasformativacomplessivguo esserenodulaa nonsolo nelluomo
e nelle speciedalaboratorio (di solito utilizzatecome modelloanimaledi riferimento) maanchendle specie
di interesseveterinariq oltre chedafattori estrinsec{fenomenidi induzioneedinibizioneenzimatica)anche
da una serie di fattori costitutivi, quali I'eta, il sesso,la razzae condizioni fisio-paologiche come la
gravidana (Nebbiaet al., 2004; Dacastoet al., 2005 Gussonet al., 2006) In questolavoro per la prima
volta sonodtati valutati gli effetti dellarazzasugli enzimibiotrasbrmativi (DMES) nonsolo a livello pog-
traduZonale,maanchea livello pretrascrizonale;sonostate per questomotivo presein consideaziore tre
diverserazzebovinedacarnedi rilevante interessael nostroPaese.

Perquanto concernda parte pit innovativadi questoapprocio speimentale valeadire la valutazione
dell’'espressionegenica, € stato messoa punto un set di saggiin Q RT-PCR comprendentii DMEs
maggiormentecoinwlti nd metabolismoossidativoe coniugativonel bovino (CYPs,UGTs e GSTs) Ne
compks®, sono stai mesi a purto dei sa@i caratterzzati da una buma speificita ed efficienza di
amplficazione (compesa nel range di accettabilita) che abbinati ad una scelta oculata del gene
housekeeping (ACTB in questocaso) hanno permessda quantificazione relativa dei canpioni epatici
oggettodi analisi.Nello specifico infatti, adottandodegli accorgmenti mirati descitti nellasezionaVateriali
e Metodi sorp stai messia punb dei saggiche hannopermessd’amplificazone del sdo gene target,
escludendoquella del potenzale DNA genomicocontaminate e la sintes di dimeri di primers, fattori
entrambida exludessi nel casoin cui si lavori conil fluoroforo SybrGeen Inoltre, I'analisi dele curve di
melting di ogni singolo campione, nonchél’amplificazione medianeé PCR end-point, hannopermessadi
confermae la sintesidi un soloamplicore della temperaturali melting e dellalungheza atiese.

La purezzae l'integritd del’RNA sono cruciali negli studi che propongno di gquantificarne
I'espressioe genica,pertanb questestessearaterisiche sonostatevalutatenei camponi di estrdto oggetto
di andisi. Dalla lettura a NanoDrop,é stab evidenziatoche complessivamente campionidi RNA erano
caatterizati daunabuonapurezza (rapporti Azed Azgo € Azed Azso SUperiori a 1.8), mente ddl’elettroforesi
in gel di agapsio e dall'analisi randbmizzata mediante Bioanayser, si e riscontrata una parzide ma
accetiabile degradazioe dello stesso. Quesb risultato € probabilmeng¢ riconducible alla fase di
campionanento,durantela quak le aliquote di fegatosonostateraccdte a distanzadi circa30-60 minuti dal
sacrifido dell’animale mafortunatament&@onhannopreclusd’analisi degli estratti

Perquantoriguardainvecela valutazione semiquantativa del conenutodi apoproteinan microsomi

epaticimediantemmunoelétroforesi e densitometriag statoevidenziatochele concentraoni di anticorpi
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primari e secondarimessea punto cortesualmentenel nostrolaboratorio,hamo pemessodi idertificare
unasolabandaconunoscasorumore di fondo(reazioniagpecifiche. Talerisultao é peroristrettoa quattro
delle cinque isoforme di CYP presein consideazione(CYP1A, CYP2B, CYP2C e CYP3A); nel casodd

CYP2E, pur saggiandodiverse corcentrazionidi anticorpo primario e seondario, non € stato possibile
definire delle condizioni ottimali di lavoro, a causa dela scarsacrossreativita dell’antcorpo primaio

impiegatonei confrontidella proteinabovina. A tale proposib, € necessarigui specificarechegli anticapi

utili zzati nel preseng studio non erano bovino-specifici (non ancoradisponbili in commerci, bensi
prodotti a partire da artigeni uman o appartenentille specieda laboratorio(ratto). Sebbend’elevata
identita nella sequerma aminoacidicadei diversi CYP tra le diverse specieconsente,n genere,ad un

anticorpodi crossreagie conproteinepreseritin altre speciediversedaquellespeciespecifiche purtuttavia
non garantiscechele diverseisoforme di CYP possielanosempreepitopi simili e quindi riconoscibili. Per
guestomotivo, € ne@ssalio prestareparticolare attenzione nella valutazionedd dati ottendi utilizzand
anticorpi nonspecie-specifici.

La stesa cauteladeve essereapplicataanchenel casodell'attivita cataltica poiché anchein questo
caso vengonoutilizzat peril bovino sulstrati modelb specifici per determinatdsoformeenamatiche,che
perd smo stati validati a seguib di studi condottiin uomo o in specieda laboratoio. Per applicare con
sicurezza i substrati marker conosciti anchein altre speciesarebbenecessarigottoporli a validaziore, ma
purtroppo al momenb in letteratua si rinvengonopochi studi mirati alla definizione delle costantiddla
cineticadi reaziondK, e V) Nellaspeciebovina(Sivapathaundaramet al., 2001;Pegoloet al., 2007).

| substrati che solitamentevengonoimpiegatiper monitarare I'attivita cataltica CYP1A-dipendenten
uomo, specieda laboratorio ed anchenel bovino sonoil beno[a]pirenee I'etossiresoriina; € noto che
quest’ultima & addiittura metaboizzata maggiormerte nel bovino rispetto al ratto (Nebbiaet al., 2003;
loamides 2006).In quest’'utimaspeciel’ attivita di EROD e maggiormeng ascivibile al CYP1A1,sebbene
sia stato ipotizzato un coinvolgmento arche di CYP1A2, anchese in misurameno rilevante rispeto a
CYP1AL. | risultati dell’attivita catditica e ddl'espressiongroteicaottenutiin quesb lavoro,appaionalello
stessoordine di grandezzali qudli precedentementeubbicati (Nebbiaet al., 2003; Saotakova et al.,2004;
Sivapathasundarast al., 2001). La piu elevata attivita di EROD riscontratanel bovino perg potrebbesssere
imputabile ad unamaggore espgessionee conseguem compatecipazionedel CYP1AL, un’isdorma nota
perlasualocalizzazioneextraepatcaedinducibilita alivello epatico(Sivapatlsundaaimet al., 2001);atal
proposito, in questolavoro, e stal confermatamedianteQ RT-PCR I'espressione genicacostiutiva del
CYP1A1l, seblenei coeficienti di correlaziondra le attivita catalitichee 'abbondanzaelativa di mRNA
delle isoforme CYP1Al e CYP1AZ2 risutino piu elevati per la secondaisoforma. Sono state inoltre
riscontrate delle differenz legate alla razza nel’espressione delle isoforme CYP1AlL e CYP1AZ2,
confermandoi dati precedatementegpubblicati e relativi a diverserazzemurine (Casleyet al., 1997).

La N-demetilazionadela benzetaminae I'idrossilazone del TST in posizionel6a rappresentande
attivita catalitiche CYP2B-dipendenti solitamenteutilizzate in uomo e ratto, rispettivamentgWanget al.,

2006;loannides2006). Perl’uomoeil bovino é riportatoche contrariament@ quantovisto nd topo,questa
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isoforma risulterelibe solo marginalmente coinvolta nel'idrossilazione dd TST (loannides, 2006;

Sivapathasundarast al., 2001) recertementeperaltrq é statoevidenziatachemicrosom epdici di vitelli a

carne biancasonoin gradodi produrre, oltre a 6f3- e 28-OH TST, anchequartita rilevabili di 168-OH TST

(Capolongcet al., 2003) A confamadi quantosoprariportato,é stato ancherinvenutoun incrementgai a

3 volte della produzionedi 1680H TST in microsami epaticidi vitelloni indotti con PB (Cartiello et al.,

2006), uninduttorespedfico del CYP2B10nel topoconseativamenteall’ ativazione del CAR (Pefferet al.,

2007).Nel nostrolavoro, e stao evidenziatochele attivita cataltiche CYP2B-dipendentisonochiaramente

significaivamente piu elevate nella razza CH. L'immunoelettroforeis invece, effettuata utilizzando un

anticorpopoliclonaleanti-CYP2B1/2 di ratto, comeprecedentemeatiportatoin letteraturada Nebkia et al.

(2003) e Sivapathasundamet al. (2001), ha permessali otteneredei risuttati significativi che concordano
perfetamenteconil prdfilo di esgessionedel CYP2B6,manonconle ativita catalitichemisurate anchese
e stad riscontra una buona corelazionetra l'attivita 1680H-T e I'espresione genica dd CYP2B6

(specialmentenei vitelloni BA), che confermerebbe risultati riportati nel topo da Peffer e calaboratai nel

2007.

Consiterandanveceil CYP2C, sonostatiscelti quali substratimarker la tolbutamidee I'aminopirina,
poiché le attivita TBT4-OH e APDEM soro gia stae misurae nel bovino; ndlo specifico,la TBT4-OH &
ascrivibile nell'uomo all'attivita dd CYP2C9, mente APDEM ad un generico coinvolgmen ddla
satofamidia CYP2C(loanndeset al., 2006 Muto et al., 1997;Sakumaet al., 1995).La razanon senbra
apparentmente influenzarel'attivita catalitca CYP2Gdipendenteed il contenutodi apoproteinacome
ancheconfermab dallacorrelazonetral’ attivita cataltica e I'espressioe proteica(dai non riportati).

Per 'immunoelettrobred, & stao sceltoun anticorpopoliclonale che riconoscecome una singola banda
diverseisoformedi CYP2C(2C8/919 di uomoe 2C12di rato); taleanticoipo e statoutilizzato consuccesso
anchenel topo ma, anchein questocaso,i dati ottenuti dal’'immunoeletrofores non sono risultati essere
ben correlabili con nessunaldle attivita CYP2Gdipendeti selezionatedagli autori (Lofgren et al., 2004)
Considerandaoinvece I'espressionegenica, nel preserg lavoro sono state evidenziatedelle differenze
statistcamene significative tra le raze in tutte le isoforme del CYP2C sdezionate ad eccemne dd
CYP2C19

Perquantoriguardal’ analisiddla correlazionela TBT4-OH é risultata esserecorrelatasignificativamente
conil trascrittoCYP2CL9, mente I APDEM con CYP2GB, cortrariamentea quantoriportatoin letteratura
A giustificazionedi questarisultatoper, occorresottoinearechei substréi modellovengno generémente
classificati in baseall a spedficita nei confronti di isoforme umaneo di ratto e, sfortunatamenteun substrato
che viene metabolizzatan modo specifco da una certaisoforma nelle speciedi riferimento puo andare
incontroad un divers destinometabolicoin altre, con unaconseguentgariaziore nella sdettivita del CYP
(Szotakovéet al, 2004. Ad esenpio I’aminopirina in alcuni casié consideratain substrataspecifico per il
CYP2C, in altri un substratomarker generico perchépuo esseremetabolizzatada diversi CYP, tra cui
CYP2D1 (Hanoka et al., 1998) CYP1A, CYP2A, CYP2B, CYP2D e CYP3A nel ratto (Hari Kumar and
Kuttan,2006)o0 CYP2B1 e CYP3A nel topo (Kim et al., 2007) in questocasq la suabiotrasformaone
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risutata es®re significativamente correlabile con il CYP2CS8. Per tutti quedi motivi, € necessario
appofondre le conoscazesul CYP2C,identificare le sequenzéovinedelle diverseisoformeappartenetn a
guestasottofamigliae chiarire il loro coinvolgimenb nel metabolismodei farmaci attrawversol’utilizzo di
vettori di espresioneed ulteriori substréd modella

Divers attivita CYP2Edipenderti del ratto sono state misurate anchenel bovino e tra questesi
includonopNP-OH e Aniline-OH (loamides,2006). 1 risultati riportat in questo lavoro sonodello stesso
ordine di grandezzali quelli riportai da Nebbiaet al. (2003), e sonoindicativi di differenzenell’attivita
cdalitica tra le razzeogget di studb. Perquantoriguardainvecel'i mmunoekttrofaed, e stata notaa una
scarsaross-reattvita dell’anticorpoutilizzato, chehaimpedto I'analisi densitomeiicae, conseguentenme,
la correlazionetra attivita catalitica ed espressionalella proteina CYP2EZL d’altra pate, nelle specie
veteginarie sonogia statiriportati risultati contrastntiin termini di cross-reativita, numerodi bandeottenue
e concordanzaon le corrispondentiattivita catalitiche, a seguitodell’utilizzo di anicorg antrCYP2E1di
uomo e ratto (Machda et al., 2003; Nebbiaet al.,; Szotakowa et al., 2004; loannides, 2006). A livello di
MRNA, non sono state evidenziatedifferenze tra le razze, a causadel’alta variabiita inter-individuale
riscontrataDegnodi notae il coeficientedi correlazionecalcdato tra I'espresgone genica e I'Aniline -OH
(significativo per BA), che potrebbendiretamene confermae quest’'ultimocomeun subgrato specificoper
il CYP2E ancle nel bovino; questa isoformainfati appartienead una delle satofamiglie maggiormete
conservatee le proteire ortologhe corrisponéni spessodimostranola stessa specifcitd di substrato
(loannides2006).

Per quanto riguardail CYP3A, le attivita 6BOH-T e 280OH-T misuratemediarte metodca HPLC
evidenzano differenzestatisticamentsignificative tra le razzeoggeto di studo, a differenzadelle attivita
caalitiche ERDEM, ETDEM e TAODEM, misurat spettrofluorimaticamente Questirisutati contrasarti
sno pazialmentein disacordocon queli riportati da Dacastoet al. (2005),in cui inveces evidenzano
delle differenzetrai vitelloni PM e Limousine(LIM) per ERDEM, ETDEM e 2B0H-T. Consderando dat
ottenuti perla PM, I' unicarazza studatain entrambii lavori, si &€ potu notarechesdo nel casodi ERDEM
siail protocolloimpieggto siai risultati ottenut fosseromolto simili e paragonaiti trai due studi. Nel ca®
invece di ETDEM, 6BOH-T e 2B0OH-T soro state evideniate delle differenzedi tipo metodlogico a
giustificazioneddle disarepanz ottenue: unadiversaconcentrazionéinale di etilmorfina (6 mM in questo
lavoro; 1 mM nel precedete); la diversasensibiita dello strumentoimpiegatoper misurarela formaldeide
liberata (lo spetrofluorimetro in questolavoro e lo spettrofobmetro nel precedentg la diversatecnica
impiegataper la quartificazionededi idrossilatidel TST (HPLC, piu sensibileed accuratocon costruzione
delle curve di calibrazone per 6B- e 280OH TST in questolavoro e thin layer chromatography con
valutazione densitometiga semiqualtitativa di spots radiodtivi senzala preparazioa di curve di
cdibraziore, nelsecondo).

A tal proposito,l'analisi della correlazone tra le ativita cataltiche e I'espressone genicadi CYP3A4 ha
evidenzato dei migliori coefficienti di correlazime perle attivitain HPLC, indicandoindirettamentel TST

comeun substratiu sensibilee specifico perla valutazionedell’espressiondel CYP3A nel bovino.
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L immunoeletroforesj che ha prevsto I’ utilizzo delo stessoanicorpo antrCYP3A1/2 di ratto citato da
Nebbiaet al. (2003), ha fornito risultati contradditori se confrontat con queli dell’attivita catalitia (e in
accordo con quantoriportato daDacastoet al., 2006, in cui si evincechela razzaPM pur avendoun’ attivita
cdalitica superiorerispettoalla LIM presentavanvece un contenutodi apopradeinainferiore) main linea
invececonquelli dell’espressiongenicadi CYP3A4.

Per gli erzimi di fase Il, sono stati scelti i substeti specifci per la famiglia UGT1A utilizzat
nell'uomo (a-naftolo e p-nitrofenolo), che sonogia stati peratro impiegai nel bovino (Gus®n et al, 2006).
Entrambii sulstrati vengono maggiomentemetabolizzatinella CH rispeto alle altre razz. Questirisultati
sano in linea coni livelli di espesionedellUGT1A6 ma contrastanccon quelli ottenuti per UGT1A1.
Inditre, le attivita catalitiche ed i profili di espressionaenicanon risultano correlabili. Curiosamente,
I'i soforma UGT2B17, coinvolta nella spece umananella coniugaione degli steroidi (Xu et al., 2009, é
risultata altamenteespresa nella BA, cosi come si evidenziaper UGT1AL. Tali risultati posson essere
giustificati dal fatto chemolte isoformedi UGT, chein parteincludonoquellescelte per questolavoro e per
le quali eranodisponilili le sequenzenelle banchedati, dimostrancun’elevatasowappaizione di specificita
di substrati(Nagarand Remmel,2006). A confermadi quantosopradescitto, anchenel topo, la specie
maggiormentestudatain questoambito ed utilizzata come speciedi riferimentq é stataevidenZata una
carenzadi specficita di anticorpie substratimarker perle UGT (Katohet al., 2005).

Oggigiomo, nei mammiferi sono conoscitde setteclassidi GST citosoiche classficate sulla base
dell'identita di sequenzaaminoacidca/nucleotidicastrutura genca e propiietd immunoreattive,vengno
identificate con le lettere grechealfa, mu, pi greco (GST specifihe) e sigma, teta, zeta e omega (GST
comuni). Considerandda loro nota sowapposizionedi specficitd per i substrat CDNB e di solito
consideratain substrataggenericopertutte le isoformedi GST, mente DCNB é riconosciutocomesutstrato
specifico per I'isoforma mu in rato, topo, uono e coniglio (Gussonet al., 2006). In quesb studio, la BA
presentara le razzeselezionatela piu efficiente cagpacitabiotrasformativain contrastoconi risultatiottenuti
invece per i divers CYP e per le UGT,; questocomportanento & stato confemato anchea livello pre
trascrizonale per tutte e tre le isoforme citosolicheesaminatelnoltre, & statoevidenziatochel'espressione
gerica di GSTM1 é correlata in modo significaivo con I’ attivita cataltica nei corfronti di entrambii
substratinellaPM. Sula bas delleinformazoni tuttora disponibili, questdavororappresentd primo studio
in cui sonostati valutai i profili di espressiongenicadelle GST nel bovinoedi dai ottenutisonoanche
indicativi di differenzetrale razz, comeé gia statoperaltro dimostratond ratto(Janget al., 2001).

Nel compleso,i daf ottenuti in questolavoro dimostranoche effettivanente la razzaé in gradodi
modulare I'espressionededi enzimi biotrasformativi nel bovino cosiccomenelle specieda labaataio, gia
ampamentestudiate(Casleyet al.,1997;Lofgren et al., 2004;Janget al., 2001; Saitoet al., 2004; Stott et
al., 2004);tuttavia i risultat non univoci raccolt suggeriscon@hea momentonon e possibilestablire se
tale effettointervengaalivello pre-trascrizonaleo posttraduzionaleo addirituraalivello posttrascrizonale

(fasechenoné stataoggetto del preserte lavoro).
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Comunquei risultati qui ottenutirappresetanoun piccolo passan avantinel’acquisizonedi informazoni
su DM nellespeciedi interesseveterinarioed assumonancle unacertaimportana, visto cherecetemente
e statodimodrato che differenzenell'espressionedei DMEs possondnfluenzare siala biodisponibilita,sia
I'efficacia terapeuticadei farmaci (Sallovitz et al., 2002); tale aspettoé di natevole rilievo sopatutto nel
caso di farmac somninistrati ad animali da redditg per la potenzale presena ndle derrate di origine
animaledi residuipericolos perla salutedel consumatore.

Per molti degli enzim biotrasformativi considerati,la razzaCH ha conparativamengé dimostratodi
essee la razzache preseta la piu bassaespressiona livello genicoe proteico, ma, al contario, la piu
elewataattivita catalitica,a paiita di contenao di proténamicrosomiag e citosolica,CYP e GSH

Una possibilespiegzioneper quesb comportanento potrebbeesserda maggiorefficienzadd ciclo
cdalitico nella suddeta razza, un’ipotesigiusificata dal’alta attivita catalitica di NADPH-R riscontratain
guestostessogruppa atal proposito,un simile comportamente stato infatti evidenziatoperil CYP3A nel
cavallo (Tydénet al., 2007): questiautorihannodimostiato chetessutiin cui I’ epresiore genicae protdca
del CYP3A risultavanobassepresenavanouna spiccataattivita cataltica CYP3A-dipendenteassociataad
una altrettanto elevataattivita della NADPH-R e del citocromob5. Sulla basedelle conascenzead oggi
aqquisite, infatti, € nato che la NADPH-R rappresentauna componerg indispensabileper il corretto
funzionamentadel ciclo catalitico dd CYP e che alte concentazioni di ques'ultima favoriscano l'attivita
cdalitica, in quantofornisceelettron al CYP stessqNakajimaet al., 2002; Schenknman andJansson2003
Wu et al., 2006); inoltre, € noto ancheche il citocromo b5 pud aumentard’attivita catalitica del CYP
faciitandoil trasferimentadi elettroni a ciclo calitico ed a maggiorragone puo velocizarneil turnover,
senzaneessariamete essee coinvolto nel trasfermentodegli elettroni (Nakajimaet al., 2002 Schenknan
andJansson2003;Yamazaki et al., 1996).

Un’altra possibile spie@zone puo esseredata dalla presenzadi effetti posttraduzionalj come la
fosforilazione delle proteine, dimostrata esserein grado di modularel'attivita del CYP, nonchéla sua
specificita nei confronti di substati modello (OeschBartlomaowicz and Oesch,2005). Quest autori infatti
hannoevidenziatocheil CYP2Bedil CYP2Epossoncesserdosforilati dala proteinchinasiA (PKA) e che
guestareazionedipendedalla presenzali residuifosforilabili di seina, localizzati nella sequenzalel CYP
riconosiuta dalla PKA stessa La presenzadi pdimorfism nella sequena proteica del CYP puo
indirettamenteinfluenzard’attivita della PKA: infatti, se nel wild-type la sequeza riconosciutadalla PKA
non e disponibile,quest’dtima effettueraa fosforilazionein un altro sito del CYP o in un’altramolecolache
interviene nel ciclo, determinandocosi o una variazione in termini quantietivi della stessarisposta
(magdore o minoreattivita rispettoal wild-type) o unadiversaspecficita di substato.

Inoltre, in letteraturaé riportato chei CYP possonaesseraegolati,oltre chedafattori di trascrizione,
ancheda effetti posttrascrizionali.Recenemente Tsuchiyaet al. (2006) hannodescrittoper la prima volta
che i microRNA modulano andie I'azione dei DMEs, come per esempioil CYP1BZIL alti livelli di

espessionedella proténa CYP1B1 in tessut tumorali infati possonoesseredovuti ad un’inibizione
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dell’'espressionali un particolare microRNA, denoninato miR-27b. Tuttavia al momento attualenon sono
ancorastatiidentificatii genitarget dei singoli microRNA.

Infine, I'ip oteica presena di polimorfism genetici(SNPs)nelle sequenzelei DMEs non dovrebbe

essereexlusaa priori; reeentementeinfatti unincrementodell’attivita metabolicariscontratanellarazzaCH
rispetto alla GermanHolstein é staa attribuita alla presenzadi SNPsin alcuni geni funziondi epatié ed
intestinai (Schwerin et al., 2006).E’ stato ancheampiamentedocumentad in umanache differenz tra le
razze, imputabili alla presnza di polimorfismi genetici, sono la causadi un diverso pattern di
biotrasformazionaei confroni dello stessosubstratqingdman-Sundberg2002).
A guedo proposito,n futuro nel nostro laborabrio verrannocondott degli studiatti a seqenziaei maggiori
DMEs nelle tre razz oggettodi studio, nonchégli enzimi coinvolti nel ciclo catalitico (per esenpio
NADPH-R) peridentificareeventuail polimorfismi geneticj potenzale causadelle discrepanzesservatdra
I'attivita cataliticae I'espressicmegenica
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ESPRESSIONE DEGLI ENZIMI BIOTRASFORMATI VI
E DI ALCUNI FATTORI DI TRASCRIZIONE
NEL FEGATO DI BOVINI TRATTATI A SCOPO ILLECITO
CON DESAMETAZONE E 17B-ESTRADIOLO
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51. MATERIALI EMETODI

Campioni biologici

I campioni biologici utilizzati in questoegetimento sono stati raccolti nel corso di due diverse prove

sperimentali.

La primasperimentazionelenoninata“D EX”, é statacondottasu 24 vitelloni mashi di razza Marchigiana

All'arrivo preso I'AziendaAgricola “Caron” di Brugine (PD), Stablimento utilizzatoredell’'lZS delle Tre

Venrezie, gli animali avevanoun’eta di 14-16 mesi e pesaano circa 500 kg. Per tutta la duratadella

sperimentaziore (63 giorni) gli animal sono stati alimentati con unifeed ad libitum. Inoltre I'accesso

all'acquadi abbeveataeraliberoedognibox eraprovviso di due bacinellea pressione.

| vitelloni sono stati pesati,suddivsi in 3 gruppi sperinentali e dopo 9 giorni di accaamentosono stati

satopostiai seguentitrattamenti

=  Gruppo Tpp (N = 9): trattati quotidanamenteper os per 54 giorni con 0.75 mg/capo/giornodi
desamtazone21 fosfao sadico (DEX: Desashock, Fort DodgeAnimal Hedth, USA);

=  GruppoBpp (n = 6): a questisoggetti sonostati somninistrati per 2 volte pervia intramuscdare (IM) a
distanzadi 21 gg, 1.32 g/capodi DEX;

= GruppoKpp (n=9): controllo(nessurtratamento).

Il DesaBock® era somministratoper os con apposie cialde. In ogni cialda veniva postodelo zucchero

comune e poi, con l'uso di una micropipetta Eppendorf® (Germania) veniva aggiunto il volume

corrispon@ntea 0.75mgdi DEX. La cialdaveniva poi somnmnistrataad ogni animalemediantesparabol.

Gli animali sono stati macélati pressoil macelo Montellianadi Villaverla(VI) 2 giorni dopo la fine dd

trattamentoper os e 16 giorni dopol'ultimo trattamentdM.

La secondasperimentazioe, definita “DEX+E,", invece é stata condottasu 18 vitelloni maschj nati da

incroci trarazzefranaesidacarre e stakulati pressda stessaaziendaagricolaperunaduratadi 6 settimane.

| vitelloni di 15-18 mesidi etae di peso compresdra 392 e 542 kg, sonostatidivisi in 3 grupgd, ciascuno

conprendente6 animali, e poi cdlocdi in box multipli (conprendenticiasano 3 bovini) prowisti di

pavimentazioneconlettierapermanentelLa suddivisioneé avvenutasulla basedel pesoiniziale degli arimali

in modotale daottenee la maggor omogeneia possibik trai diversigruppie dl'interno di ciascunbox.

Gli animalisonostaticosisuddivisi:

*  Dge (N = 6): trattati quotidianamenteger os per 43 giorni con 0.75 mg/capogiorno di DEX disdolto in
0.5 L/capodi acquaed irrorato omogeneamentsulla superfidge dell’unifeed immediatanente dopo la
distribuzionedi questultimo;

» DEg (n = 6): trattati con DEX per os secondolo stessodosaggio indicato per il gruppo Dge € con
estraliolo benzoatdE,, Esradiolo AMSA®) per via IM, alladosedi 20 mg/capodi principio attivo per3

volte, rispettivamerdil 1°,15°e 30° giorno dall'inizio dellaspermentazione;
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»  Kge(n = 6): controllo (nessuntrattamento)si & procedutccomunqueadirrorarela superficiedel’ unifeed
con0.5L/capodi acqwa pura.

La dieta degli animali era costituta da unifeed (silomais, farina di mais, polpe di bietola, crusca,soia,

melaso e paglia)somminstrab in modorazionato(13.6 kg/capo/giorndal quale) e I'accessaall’acquaera

libero (dueabbeveratioperbox).

Gli animali sorp statimacellat pressal macelb comunale‘Longhin’ di Piovedi Sacco(PD) il giornodopo

la fine dd trattamenter os e 14 giomi dopol’ultimo trattamentdM.
In sededi macellazime dedi animali di entrambde sperimentazionie statorimossoil lobocaudatoepatico,
da cui sono state prelevate in sterilita delle aliquote di circa 100 mg per I’ estratone del mRNA, poste

immediatamentén tubi contenentiRNAlater® e poi stoccatea -80°Cfino all’ utilizzo.

Estrazione RNA totale da campioni di fegato

E’ statautilizzatala medesimaroceduraiportataa paginal06.
Le uniche modificheappotate sonostatele seguerit
- poiché i campionidi fegato eranostati precalenemente stoccatia -80°C in presaéza di
RNAlater®, a momentodel’estrazione dell’RNA, sonostat scongelatin ghiacciq podi in
microtubi LysingMatrix D raffreddai in ghiaccioe poi subitoprocessati;
- sonostati effettuati due lavagg successiviin etanolo 70-75% per rimuoverei residui di
RNAlater®

Valutazione qualitativa e guantitativa dell’ estr atto:

Elettroforesi su gdl di agarosio all’1% elettura al NanoDrop

E’ statautilizzatala medesimaroceduraiportataa pagina107.

Trascrizioneinversa (RT)

E’ statoseguitolo stess@rotocdlo riportatoa paginal09.
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Selezione geni target

Nella Tabella5.1.1, sono riportatii geniche sulla basedellaricerca bibliograficasonorisultati coinvolti nel
metabolisno ossidaivo e coniugativo delle molecoleoggettodi analis, nonchénella regolazone degli stessi
enzimi e chepettantosonostae scdti perle successivaralisi.

Genetarget Nome ID GenBank
CYP1Al Citocromo P4501A1 XM 588298
CYP1A2 Citocromo P4501A2 XM_591450
CYP2B6 Citocromo P4502B6 NM_ 001075173
CYP2C9 Citocrono P4502C9 XM 612374
CYP2E1 CitocromoP4502E1 NM_ 174530
CYP3AM Citocromo P4503A4 NM_ 174531
UGT1Al | UDP glucuronoditransfeasilAl DQ115935

UGT2B17 | UDP glucuranosl-trarsferasi2B17 NM_001075724
GSTAl Glutaione-S4ransfeasiAl NM 001078149
GSTP1 GlutationeS+ransferai P1 NM 177516

SULT1Al SufotransferasiLAl NM 177521

CAR Costitutive androstan receptor NM_001079768

PXR Pregnan X receptor XM 582516
RXRa Retinoid X receptor isoforma.a XM_881943
HNF4o Hepatocyte nuclear factor 4a NM_001015557

GR Recetbre glucccorticoidi ENSBTAT00000025941

ERa Recettoreedrogeniisoformaa ENSBTAT00000009422

Tabella5.1.1 Listade geri bovini selezionatperil saggiodi Real Time PCR

Sceltade primers

Nella progettazione&lei primers sono stae seguitde stessendicazioniriportateapagnalll.

Real Time PCR (Q RT-PCR)
E’ stato seqguitolo stessgprotocollo riportatoa pagna 112 In aggiuntarispettoal precedete esperimato
sule raze boving sonostat messia puntoi saggirelativi ai geniCAR, PXR, RXRa, HNF4a, GR ed ERa..

Analis del dati ed analis statistica
| dati ottenutidalla Q RT-PCR sonoespresscome media £ DS (Allegato2).

Inizialmente, i dati di egressionegenicaottenuti ddla quantificazionerelaiva, sonostati oggettodi analisi
per l'identificazione degi outliers mediane I'utilizzo del teststatisico di Grubbs, chiamatoanche metodo
extreme studentized deviate.

Suaessivamete, |’ analisistaistica per evidenziaredifferenzetra i gruppidi controllo e quelli sottopos a
trattanento, e stataesegita dd programmaGraphPadInstat2.01(SanDiego, CA, USA), utilizzandoil test
statisico ANOVA (one-way Analysis of Variance). In casodi variazion significative e stao eseglito il pog-
tegd di Tukey (Tukey-Kramer multiple comparisons tes). Eventuali differenzetra i gruppi sono state
consideratsignificative sdo pervalori di p<0.05.
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5.2. RISULTATI
Valutazione qualitativa e quantitativa dell’ estr atto

La qualita del’RNA estrattoe statavalutata pertutti i campion medianteelettrdoresisugel di agar@io 1%:
smo state confermatel’assena di contaminazioneda parte del DNA genomco e I'accetabie integrita
dell'estratto. Nellatakella5.2.1vengonoriportédi i dati di concentraione e di pureza degli estrattidi tutti i
campioni ed in figura 5.2.1 invece alcuni esempidi spetro di assorbimentmttenut durare la lettura al

NanoDrop.

Esperimento | Gruppo | Campione | Concentrazione RNA (ug/uL) | Abs260/280 | Abs 260/230
Kpp Ky 1.46 2.06 2.03
Kz 0.41 2.06 2.10
Kz 0.77 2.07 1.91
Ky 0.64 2.083 2.03
Ksg 0.41 2.06 2.11
Kg 0.22 2.09 141
Ky 0.87 2.08 1.92
Kg 0.96 2.07 1.89
Kg 1.31 2.08 2.12
Teo T1o 0.75 2.06 2.04
Ty 1.48 2.08 1.99
Trg;tnasngfgto T 0.59 2.2 2.11
DEX Tis 0.99 2.08 2.04
Tia 1.33 2.07 2.15
Tis 0.82 2.07 2.21
Tis 1.05 2.07 2.08
Ti7 1.29 2.08 2.15
Tis 0.49 2.2 2.16
Brp B1o 0.30 1.3 2.02
Bo 0.60 2.083 2.12
B, 1.59 2.08 2.16
B> 0.71 2.07 2.18
B3 1.11 2.07 2.12
B4 1.55 2.08 2.12
K e K- 0.20 2.06 1.26
Kg 0.85 2.08 2.09
Kg 0.42 2.06 1.76
Kio 2.07 2.06 2.11
K1z 0.26 1.9 1.17
K1z 4,58 2.06 1.67
Dee D, 0.40 2.07 2.03
D, 0.95 2.09 2.00
Tratgr:ento Ds 0.95 2.08 2.13
DEX + E, D, 0.60 2.09 2.11
Ds 0.58 2.08 2.14
D¢ 0.79 2.08 2.16
DEge DE;; 0.57 2.03 2.10
DE,, 0.57 2.04 2.06
DE;s 0.43 1.9 1.32
DE;¢ 0.21 2.2 1.28
DE;; 0.62 2.07 2.13
DE;g 0.59 2.08 2.13

Tabella 5.21: concentazone e purezzade canpioni di RNA estatti a partireda campionidi fegatoappartenentai
vitelloni oggeto di studiondle duetesisperinental. Vengonoriportatii dati di concentrazionein pg/pL edi rapporti
trai valori di as®rbanza a 260, 280 e 230 nm. Per tutti i canpioni, sorp stai procesati circa 60-70 mg di tesutoe
I'RN A estratb é statorisospes in 50-100uL di acqua.
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Measurement complete 31-0ct-06 19-28 “_
: User [Detoutt |

K8PD ‘

rT—

Jser |Def

Figura 5.2.1 grafici di assorlanza ottenuti dal’ andisi degl estratt Kg, T1q € B,; appatementi alla prima tesi
sperimentaléA, B, C, rispdtivamente)conil NanoDrop;si nati il piccodi assorbinentodegliacidi nucleicia260nm.
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onl Recording | | Measurement complote 31-0ct06 19.15 =)

RNA-4D

510w 0s 1905 LB
o T —

Measurement complete | 31-0ct-06 19:17 | Exit
B r—

RNA-4D

Figura 5.2.1: grafici di assorlanzaottenuti ddl’ aralisi dedi estrati Ko, D, e DEy4 appatement alla seondates
sperimentaléD, E, F, rispettivamente)conil NanoDrop;si noti il piccodi assorbimentalegli acidinucleci a 260 nm.
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Disegno del primers

Peri genitarget diversirispettoal precedentesperimert é stataeffettuatal’analisi bioinformaticaal fine di
raccoglierele informazoni necessae peril disggno dei primers, comedescrito ndla sezone Materidi e
Metodi. Sonostate quind disegatecoppiedi oligonucleotidi,seconda criteri riportai in precedenzalNella
tabella 5.2.2 vengono riportate le sequene dei primers ottenut, con le loro specifite. Le sequenzede
primers per i geni contrassegnatida un asteriscosono state gentimente concesseda Cartiello (dati
persmal). Per tutti i gen individuai come target, la verifica della corispordenzaddle sequenzedei

primers e dell’amplificatocon il genebovinooggettodi studio (medianteBlastn), hadatoesitopositivo.

Lunghezza ™™ | % Lunghezza
Gene Sequenzaprimerss 2 3 Primer o amplicone
(°C) | GC
(bp) (bp)
SULT1A1 | F: CACGGCTCCTCAAGACACACT 21 59 57 84
R: GGGCGATGTAGATCACCTTG 20 60 55
CAR* F: GAAGGACATGATCCTATCGACAGA 24 60 | 46 63
R: CGTCGCTGGGQCTGTCT 17 58 71
PXR* F: TGAAGGCCTACATCGAGTTCAAC 23 60 | 48 68
R: GGCCATGATCTTCAGGAACAA 21 60 | 48
RXRa* F: GCCTCAATGGTGTCCICAAAG 21 60 52 120
R: AGCTGTACACCCCGTAGTGCTT 22 60 52
HNF4a F: CGACAACGAGTACGCCTGC 19 59 63 58
R: CCCCTTGGCATCTGGGTC 18 60 67
GR F: AGCAGTGGAAGGACAGCACAA 21 59 52 7
RITCTTCGAATTTTATCAATGATACAATCAT 30 59 23
ERa F: CGGCTACGCAAGTGCTATGA 20 59 55 51
R: TTTCCGTATTCCGCCTTTCA 20 59 | 45

Tabella5.2.2 Primers peril saggb in Q RT-PCRdei genitarget. Pa ciascunprimer forward (F) e reverse (R) vengoro
riportate la sequenza la lungheza (bp), la temperatma di melting (Tm) e la % in GC, nonché la lunghezza
ddl'amplicone atteso(bp).

*Cantiello (dati persmdi)
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Messa a punto del saggi in Q RT-PCR

Per verificare la funzionalitd delle varie coppe di primers indicate sopa e per determinarnela
concentraione ottimale d'uso, e stda effettuat la messaa punto impiegandocome templatoun pool di

cDNA di fegatodi bovino, comeriportatonell’esperiment@recedente.

L’ amplificaziore & avvenutacon successan tutti i genie, mediantel’ analisidele curve di dissociaione, &
stataverificatal’assenzadi sintesidi dimeridi primers, nonchél’amplificazionedi un sdo ampliconedella
temperaturali melting attesa.

E’ stataquindi valutaa I'efficienza di amplificazioneallestend curve degli standardper ciascungene,
utili zzandocinquediversediluizioni seiali (rapportol:10)dello stess@ool di cDNA.

In tabela 5.2.3sonoriportati i risultati delle curve standarddei geniinclusi nello studioe messia purto per
guestoesperimentq la linearita viere mantenutan un range dinamicocompres complessivamentega 7 e

10 cicli (piu bassqerGR).

Gene Combinazione Slope R? Efficienza
primers (F/R)
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
RXRa* 300’300 -3.14 0.99 108.2
HNF4a 900’300 -3.29 0.99 101.3
GR 900'900 -3.53 0.99 92.0
ERa 900’300 -3.30 0.99 100.9

Tabella5.2.3: Condizionidi mesaa purto de saggiin Q RT-PCRdei genitarget: combinazone dei primers e curve
standard. Vengonoriportate le concentrazionde primers F e R risultate esserde pit performanti (miglior efficienzadi
amplificazone) edi parametri delle curvestandad (slope, cioil codficiente angolaredellaretia e R?, cioé I'indice di
regressiondineare)con il relativo calmlo dell'effi cienzadi reazione.

*Cantiello (dati persamdi)

Scelta genereference

In accordoa quantoriportato nell’espeimento prece@ntein questostessmaragrfo, e statoutilizzato quale
gere reference la betaacina (ACTB). Qui di sequito (figura5.2.2 vengonoriportati degli esempidi curve
di validazionein cui nello stessografico vengono presentateper alcuni gen le curve degli standard
rispettivamentedel genetarget e del gere housekeeping utilizzato comeriferimento.Si puo notare ancle in

guestocaso chele curve sonopressobé parallele.
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A
Crve standard ACTB vs CYP2E1
35
325 | ¢ ACTB
0 « CYP2EL
= 275 \ | | ——Lineare (ACTB)
e 25 Lineare (CYP2E1)
5 225 \ 7
20 - y = -3,389x + 15,92
17,5 \ R? = 0,9981
15 ‘ ‘ ‘ ‘ g
5 4 3 2 1 0 y =-3,327x + 16,265
R2=1
log(C0)
B
Curve standard ACTB vs SULT1A1
35
20 _ e ACTB
e T— = = SULTIAL
o \\\'\. ——Lineare (ACTB)
£ 5 || —Lineare (SULT1AY)
G
10 y = -3,389x + 15,92
5 R? = 0,9981
5 -4 -3 -2 -1 0 |y =-3272x + 20,297
log(CO) R? = 0,9999
C
Curve standard ACTB vs ERa
40

¢ ACTB

35
o -\4\-\- i m ERa
25 \ —Lineare (ACTB)

=
£ 20 \ —— Lineare (ERa)
o 15 y = -3,380 + 15,92
12 i R? = 0,9981
0 T T T T y= '3,299)( + 21,665
5 -4 -3 2 -1 0 R? = 0,9995

log(CO)

Figura5.2.2 Grafici ddle curvestandarddei geri target (A) CYP2E1,(B) SULT1A1, (C) ERa confrontatecon quella
dd geneACTB, sekzionatocomereference. In ordinat sonoriportat i valori dei Ct mediperognitriplicato,mentrein
agissala concentazone ddlo standard di cDNA in scalalogaritmica. A lato di ciascungrafico sonoriportae le
equaioni delle curve, le qudi evidenziaro cheI'inclinazone é simile e pertan le rettesono presocte parallele.
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Effetti del trattamento con DEX

La quantificazionerelativa dei canpioni & staa eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e
Schmittgen:i dati che si ottengonovengono espressiin unita amitrarie come fold-change rispetto al
controllo, percui e statoassuntain valoremedioparia 1. Nellatabella5.2.3vengonoriportatii dati medidi
guantificazionerelativa di ciascungruppo appatenentealla prima tesi sperimentaldtrattamentocon DEX,

per oseIM). | datidd campion di fegatoin singoloinvecevengonariportati nell’allegato2.

Fold-change (U.A.)
Gene media + SEM
Kep Tro Beo

CYP1A1l 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+ 0.356" 0.172+0.082 0.117+0.049
CYP2C9 1.000+ 0.089 1.163+ 0.192 1.306% 0.665
CYP2E1 1.000% 0.19F%@P 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+ 0.108"° 1.650+ 0.248 2.449+ 0.675
SULT1AL 1.000+0.117 1.550+ 0.156 1.145+ 0.230
CAR 1.000+ 0.097 1.442+ 0205 0.943+0.135
PXR 1.000+ 0.159 1.016+0.111 0.766+0.076
RXRa 1.000+ 0.069 1.369+ 0.143 0.878+ 0.094
HNF4a 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

Tabella5.23: RisultatiQ RT-PCResperimeto “DEX” espresicomefold-change in unita arbitrarie(U.A.) rispeto al

gruppo di controllo. Analisi statistica ANOVA + posttestdi Tukey
a p<0.05,aaa:p<0.001
b: p<0.®, bb: p<0.01

a=Kpp Vs Tpp;
b = Kpp VS Bpp;
€= TppVSBpp;

c: p<0.05
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Comesi puo evincee dallatabellaprimariportata,tra gli enzimidi fasel presiin considerazioa(CYP1A1l,
CYP1A2, CYP2BG CYP2®, CYP2El e CYP3A4), solo le isoforme CYP2B6 e CYP2EL sono state
influenzae dal trattamentacon DEX. Infatti, mentreil CYP2C9ed il CYP3A4 modrano variazioni(trend
all'induzione ed all’i nibizione, rispetivamente)che non raggiungonola significatvita il CYP2B6, la cui
espessione a livello epatco e camterizzata da un’elevata varnabilita interindividude, € risultato
significaivamenteinibito dal trattamentacon DEX, tantonel gruppotrattatoper via orale,quantoin quello
trattao per via IM (p<0.05 rispetto al gruppo di contollo). Anche per il CYP2EL é stah riscontrata
un’inibizione mal effetto ottenutosomministrandda molecolaper via orale € statopiu rilevanterispettoa
guelo evidenziatoper via IM (p<0.0QL e p<0.05, rispetivamente) Nelle figure 5.2.3 e 5.2.4 vengono
riportati i grafici chedimostraro i risultati sopra citati.

CYP2B6 DEX

1.4+

~ 1.24
1.0-
0.8+
0.6+
0.4+

Fold change (U.A

0.2+
0.0

KPD TPD BPD
Gruppi

Figura’5.2.3: Egressionalel CYP2B6 rispetb al gruppodi controllo (Kpp; media= 1) nelfegatodi vitelloni trattaticon
DEX somminigrato per os (Tpp) 0 pervia intrarmuscolae (Bpp). Dati espresscomevalore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey;a= Kpp VS Tpp, & p<0.05;b = Kpp VS Bpp, b: p<0.05

CYP2E1 DEX

1.2+ _
<: 1.04
2 0.8
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£ 0.6-
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© 0.4
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£ 0.24
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0.0 T m_ Satal
KPD TPD
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Figura5.2.4: Esressimedel CYP2E1rispetb al gruppodi controllo (Kpp; media = 1) nelfegatodi vitelloni trattat con
DEX somminigrato per os (Tpp) 0 pervia intranuscolae (Bpp). Dati espresscomevalore medio + SEM
Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey; a= Kpp VS Tpp, @aaa p<0.0aL; b = Kpp vS Bpp, b: p<0.05
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Perquanto riguardainvecegli enzimi di fasell consideati (UGT2B17,GSTAL e SULT1ALl), in particolare
gli enami coniugativ GSTAL e SULT1A1 sonostati indotti dal trattamentocon DEX, mentrel’enzima
UGT2B17 non é stab moduldo dd trattamento Per quantoriguardala GSTAL, e stato evidenziatoun
progressivoaumentodell’espressone di questoenzimasecondd’ordine Kepy>Tpp>Bpp, mala significativita
rispettoal contwollo e stataragguntasolonel gruppoBep (p<0.01).

La SULT1ALl invece,é risultataindatta significativamentesolonel gruppotrattatopervia orale (p<0.095.

Nellefigure5.2.5e 5.2.6vengonariportatii grafici relativi.

GSTA1 DEX
A=
_bb.
< .
T N
(0]
1] el Eeeate
o
S 1 —— SRR
(@] oot I N N
L
0 T = T
KPD TPD BPD
Gruppi

Figura5.2.5 Espressioneli GSTAL rispetto al gruppodi controllo (Kpp; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somminigrato per os (Tpp) 0 pervia intranuscolae (Bpp).Dati espresscomevaloremedio+ SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kpp vs Bpp, bb: p<0.01

SULT1A1 DEX
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Figura 5.2.6. Espressionali SULT1A1 rispeto al gruppodi cortrollo (Kpp; media = 1) nel fegao di vitelloni trattat
conDEX somministrao per os (Tpp) 0 per via intramuscdare (Bpp). Dati espresiscome valoremedio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey;a= Kpp VS Tpp, & p<0.05
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Infine, tra i recettorinuclear sekzionatiperil loro coinvolgimentonela regolaione dell'espresione degli
enzimi di fasel e ll, soloi geni CAR ed RXRa sono stati influenzatidal trattammento ed hannopalesatal

medesimaomportamentcsonostatiindotti in manien significativadal tratamentocon DEX sommnistrato
per os (p<0.05Kpp Vs Tep € Bpp VS Tpp, rispettivamente)l risultati corrispondentisano riportati nelle figure
5.2.7e5.28.

Gli altri recettai consideati, PXR, HNF4a e GR invecenonhannosuwito delle variazionidi rilievo.

CAR DEX
1.75m a,c
1.50-
1.25-
1.00-
0.754
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Fold change (U.A.)
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0.00

KPD TPD
Gruppi

Figura 5.2.7: Espressiona@i CAR rispettoa gruppo di controllo (Kpp; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX somminigrato per os (Tpp) 0 pervia intranuscolae (Bpp). Dati espresscomevalore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey;a= Kpp VS Tpp, & p<0.05;¢ = Tpp VS Bpp, C: p<0.05
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Figura 5.2.8 Espressionali RXRa rispetto al gruppo di contollo (Kpp; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattai con
DEX somminigrato per os (Tpp) 0 pervia intrarmuscolae (Bpp). Dati espresscomevalore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; a= Kpp VS Tpp, & p<0.05;¢ = Tpp VS Bpp, C: p<0.05
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Effetti del trattamento con |’ associazione DEX ed E,

| dai quidi seguib riportdi (tabella5.2.3 sonorelativi ad unatesisperimentalehe differiscein partedalla
precederg. Infatti, in questaspermentazionesi & voluto riproporreil trattamentaon DEX secondolo stesso
dosa@io impiegatoper os, ma e stao aggiuntoil trattamentocon I'associaione DEX per 0s (Stes
dosagio) ed E, (sanministratoper via IM ogni 15 gg). Vengonodi seguito riportat i dati medirelativi alla
guantificazionerelaiva dei campionidi fegatq espresi come fold-change rispettoal gruppodi controllo

(valoremediopaii al). | datidi espresi®nedeisingolivitelloni invecevengonariportdi nell’allegato?2.

Fold-change (U.A.)
Gene media = SEM
Kae Dae DEge

CYP1A1 1.000+ 0.095 0.872+ 0.063F 1.263+0.117
CYP1A2 1.000+ 0.136 0.630+ 0.03%F 1.066+ 0.109
CYP2B6 1.000+ 0.194%2P 0.027+ 0.004 0.605+ 0.333
CYP2C9 1.000+0.133 1.382+0.083 1.195+ 0.233
CYP2E1 1.000% 0.286" 0.102+ 0.050 0.345+0.172
CYP3A4 1.000+ 0.12F° 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 1.00 + 0.130 1.468+0.123 1.975+ 0.342
GSTP1 1.000+ 0.155 0.972+0.155 1.270+0.215
SULT1A1 1.0 + 0.060 1.285+ 0.065 1.456+ 0.147
CAR 1.000+ 0.140 0.824+ 0.07%F 1.264+0.148
PXR 1.000+ 0.101 1.113+0.102 1.264+0.182
RXRa 1.00 + 0.150 1.410+ 0.091 1.514+ 0.102
HNF4a 1.000+ 0.130 1.149+ 0.101 1.180+ 0.153
GR 1.000+ 0.059 0.840+ 0.047 1.197+0.120
ERa 1.00+0.103 0.873+ 0.156° 1.659+ 0.161

Tabella’5.2.3 Risultati Q RT-PCR esperimend “DEX+E,” espessi comefold-change in unitaarbitrarie (U.A.) rispetb
al gruppodi cortrollo. Analisi statistica:ANOVA + pod testdi Tukey

a=KgeVSDye a: p<0.05,aaa p<0.001

b =Ky Vs DEyg b: p<0.05, bb: p<0.01

C = Dge VS DEgye c: p<0.05,cc: p<0.01

Cone s puo notaredalle figure 5.29, 5.2.10,5.2.11,5.2.12e 5.2.13 tutti gli enazmi di fasel sonostati
influenzdi dal trattamentpad esclisione del CYP2C9 cheha mostratodelle variazion non statisticamate
significaive.

In particolareil CYP2B6 ed il CYP2E1,a confermadei dati ottenutinel primo esperimentorisultanoinibiti

dal tratamentocon sdo DEX (p<0.001e p<0.05, K4e VS Dge, per CYP2B6 e CYP2EL, rispettivamente);
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risentonopero anche del tratameno con I'associazioneanchese I’ effetto di “down-regulation” &€ meno
evidente(p<0.05,K 4 vs Dge in entramb i casi).

Nelle due isoforme appatenenti alla stessasottofamiglia CYP1A (CYP1Al e CYP1A2) il gruppo DEg
presentaun’albondanzarelativa superiorerispettoa qudla del gruppo Dge (p<0.05, Dde vs DEde) la
variazionetuttavianon e significativane confronti del gruppodi contollo.

Il CYP3A4 invece, l'isoforma maggbrmente coinvolta nel metabolisne ossidativo degli steroid, viene
indottapassandalal gruppo di controllo al gruppoDge € DEge (Kge>Dge>DEge), raggiungendopem il livello
minimo di sigrificativita solo nel gruppotrattatoconle duemolecole(p<0.01,K 4 vs DEg). Questarisultato
contraddiceguantoevidenziao nd primo esperimentoa paritainfati di trattamentger os nel primo casosi

eriscontrataun’inibizione e nel secondaininduzione,anchesenon statisticamenteignificaive.
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Figura’5.2.9: Eressionalel CYP1AL rispeto al gruppodi contollo (Ky4; meda = 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dg) 0 in associazdineaE, (DEge). Dati espessi come valore medo + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; ¢ = Dge VS DEge, C: p<0.05
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Figura 5.2.10: Espressioneld CYP1A2 rispeto a gruppodi controllo (Kq media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX dasdo (Dge) 0 in associazineaE, (DEge). Dati espresi come valore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; ¢ = Dge VS DEge, C: p<0.05
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Figura 5.2.11: Espresionedel CYP2B6 rispeto al gruppodi controllo (K4 media = 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX dasdo (Dge) 0in associazineaE, (DEg). Dati espresi cone valore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; a= Kge VS Dy aaa p<0.01; b = Kge Vs DEge, b: p<0.05
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Figura 5.2.12: Espressionedel CYP2E1rispeto al gruppodi contollo (Kq media = 1) nel fegatodi vitelloni tratati
conDEX dasdo (Dge) 0 in associaibnea E, (DEge). Dati espresi come valore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; a= Kge VS Dge, @ p<0.05; b = Kye VS DEge, b: p<0.05

CYP3A4 DEX +E,

N
9

l_\
q

o
q

Fold change (U.A.)
l_\
@

(@]
(@]

Kde Dde
Gruppi

Figura 5.2.13: Espressioneld CYP3A4 rispetp al gruppo di controlio (Kqe media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX dasdo (Dge) 0 in associazineaE, (DEge). Dati espresi come valore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kge VS DEge, bb: p<0.01
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Per quantoriguardagli enzmi di fasell sonostati valutati, oltre ai geni UGT2B17, GSTA1 e SULTAL,
anchei traritti UGT1Al e GSTP1,esendoquest coinvolt nela coniugazionelegli estrogennell’'uomo.
Comegia evidenziatonel primo espeimento, |’ espressionéi UGT2B17 non viene alteratadal trattameto
farmacobgico;lo stessarisultatoe statoottenutoancheperUGT1ALl e GSTP1,sebbend seconddrascitto
evidenz unablandainduzionenel gruppo DEg.

La GSTAL nel grupposdtopostoa trattamentacon DEX per os vieneindottadi un fattore pai a 1.5 volte,
comenellespeimentopreedente]’ induzioneperorisulta statsticamentesignificativasolo nel gruppo DEge
(p<0.05, K¢ Vs DEg), dove mostraun contenutodi trascritp paii a 2 volte quello del gruppodi cortrollo.
Anche SULT1Al si compota allo stessomoda si evidenzia un trend al'induzione, staisticamente
significaivo solo nel gruppo DEg. rispeto a Kge (p<0.05, Kqe Vs DEge). Quedi risultati vengonopresentati
nellefigure5.2.14e5.2.15
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Figura5.2.14 Espessimedi GSTALrispeto al gruppodi controllo (Kge media = 1) nel fegao di vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dg) 0 in associadneaE, (DEy). Dati espessi come valore medo + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Ky vs DEge, b: p<0.05
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Figura 5.2.15: Egressionedi SULT1A1 rispeto al gruppodi controllo (Ky4e media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati
conDEX dasdo (Dge) 0in associazineaE, (DEg). Dati espresi cone valore medio + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Ky vS DEge, b: p<0.05
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Perquantoriguardainvecei fattori di trascrizionePXR e HNF4a non sono stati influenzatidal tratanmenta
In analogiainvececonil primo espeimenib, CAR e RXRa sonostatimodulatidal’asociazione Questidue
trascriti infatti risultano indotti nel gruppo DEg; pero, mentrel'espressone di CAR é statisttamente

significatva rispettoa Dge, qudla di RXRa lo érispeto al controllo (p<0.05in entambii casi vedile figure

5.2.16e5.2.17).
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Figura 5.2.16: Espressionedi CAR rispeto al gruppo di contollo (Kg4; media = 1) nel fegatodi vitelloni trattat con

DEX dasolo(Dg) 0 in associazineaE, (DEgy). Dati espessi cone valore medo + SEM
Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey; ¢ = Dge VS DEge, €: p<0.05
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Figura 5.2.17: Espressionali RXRa rispéto al gruppo di controllo (Kq4e; media= 1) nel fegatodi vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dg) 0 in associazineaE, (DEg). Dati espessi cone valore medo + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kge vS DEge, b: p<0.05
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Infine, ancheil recettoreperi glucocorticoidi (GR) ed il recettoreper gli estogeni (ERa) vengonoindotti
dallasomministraione dell’ associaziondei duecomposti.

InaspettamenteGR non viene modulatodalla somministrazionedel solo glucoorticade di sintesi,mentre
lo & nelgruppoDEge (p<0.05,Dg4e vs DEge: vedifigura5.2.19.

CircaERa invece,comeci si aspettas, si € osserataunamaggioe espresene nel gruppoDEge (p<0.05K ge
VS DEge, p<0.01Dge vs DEye: vedi figura5.2.19.
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Figura’5.2.18: Espressioneli GRrispeto a gruppodi contollo (K4 media= 1) nel fegao di vitelloni trattati con DEX

dasolo (Dge) 0 in associazinea E, (DEy). Dati espresi comevalore medo + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; ¢ = Dge VS DEge, C: p<0.05
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Figura 5.219: Espessionedi ERa rispetto al gruppo di contrallo (Kg4; media = 1) nel fegao di vitelloni trattati con
DEX dasolo(Dge) 0 in associadineaE, (DEg). Dati espessi conme valore medo + SEM
Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey; b = Kge VS Dyge, b: p<0.05;¢ = Dge VS DEge, €C: p<0.01
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5.3. DISCUSSIONE

Nel setore dell’allevameni del bovino da carneé comunel’im piego, a scopoillecito, di soganzeatte a
miglioramento delle prestaioni produttive degli animali. Questesostanzegterogeneeper caratterisiche
chimiche e meccanismodi azone, vengono utilizzate allo scopodi incrementee il pe® dell’animde
riducendogli indici di conversionee stimolae I'anaboismo protei® e la lipolisi rispetardo cosile attuali
richiestedi mercdo di carne magra. Frale classidi molecok maggiomenteimpiegatesi anroverano steroidi
sessualipetaagonist e soprtutto, corticosteroidi(Nebba et al., 2005).Benchéin Italia viga il divieto di
impiegodi tali soganzecome promotbri dellacrescia (PdC D.L.vo 336 del 4 agosto1999), e benchédati
uffici ali relativi ai contolli analitici eff ettuati nel nostroPaesedndichino posiivita inferiori allo 0.5% peri
piu noti PAC, le informazioniraccoltein campo,indagni istologiche eseguie suorgani bersaglioe le analsi
effettuate su preparazin sequestrig in allevanerto lasciano presupporre che i trattarenti ill eciti,
rappresentio tuttoraun grossoproblena (Nebbia,2005)

| controli analitici adottat a livello comunitard purtroppo possonaisultare inutili nd casodi impiegodi
nuove molecoledi sintesi (attive anchea dosiinferiori rispeto a quelledi analghi compost natural) o di
samminigrazionedi cocktails di PdCin cui I'effetto voluto si ottienecon concentrazioninferiori a quelle
utili zzate con PdC somninistrat singolarmente(Gardni et al., 2006).Perquest motivi, si rendenecessaa
la messaa punto, la validazone e I'impiego di nuovi metodi di screening piu sengili e spedfici, da
affiancarsi a quelli gia previsti perlegge (Nebbia,2005).Tra questi si possonanno\erarequei biomarcatori
molecolari, ottenibili ricorrendoall’utilizzo di tecnchequal la metabolonica, la proteomicae la genomica.
L’ alterazone dell'espressiongenica,riconducibik alla somministrazioa di sostaze esogenerappresera
un pararretro sensibilee specifico, paticolarmentemportane in quantopuo es®re utilizzatoanchea swpi
preditivi (Waringe Halbeat, 2002.

Nel presentdavoro pettanto e stataapplicda la metodicadellaQ RT-PCR in carmpioni di mRNA di fegato
appartensti a bovini da came trattati a scopoillecito secondgrotocoli desunit dal campo | potenzialigeni
candidai sonostatisceltisulla basedi unaricercabibliograficaattaall'individuazionedegli enami coinvolti
nel metabolismobiotrasbrmativo dei compostiseleziond peri trattamentinondéde fattori di traseizione
adessicorrelati.

Sorp statipertantomessia puntoi saggd specifici peruntotaledi 17 trascritti comprendenté enzimi di fase
I, 5 erzimi di fasell e 6 fattori di trascrizione;sonostati poi messia punto e validati 3 geni da utilizzare
comehousekeeping (ACTB, B2M e TBP). In geneale,i saggiin Q RT-PCRchehannovistoil SYBR Green
I quale fluoroforo, sonorisutati spedfici (asenza di amplificai aspedici e di dimeri di primers) ed
efficienti (efficienzadi amplificazionecompresanel range di accettabita). Grazieinoltre ala valutazione
critica del geneda utilizzarsi comereference, e statopossible quanificarel’espressone genicarelativa nei
campioni di fegatooggetto di aralisi. E' importane qui sotolineareche le efficienzedi amgdificazione
ottenute sonorisultae buone pur avendoa disposizionede campionidi RNA concentrati caraterizzati da

buoni indici di purezza (rapporti Axesd/Azgo € AzedAzzo SUperion a 1.8) ma parzalmentedegadati. Questo
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fatto, che non ha influenzatonegtivamentele analisi successiveé probabilmenteémputabile alla fase di
campionanentoal macellg durantela qude le aliquotedi fegato sonostateracolte a distanzadi circa 30
minut dd sacrificioddl’animale.

Per quarto riguardail tratamentocon DEX, che trova largo impiego in medicinaveterinaria in virtu
dell’elevata attivita antinfiammatora ed immunosoppessivanonchéper il bassorappoto costdefficacia
tergpeutica,soro stati seguiti due differenti protocolli: un primo caratterizzatada bas® dosi di principio
attivo somministratger os quotidanamentge 54 giorni (0.75mg/capo/gbrno)in cialdeconl’aiuto di uno
sparaboli edun secondadn cui la somministrazionedi 1.32 g/capoé stataeffettuatapervia IM per 2 volte a
distanzadi 21 gg. | geniresponsivaquesb tipo di trattamentisonorisultai essergin particolareil CYP2B6
edil CYP2EL tragli enzimidi fasel considerdt la GSTAL ela SULT1Al tragli enzimidi fase Il edinfinei
recettoriCAR ed RXRa.

Il CYP2B6, isoformainducikle da parte dd trattamentocon DEX in fettine di fegato di ratto (Cui et al.,
2005, in gquestocasoeé stat inibita consderevolnente a livello genico, indipendetementedalla via di
samminidrazionescelt e anchea discapto del’elevata variabilita interindividualeriscontrata Al momento
attualenon & ancorastatoriscortrato in leteraturaun comporamentosimile e non se ne conosceancaoa la
ragone tral'altro, questa evidenzasperimergle non e giustificataa livello moecolaredall’ effetto opposto
evidenzato sui recettori nucleari CAR e RXRa coinvolti nella regolazime della sua stessaespresione.
Infatti, questidue recetbri nuclearirisultanoindatti, anchese unicamentenel ca® del trattamentger os. a
giustificazione di questo risultato, & stato dimostratoche I'espressionedi tali recettori in epatociti umani
stbisceun incremetto a segiito di incubazionecon DEX, peril noto meccanisra di cross-talk trai recdtori
orfani PXR, CAR e RXRa (Pascusst al., 2000a e 2000b).

Un dtro generespasivo all’ azionedel DEX (marcaé inibizione) & il CYP2E1.Contrariamerg a quantosi
rinviene classcamentein letteratura, e cioé che il CYP2EL in uomo viene modulato da molecole quali
etarolo ed isoniazide(Sinclar et al., 1998 Park et al., 1993, un simile effetto inibitorio a caico del
CYPZE1 aseguitodi espaizioneaDEX é stato riscontratarecentementael ratto (Caronet al.,2005.

L’ espressionéel CYP3A4 invece,l'isof ormamaggiormenteoinvoltanel metabolismodegli xerobiotici e
notaperla suainducibilita in fegato di uomo,topo e ratto a seguio del trattamentacon DEX, nonhasubito
variazioni di rilievo, anzi, contraramentea quantoci si potevaaspetare ha evidenzido una parziale
inibizione nedi animali sotoposti a trattamend. In letteraturainfatti classcamenteviene riportato cheil
DEX e in gradodi indurre I'espessime del CYP3A4 in epdociti umaniin coltura primaria mediante
l'attivazione dei recdtori GR, CAR, PXR ed RXRa, ma secondoun processo bifasico: a basse
concentraioni (10” M) il CYP3A4 viere indatto indipendentementdallo xenobbtico graze all’attivazione
GR-mediatadi PXR; a corcentazoni maggiori(10° M), invece il DEX lecaeatiivail PXR, chea suavolta
induceil CYP3A4 perla presenadi alte concentraziondel ligandospecifico (Pascusset al., 2003) Il DEX
pertand interviene in maniea duplice nella regolazione dellespressionedel CYP3A: controlando
I'espressinedel PXR, in condizion fisiologche,tramiteil GR edattivandoil PXR in condizionidi stresso

di sommnistrazioneeogenadi farmaco(Pascusset al., 2003; El Sankaryet al., 2002).In questocasopero,
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non solo PXR e GR non sonostdi modulat dal trattamentomanemmenal CYP3A4, cheal contrarioha
evidenzato untrend all'inibizione piu rilevante nei vitelloni trattati per via intramuscolare Quesb risultato
viene ulteriormente corfermato anche dai dai del’attivita cataltica CYP3A-dipendente(6p- e 2B-
tedosteroneidrossilasi) ottenuti contesuamente nel nosto laboratoio (Capdongo, dati personal). Uno
stessceffettoinibitorio a carico ddl’espresionegenicae protecadel CYP3A, nonchéddl’attivita caalitica
3A-dipencente e stato evidenzido anchein vitelli a carre biancatrattat a scopoillecito secondoun
protocollo terapeuticaa basedi DEX simile (Cantielb et al., 2008; vedi ultimo espeimentodi questaTesi
di Dottorato).Inoltre, in un altro studio,Zhange collaboratori(2006 hannoevidenziatoche dosicliniche di
DEX, pari a 2.5 — 7.5 mg/capogfiorno somministrate a cani per 5 giorni consecutivi determinano
un’inibizione significativa dell'attivita catlitica CYP3A-dipendente Petantq questoeffetto riscontrad in
bovino e canea seguitodd trattamentaon DEX puo esserémputata a) alle bassedosiimpiegate b) adun
diverso meccanismod’azione di quesa molecola nelle due specieconsiderateE’ nato infatti che per
esempio nel coniglio il DEX non rappresentain efficaceinduttoredel CYP3A, bens ¢ la rifampicinaad
avee un effetto induttorio sull’espessionedi questastessaisoforma inoltre e stato dimostratoche in
epateiti di bovino I'induzione di quesa stessaisoformaa seguitodi incubazionicon DEX non e dose
dipendentgVan't Kloosteret al., 1993;Kuilman et al., 1998)

Tragli dtri enzimidi fasel consideratijl CYP1Aledil CYP1A2nonsonostatimodulatidal trattamend, a
conferma del fatto che i glucocorticoidi sembranointerferire minimanente sull’espessione basaledel
CYP1A (Prough et al., 1996), mentreil CYP2C9 ha subito un increnento ndl’espressionegenica,non
raggiungendopero la significativita: questo risultato € potenzialmenteascrivibile al corcetto che tale
citocrono puo esseranodulato da attivatori comunidel PXR, grazie alla presenzali unaregionePXREM
localizzatanellaregionepronotrice di questostessayene(Pascusset al., 2003).

Infine, tra gli enzimidi fasell sekzonatiperil loro coinvolgimentonella coniugazionealegli steradi (You,
2004), la GSTAL e la SULT1A1 sono risultate indotte nei gruppi Bpp € Tpp, rispettivamente. A
giustificazione di questorisultato, in letteraturaviene riportato come nel ratto i sopracdati geni vengano
indotti dd trattameto conglucocoricoidi (LeCluyseet al., 2000; Duanmuet al., 2001),a differenzainvece
delluomo in cui la SULT1A1 non vienein alcun modo modubta dalla stessamolecola(Duanmu et al.,
2002).

Nel se@ndo esperimenta@ stao ripropostolo stessotrattamentaconil solo DEX allo stessadosaggp del
primo esperimentpscediendo pero unicamentda via di somministrazioneorale: il principio attivo tuttavia
non e statofornito adi animaliin cialde con sparabolibensimescolatall’alim ento(sistemapoteticamate
piu senplice e comododa utilizzare in campoda paite degli allevatoricheimpiegano PdC) inoltre ad un
secondogruppo sperimentalein combinazioneal DEX é stdo somministato per via IM ogni 15 gg, 20
mg/capodi estradolo benzoato.

Similmentea quantoevidenziatond primo esperimentoil CYP2Q, la GSTAL ela SULT1A1 sonorisultati
indotti dal trattamentocon il solo DEX ma non in modo significativo, mentregli ultimi due geni hanno

raggiuntoil limite della significativita nel casodel trattamentocon I'associazioe dei due composti Questi
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due enzmi di fasell infatti sano entrambicainvolti nela coniugazionedei corticosteroidie degli steroidi
sessual(You, 2004)e possongeltani essere modulatidai loro stessisubstrati.

Non sonostateevidenzate invece diff erenzestatisticanente significativenell’espression@edi altri enzim
di fasell considerat(UGT1Al1,UGT2B17e GSTP), enzini sceltiad hoc peril loro coinvolgimentonella
coniugazone degli steoidi in genenle, ma nello specificoprevalentememetdegli estrogeni(Guillemette et
al., 2004;You, 2004;Dawling et al., 2004).

Gli enzimiinveceresporsivi al trattamentdndipendetementadallavia di somminstrazone e dall'impiego
dellassociaziore o meno con I'estradiolo benzoato,sono il CYP2B6 ed il CYP2EL,i quali risultaro
maratamentenibiti rispeto adi animali di controllo. Ad oggi perononsi rinvengonan letteratursevidenze
sperimentali che pos@ano confemaretali risultati e per questomotivo devonoesseradlteriormentesoggett
ad approfondnenta Solo recenemente, Zamaratskaiae collabori (2007) hanno dimostratoun effetto
inibitorio dell'estradido sull'attivita catalitica CYP2EZXdipendentén microoomi di suinomaschiq mente
Kent et al. (2002) hanno osserato un effetto inibitorio posttraduzionée dd 17a-etinilestradiolo (un
distruttoreendarino) sul CYP2B1e CYP2B6 peril legamecovalentedi un swo intermedio reativo con gli
aminoacididell’apoprdeina specifia.

Il CYP3A4, a differena dell’esperimentoprecdente,in cui apparivainibito anche se non in modo
significaivo neigruppiTep € Bpp, in quesa secondgrovaspermentale vienemoduktoin sensqoositivo dal
trattamento con il sdo DEX, corfermandoquantoriportatoin letteraturaper 'uomo (McCune,2000 ma
raggiungendda significativita soltarto nel gruppoDEge E’ notocheil CYP3A éin gradodi metabolizzare
un ampio range di xerobiotid, norché substati endogeni,tra i qual gli ormoni steroicei; nelluomo
rappresentdorseil piu importanteenzimaepaticocoinwlto nel metabolismodei farmaci(30% da CYP
epatici) e partecipaal metabolsmodi pit del 50% degli xenohotici esistenti(You, 2004) Probabimente
questorisultatorappresentan classicoesenpio di feedback positivo, cioe di induzionemediatadalo stesso
substrato,notaperil citocromoP450.] risultati ottenut mediané Q RT-PCRconcordao perfettamenteoni
dati ottendi sia dall'attivita catalitica CYP3A-dipendentd6p- e 2p-tesbstaone idrosslasi ed etilmorfina N-
demetilasi)sia dall'espessionedella protdna medianteimmunoelettrofores{Pegoloet al., dati personadl
Giantin et al., dati persondi). Altri autori al contrario, hannoevidenziatocheil 17a-etiniledradiolo ed altri
estrogeninelluomo sono in grado di inibire I'espressionalel CYP3A4 e la sua attivita catalitica di
idrossilazionedel tesbsterondn posidzone6p (Lin et al., 2002;Willians et al., 2004).

Altri enami apparterenti alla superfamigliadel CYP sonostat modulatidal’associazionalei duecomposti,
edin paticolareil CYP1Ale il CYP1A2. Questedueisoformeinfatti non hamo risentito dd trattameto
conil solo DEX ma sonostate indotte invece dalla combinazionecon E,, un noto substréo endogno di
guestestesseisoforme(Badawiet al., 2000) Diversi studi hannoinfatti dimostratochela somministraione
di E; puo determinarel'induzione delle isoforme apparénentialla famiglia CYP1: in particolare,in linee
cdlulari stabilizzatedi tumore mammarioumano(MCF-7), E, aumenta’espressioe pre-trascrizonaledi
CYP1Aledi CYP1B1,nonchéla quantitadi apoproteinalel CYP1A2 nel criceto(Tsuchiyaet al ., 2005.
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Effetto deitrattamentilleciti in vitelloni

Trai recettorinuclearie stao evidenZato un aumentasignificativo dell’ espresionedi CAR e RXRa nonnel
gruppo trattato solo con DEX, come nell’espermento precedentema nd grupm DEg: a tal propositq
Kawamob e collalboratori (2000 hannodimostato infatti che in colture primarie di epatodi di topo il
recettoreCAR puoessee attivatodd 17B-estradiologedin piu Kiyosawaet al. (2007) hannoevidenziatoche
in ratti immaturi ovariectomizzati, composticon attivita estrognosimile, attivatoridi ER, sonoin gradodi
modularel’'espressiong@enica permezzodell'attivazionedi CAR e PXR.

Infine, sonostati modulat dal trattameato con I'associazone dei due compostiancle GR ed ERa, i due
recettori steroidei coinvolti nel meccanismod’azione e nela regobzione di queste stessemolecde;
saprendettementeperq il GR non e statoinfluenzad dal trattamentaonil solocorticosteroide,bens dalla
combhazone conlo steroidesesude. Un recentestudioriporta chei recettoriGR ed ER, importantiper il
loro ruolo in condizion fisiopablogiche, possonainteragie in un mec@anismodi cross-talk, anchese al
momentoattualeil meccanismamolemlare alla basedi questoprocessmon & ancorabenchiara gli autai
infatti hannoevideniato che il 17p-estiadiolo pudavereproprietaantinfammatore paragonabila quelledei
glucocorticoidie cheantagnisti specifici per ERa sono in gradodi attenuarali effetti antinfiammatoridel
DEX in ratti ovariecdomizzai (Cuzzocreaet al., 2007).

In generalej PdC qudi DEX ed E, sembranoesseran grado di modukre I’ espressiom genca di alcuni
enzimi biotrasformativ, nonchédi acuni fattori di trascrizioneln particolaresembranaisponderemeglioal
trattamento con le due molecolei gen CYP2B6, CYP2E1, GSTA1L, SULT1A1, CAR ed RXRa, mente
CYP1A1/2 CYP3A4 e ERu rispondonolimitatamenteall’uso di estradiolobenzoato.l geni che peroin
assolud risultanoi piu prometerti sonoil CYP2B6 ed il CYP2EL, in quanb vengno modulati dal
trattanentoindipendetementedallavia di somministrazione dallamolemlaimpiecata

La definiziore e I'utili zzo di una sotta di PCR-Array di 17 geni del metabolismoepaticoin esperinenti
pilota sui trattamentiilleciti ha pemessodi individuare dei potenzali e promettentigeni candidati,da
utili zzarequalibiomarcatoriindiretti di trattamentall ecito,

Naturalmentequeso lavoro rappresentain primo appioccio versola definizionedi biomarc&ori molecolari
di tratamento:dovranno infatti es®re consideati, secondoun approcciomirato, altri geni deputti al
metabolisno in modo tale da allargareil set di genidi queso PCR-Array del metabolismaoppure,secondo
un approcciopiu genealistico, si dowa ricorrereall’utiliz zo di un microarray completodel genomabovino
che dovraesserevalutato su questistess campionipositivi e di controllo per evidenzare, tra le migliaia di
seqenz presenti sula piattaforma microarray, altri geni eventualmenterespmsvi al trattamento.
Questultimo approc tuttavia prevedecomunqueunavalidazionedeirisultatiin Q RT-PCR.

In futuro, I'individuazione dei potenzidi biomarcatori molecolar pemetteradi sintetizare mediante
I'utilizzo delle loro sequemre in vettori eterologhi, le proteinericombinanti corrispondeti daimpiegare per
la successivgproduziore di anticopi specifici, da utilizzare in testdi screening (i.e. kit ELISA). Tuttavia,
prima di poteressereappicati in canpo dovrannonecessariamengsserevalidati e successivamenteshti

sucampioniin cieco(animali sospettidi trattamento) per poterneconprenderd’affidabilita.
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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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Confrontovivo-vitro

6.1. MATERIALI EMETODI

Campioni biologici esperimento in vivo

La speimentazone é statacondottasu 17 bovini da carnedi razza Valdostanagdi circa 14-16 mesi di eta e
del peso vivo di circa 400 kg, stabuldi pressol’Azienda Agricola “Caron” di Brugine (PD), Stahlimento
Utilizzatore dell’'Universita di Padowa.

Gli animali, appem acqustati, sono stati pesatipressol’Azienda, suddivisiin 6 box e stabuéti gquindi a
gruppi di 3 sullabasedel pesomedio.Ciascunbox era dotatodi lettiera morbidain pagliasu pavimentoin
cemento,cambiataunavolta alla settimana,e di 1-2 abbeveratoa pressioneGli animalisonostdi alimentdi
ad libitum conunifeed.

Le sostinzeutilizzate per quesa prova spgimentalesonostate le seguentiandostadenedione(ADD: 1,4-
andiostaliene3,17-dione, Steraldds, Newport, USA) e deidroepiandrosterof®HEA, Steraloids, Newport,
USA).

| vitelloni sonostati pertantosotiopostiai seguenttrattamenti:

=  GruppoA (n=6): 50 mg/lcapoper os di ADD unavolta asettimanger5 settimane;

*  GruppoD (n=5%): 50 mg/capoper os di DHEA unavolta a setimanaper5 settmane;

=  GruppoK (n = 6): nessurtrattamentogruppodi contmollo.

Il farmaco e statosomninistratoin capsulecon spaaboli diretamenten cavita orale. Le capsulesano state
preparateanticipatamate, primadell’inizio deltratamentoge conservateén frigo a4°C.

La sceltadei principi attivi, delle dosie delle modalitadi trattamentdarmacologco e stataeffettuatain base
alle indicazioni ricewte dall'lstituto Superiore di Sanita, al’esperienza ed ai risultati ottenut in altre
sperimentaziom analodne edalle indicazionidi colleghidell’U niversitadi Padovae del'lZS delleVenezie.
Gli animali soro dtati saaificati il giorno successivda fine del trattamentopresso il macello comunde
“Longhin” di Piovedi Sacco(PD); tutte le fasi di macellazionee di prelievoddle matrici biologichesono
stateseguitee coordnatedal vetainario competenteel’ASL n.14.

In sede di macellazioneg stab rimossoil lobo caudatoepatco, da cui sonostae prelevatein sterilitadelle
aliquoe di circa 100 mg per I'estrazbnedel mRNA, posteimmediatanentein tubi contenentRNAlatel® e
poi stoccatea-80°C fino all’ utilizzo.

* A causadi una sintomatologia respratoria persistate, un animaledel gruppoD e statomacellatoa pare

unasdtimanaprimadegi altri, percio risultanosolo5 anziché6é animali.
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Colturaprimariadi epatociti di bovino

Animali

Soro stat utilizzateduevitelle di 1-2 annidi eta e del pe di circa400kg chein sededi macellaionesono
risutate esere sare e non sottopste a precedent trattamenti farmacologici. Subito dopo la fase di
iugulamentoe dissanguamentog statorimossoil lobo caudataepatico(o pate di essd del pesodi circa100-
150g.

Reattivi (forniti daSigma, Milano, Italia, esclusdl glucosio)

+ Glucosb, AppliChem,Milano, Italia

+« Soluzionedi Trypanblue 0.4%

+« Codlagenetipo | (dacodadi ratto)

% Gelatina2% sterile

« Cdlagenastipo IV

% NaHCG; 8.4%

% Insulinal mM

+ Glutamna200mM

s Gentameinasolfato50 mg/mL

+ ldrocortisoneemisuccinatd mM

« TamponeEurocdlins, pH 7.4 corterente:KH,PO, 15 mM, K,HPQO, 42 mM, KCI 15 mM, NaHCG;
1 mM, glucosio0.2M, EGTA 1 mM

« Tampond ell, pH 7.4 conieneni: NaCl 142mM, KCI 0.5mM, Hepes9.2mM, EGTA 0.5mM (da
addzionarsisoloneltanponel primadellafiltrazione)

« Tampondll, pH 7.2 conterente: Hepes9.2mM, NaCl66.7mM, KCI 6.7mM, CaCk 4.74mM

« TamponelV, pH 7.65 conienene: Hepes9.3 mM, albuminadi siero bovino 2.5%, KCI 5.4 mM,
KH,P040.44mM, NaCl0.14mM, NaHQO3; 4 mM, Na,HPQ, 0.34 mM, glucosio5.5mM

« TerrenoHanks,pH 7.4 conenerte: KCl 5.4 mM, KH,PQ, 0.44mM, NaCl 0.4 mM, NaHCQ; 4 mM,
NaHPO, 0.34 mM, MgSO,

< Williams’ medium E 1X compldo, pH 7.4 (WE) contenente siero fetale bovino (FCS) non
decanplementatoal 10%, NaHCQ; 26.6 UM, glutaminal.67 mM, gentanicina solfato 50 pug/mL,
idrocortisoneemisuccingo 1 uM
« Tamponegfosfato0.1M, pH7.4

Tutte le soluzionidi stoc sonostat filtrate confiltri a 0.22 um (Schleicher&Shudl, VetrotecnicaPadova,

Italia).

I singoli tamponie il WE, primadi essergoortati a pH, sonostat ossigenatper 10 min concarbogend95%

0, e5% CO,) e quindi sterilizzaticonfiltri da0.22um (Mil lipore Stertop, Milano, Italia).

| tamponiedi mediasonostaticonserati a4°C (esclusigentamicinae FCSchevannoconservdta-20°C)e,

primadi essereutilizzati, portati a 37-38°C(conla sola esclusionalell’Eurocolins).
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Preparazione delle piastre di Petri

Preparareunasoluzionedi collagenel mg/mL, aggiungend®4 pL di HCI 4N ogni 5 mL di soluzione
(peraumentarnéa sdubilitd) e steili zzarlaconfiltri da0.22um.

Stenderecon uno scraper 200 pL di collagenein ciascunapiastra da 9 mL (Greiner bio-one,
Frickenhauen,Germana).

Riporreconcurale piaste neiloro sactetti e consevarle capovolte al buio, atemperatiraambiente

La mattinadellacoltura, idratarele piastrecon4 mL di Hankscompleto;dopo20 min aspirae il terreno
eaggungered4 mL di WE non completo

Al momentadell’insenmenzamenta@spirarel terrenoe procedee.

Protocollo di perfusione

Tutti i materialiutilizzat devonoessersstailizzati primadell’'uso.

Appenaprelevatoil lobo, perfondee con circa 300-400 mL di tamponeEurocdlins a 4°C utilizzando
unasiringasterile da60 mL eduntuboconun puntaleP1000ad un’estremita.

Perfavorirela diffusionedel tamponanassaggiadelicatamentd tessub.

Una volta perffuso, immergere il fegatoin un beckerdal L contenentdo stessatampone coprirecon

alluminio, conservag in ghiacdo e traspotare in labomatorio.

Primadell'arrivo del fegatoin labomataio, disinfetareil circuito di peifusioneconalcool diluito e acqua
sterile,quindi riempireil sistemeconil tampond.

Porreil fegatonell'imbuto tipo Buchner(Vetrotecnca, Padovaltalia) sul suppoto e, sato, un beckerda
400mL.

Con l'ausilio di unapompaperistdtica (Minipulse 3, Gilson, Milano, Italia) peffondee il lobo per 10
min circaal flusso di 20 mL/min conl L di tanponel, ossigenat@on carbogence riscddao a 37-38°C
(bagnotermostéato GTR200Iix, ISCO, VetrotecnicaPadovaltalia).

E’ importantecontrollarevisivament la qualita della perfusionegalcolarei tempidi perfusionedei vari
tamponi,teneregli aghiil pit a fondo possibilenel vasoepatico,controllae con unacartinatornasole
(Sigma,Milano, Italia) il pH di ognitampong(senecessan correggerlacconNaOH4N e HCI 4N).
Perfondee contampondl (0.5L) conunflussodi 100mL/min percirca8 min.

Prendee la collagenasprecedemementepesatae, sotto cappa,aggiungerlaai 200 mL di tamponelll ,
agtandomanualmentd flaconepermescolarel attivita dellacollagenasdeveessere> 65.000 Ul.
Lasdare il refrigerantevuoto e, nela siringa sottostarg, 50 mL di tamponell, quind versarecon una
siringa da 60 mL steile dal foro del “troppopieno” i 200 mL di tanpone Il con la collagenasi,
precedatementeiscddati a37°C.

Perffondee conricircolo il fegatocon tanponelll addizionatodela collagenas per circa 20 min con
flusso100mL/min.

Terminataa perfusoneporreil fegatoin unaciotoladi vetro.
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Sotto cappa ed in massimasteriita, tagliare con forbici la glissoriana e sminuzzareil parenchima
epaticotogliendoi pezi piu gross e pocoperfusi.

Aggiungerecirca50 mL di tanponelV riscaldatca37°C

Versarela parteliquida edi framment menovoluminosinella beutada 500 mL a collo largo, facendo
altri 3-4 risciacquicol tampondV, fino araggiungerain volumedi 200-250mL.

Aggiungere50 mL deltampondll addizionatodi collagenasusatoprecedentemente

Metterela beuta,chiusacon un tappocontenentainapipeta da 2 mL, nel bagnotermostatata 37°C,
collegare il tubo del cambogeno all’'estremita della pipetta ed incubare per 10 min, agitando
moderaamenteogni 1-2 min.

Tornaresotto cappae filtrare con un filtro di nylon con diameto di 120 um (Vetrotecrica, Padova,
Italia) fissatosu un imbuto Buchner,aiutandosicon uno scraper e versandal filtrato in un beckerda
600mL.

Aliquotarein tubi steili dacentrifuga da50 mL (centifuga Sorvall superT21, rotoreSL 50-T, diameto
22.2cm)a 100xgper5 min a20°Csenzdreno.

Aspirareil surnatantee aggiungere WE senza=CSin funzionedd pesodel pellet (3.85—3.38mg/mL).
Risospender# pellet e certrifugarenuovamente

Ripeterei lavaggiper 3 volte.

Riunirei pelletsin unbeckerdal L e mescolae conun’ancorettssterilesudi un agitatoremagnetio.
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CIRCUITO
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Figura 6.11: rappresatazone scheméicadel circuito di perfusione utili zz&o.
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Conta delle cellule e piastramento

Esegiire la contadelle cellule vive su 100 pL di sospensioneyniti a 20 pL di Trypanblue 0.4% (se
necessario,se le cellule da cortare sonotroppo corcentate, diluire 1:10 la sospension&on Trypan,
prendendoe50 pL e aggiungendolia450pL di WE), usandaunacameradi Burker: il Trypanblueé un
colorarte chevieneesclusodallecellulevive.
Y cellulemL = numeo cellulein 3 quadrat x 10*
3

Y cdlule/mL x fattore diluizione= Z cdlule/mL

Z cdlule/mLx mL di sospasiore disponibli =W celluletotali
W cellule: 9 x 10° cellulefpiastra= K piaste utilizzabili
K piastrex 9 mL/piastra= Q mL di sospasione(dadiluire)
Diluire a 10° cellule/mLconterrenoWE conpleto(con FCS).
Piastrared x 10° cellule/mL (9 mL/piastra) mantenendda sosgnsionen agitazione
Incubare(incubatoreinfrabator® F.lli Galli, Vetrotecnica,Padovatalia) le piastrea 37°C in atmosfera
controlata(CO, a 5%).
Cambiargerrenodopo 3 ore, usandoNE conpletosenzaaggiuntadi FCS
Cambiareerrenoogni 24 ore fino all’arrestodellacoltura
Prima della sostituzime dd medium, suddivideree piadre in lotti, prelevae 100 pL di terrenoda ogni
piadra e metterliin tubi tipo Eppendorfda 0.5 mL, contrassegate dal numero del lotto e dal tempo
trasorsotrail preliew e l'inizio dellacoltura; conservarde provettea 4°C: tali aliquoteserviranngper

il testdelrilasciodellalattatodeidrogenas(LDH).

Trattamenti

Prepararesottocappde sduzioni madre (100X):
+ SoluzioneADD 10mM (p.m 2844): 28.44mgin 10 mL di MeOH
+ SoluzioneDHEA 10 mM (p.m. 288.43) 8.653mgin 3 mL di MeOH

«» Soluzionedi controlla solo MeOH.

Tutte questesoluzionimadrevannoconseratea -20°C.

Contrassegnaide piadre conADD o DHEA agruppidi 3 (peril metabolsmo)o di 2 (per la genomicae
metaolomica)indicandoil tempodi incubazone(1.5,3, 6, 24 ore).

Preparare estemporaneaeme le sduzioni compose dalle soluzioni madre diluite all’1% in WE
completotenendaconto che ne sewono 9 mL/piasta.

Le soluzoni finali pertantocorrisppndaoa: ADD 100uM, DHEA 100uM, MeOH 1%
Cambiaeil terrenoutilizzandoquelo addizionatoconle soluzoni qui soprariportate.

Incubaresecondauna cineticaper1.5, 3,6 e 24 ore
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Arresto della coltura

Piastre per la genomica:

Per la genomica sono stéi processati monodrati relativi alle incubazionia 1.5, 3 e 6 ore (2 replicati

biologici/tempo/tattamentdcoltura), secondal seguentgrotocollo:

= Prelevae il rimanenteterenoe suddividelo in aliquote per le analisi dei metabditi in spettometia di
massgnonoggettodi quesatesi).

= Aggiungee 4 mL/piastadi tampondosfato0.1M pH 7.4.

» Usardounoscraper percolture cellulan staccardeneil monostato.

» Prelevae 4 mL/piastia cercanddali lavarebeneil fondodellapiastrae prelevareogni frustoldto; splittare
il contenutadi ciascunapiastrain duemicrotubida2 mL benidentificai.

= Certrifugarea 1500xgper5 min atenperatureambientesi ottienecosiil pellet congli epatociti

= Aspirareil surnatantecon pompaa vuoto.

= Aggiungerein ciascurtuboun quariitativo di RNAlatef® (200 pL) sufficientea coprireil pellet.

= Conservee a-20°Cfinoall’usa

Piastre per valutazione della citotossicita e del “ Drug metabolism” (DM):

Per la valutazionedella citotossicitae dd DM (quest’ultimo non oggettodel presentdavorg sono stdi

processat i monostrati relativi  alle incubazioni per 24 ore (end point: 3 replcati

biologici/tempo/tattamentfcoltura), secondal seguentgrotocollo:

= Prelevae 150 pL di terrenodaciasainapiasta peril testdi rilasdo della LDH a 24h.

= Prelevae il rimanenteterenoe suddividelo in aliquote per le analisi dei metabditi in spettometia di
massgnonoggettodi quesa tesi).

* Aggiungee 4 mL/piastadi tamponegosfato0.1M pH 7.4

» Usandounoscraper percolture cellulan staccardeneil monostato.

» Prelevae 4 mL/piastracer@andodi lavarebeneil fondoddla piasta e prelevareogni frustdetto; metterli
in untuboFalconda50mL, unendad contenutidi 3 piastre segnanda lotti perdistinguerli.

= Certrifugarea 250xgper3 min atemperaturaambieng.

= Eliminareil surnatante

= Aggiungerealtri 2 mL/tubodi tamponefosfato0.1 M.

= Conservag a-80°Cfino alla preparazonedellefrazioni subcelluhr epatiche

199



Confrontovivo-vitro

Prepar azione di frazioni subcellulari epatiche (microsomi e citosol)

Estrarrele provetteconle sospensiontellulari conservata -80°Ce scongela® in ghiaccio

Sonicareal 70%la sospensioneellulare per4 volte consecutivg20 secondiper ogni step) utilizzandaill
sonicatorela cui sordadeveessee disinfettataconalcoole acquabidistillata

Potterae manualmenteoncamiiadi vetro dal5mL per5-6 volte.

Versarela sospensioain un tubo da centrfuga e bilanciare, aggiungenddamponefosfato 0.1 M, pH
74.

Certrifugare a 13.000rpm per 20 min (centrifugaBeckman,rotore 70ti) per eliminare nudei ed altri
frustdi cellularidi grand dimensioni.

Prelevaeil surnatare e poro in unaltrotubo, quindi bilanciarenuovamenté tuhbi.

Certrifugarea 39.000rpm (certrif uga Beckman rotore 70t) per60 min.

Prelevae 150 L/tubodi citosol peril testdi rilasciodellaLDH e porli in untubotipo Eppendoa.
Aliquotare500uL/tubodi citosol in duecriotubi distinti.

Risospenderé pellet coni microsomicon 500 uL di tamponedi corservaziongcompostodaglicerolo
al 20% in tamponefosfdo 0.1 M pH 7.4), cercandadi staccam benecon I'ausilio di unasiringadal
mL.

Aliquotarela sopersionemicrosomialen criotubida2 mL.

Conservaei criotubia-80°Cfinoal momentodelle analsi.
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Test di citotossicitadi rilascio della L DH nel terreno di coltura

L’ LDH & un enzima citosolico che rappresenta un ottimo marker dell’integrita delle membrane cellulari. La
sua attivita viene stimata misurando la scomparsa del NADH, conseguente alla trasformazione dell’ acido

piruvico in acido lattico, a 340 nm.

Reattivi
« Tamponepotas fosfato50 mM pH 7.3 (Sigma, Milano, Italia)
« NADH 4.5mM (Sigma, Milano, Italia)
« Piruvatosodico6 mM (Sigma, Milano, Italia)

Procedimento

= Porrin unacuvettada 1.5mL, 1350uL di tamponepotassiofosfato,50 pL di soluzionedi NADH, 50
KL di soluzionedi piruvato sodicoedagitare perinversione

= Aggiunger50 L di surnatante di citosol e agtare

= Monitorareil decremerd di assobanzaa 340 nm per5 min (10 cicli da 30 secondi),leggendo contro
alfia a 25°C (temperatus armbiente)

» Calcdarela percentualeli citotossicita,ovvero:

% rilascio LDH = A abs/min del surnatante x 100

A abs/mindel citosol+ A absmin del surnatarg

Dove:A abs = (abs5’ —abs0’) / 5
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Estrazione RNA totale da campioni di fegato

E’ statautilizzatala medesimarocedurariportataa pagina 106.

Estrazione RNA da cellule

Reattivi

% TRIzol® reagen(Invitrogen,Mil ano, ltalia): ferolo addo-guanidinatiocianato
¢+ Cloroformio, J.T. Baker,Mallinckrodt, Olanda

« Isopropanolo,).T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

+ EtanoloassolutoJ.T. Baker, Mallinckrodt, Olanda

« Etanolo(Applichem Milano, Italia) 70-75%

« AcquaDEPC,AppliChem Milano, Italia

« Acetatodi Sodio(Sigma, Mil ano,ltalia) 3 M, pH 5.2

Procedimento

Scongelaré campioniin ghiaccia

Certrifugarea5.000xgper5 min a4°C.

Aspirare RNAlater® conpompaa vuoto,

Sottocappagaggiungeren ciascurntubo1 mL di TRIzol® freddo edincubareper5 min.

Risospenderal pellet ed omogeneizzalo per aspira®oni successivecon la pipeta; eventidmente
vortexae seil pellet nonsidisgregaasufficienza

Incubares minin ghiaccia

Aggiungere200 pL di cloroformio e agitare vigorosanenteperinversonealmenol5 secondi. Incubare
5 min atemperaturanbiente.

Certrifugarea4°C pa 15min a12.000xg.

Traderire la fase acquosache presental’RNA in un nuovo microtuboda 1.5 mL: di solito tale fase
corrisponck al 60% del volumedi TRIzol® utilizzato.

Aggiungere un ugual volume di isopropanolo, agitare per inverdgone ed incubae per 10 min a

temperaturambiente.

Certrifugarea4°C pea 15min a12.000xg.

Eliminareil surnatantetilizzandounapompaa vuoto.

Riprendereil pellet in 1 mL di etanob al 70-75% e vortexarefintanto cheil pellet non si staccadal

fondo.

Certrifugarea4°C pe 5 min a 7.500xg.

Eliminareil sumatanteutilizzandounapompaa vuotoe lasciarasgugareil pellet all’aria.

Dissolvereil pellet in 250 pL di acquaDEPC ed attenderefino a compleb sciaglimentoin ghiaccioe

vortexae.
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= Aggiungere2 volumi di etanob assoluto (500 pL) e 1/10di volume di Acetatodi sadio 3M, pH5.2¢e
mescodre.

= Lasdar precipitareper 30 min a-20°C.

= Certrifugarea4°C pea 15 min a12.000xg.

= Eliminareil surnatanteonpompaa vuoto.

= Farseccaral pellet all’ ana, al di sotio di unacapmasprante.

= Dissolverd’RNA in agquaDEPCutilizzandoun volume daminimo 30 a massimalO0 uL (é necessaio
avereunaconcentrazioadi RNA tra500ng/uL e 1 pg/uL).

» Prepararaliquoteperelettrofresiin geldi agapbsio,letturaal NanoDrope retrotrasdzione.

= Conservaeil camponea-80°C.

Valutazione qualitativa e guantitativa dell’ estr atto:

Elettrofores su gel di agarosio all’1% elettura al NanoDrop

E’ statautilizzatala medesimaroceduraiportataa pagina 107.

Trascrizioneinversa (RT)

E’ statautilizzatala medesina procedurariportataa pagina109.

Peri campionidell’espeimentoin vivo sonostatepreparatedelle diluizioni di RNA paria200ng/uL e sono
statiretrotragritti 2 pgdi RNA percampionecomenegli esperimentprecedenti.

Per i campionidi epatocitiinvece vista la piu bassaresadi estrazone, & stato necessaio preparage delle

diluizioni di RNA paria 140ng/uL al fine di retrotrascrverel.4ugdi RNA perciasana piastra.

203



Confrontovivo-vitro

Selezione geni target

NellaTabella6.1.1 sonoriportatii gen sekziondi, scelti perle successivanalisi.

Genetarget Nome ID GenBank
CYP1Al CitocromoP4501A1 XM 588298
CYP1A2 CitocromoP4501A2 XM_591450
CYP2B6 Citoaomo P43 2B6 NM_001075173
CYP2C9 Citoccomo P45 2C9 XM 612374
CYP2EL Citocromo P45 2E1 NM_ 174530
CYP3A4 CitocromoP4503A4 NM_174531

CYP4Al11 CitocromoP4504A11 NM_001077908
UGT2B17 UDP glucuronosittransferas2B17 NM_001075724
GSTAL Glutaione-S4ranserasiAl NM_001078149
DHEA-ST DHEA-Solfotransferasi XM_613003
178HDSII 17B-idrossisteroidaleidrogenasttipo Il NM_001075726
CAR Costitutive androstan receptor NM_001079768
PXR Pregnan X receptor XM 582516
RXRa Retinoid X receptor isdormaa XM_881943
HNF4a Hepatocyte nuclear factor 4a NM_001015557
PPARo Peroxisome-proliferator activated receptor o | NM_001034036

Tabella6.1.1 Listade geri bovini selezionatperil saggiodi Real Time PCR

Sceltade primers

Sorp stateseguitde stessandicazoni riportate apagna 111.

Real Time PCR (Q RT-PCR)
E’ statoseguitolo stessqorotocollo riportao a pagna112. Sonostati messia punto, in agguntarispettoal
precederg eperimentoj sagg relativi ai geni:CYP4A11,DHEA-ST, 178HSDII e PPARu.

Il cDNA dei campionidell’esperineni in vivo, ottenub medianteretrotrascizione di 2 pg di RNA, é stab

diluito conacquasecondoil rapporto1:100, mentreil cDNA degli epatodti, ottenuto dallaretrotrascrione
di 1.4 pgdi RNA, é stato diluito seondoil rapporto1:70in acqua;in quesb modo e stato mantenutail

rapportomassavolumetrai dueespeimeni edin ognipozzettosonostati caricati5 ngdi cDNA.

L’ utilizzo di uno standarddi riferimento, aggiuntoai canpioni in analisi, risulta importanteper verificare
I'eventude presenzali inibitori di PCR o retrotrascrizioneche tendonoa ridurre I'efficienza del metodo.
Comecdibratore,pergli epatodi (matricepiu sensibilee delicata),é statoutilizzato un campionedi fegato
di unbovinodi controllo, esteno all’ esperimentoto stessacampionee statoamplificato nella stessepiastra
peri genitarget edil rispettivoreference.
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Analis de dati ed analis statistica

| dati ottenutidalla Q RT-PCR sonoespresscomemedia + DS (Allegato 3).

Pergli epatociti,i dativengonoespessicomemediadelle duecolture(n = 4 piadre pa CTRL e ADD, n=2
piastre per DHEA). Vista la variahlita inter-coltura riscontita, probabilmentedovuta alla tecnica di
isolarrenb degli epatocitj € stao necessao utilizzaredei fatori di correzionediversiper ciascun gene, per
potertrattareglobalmente dati ddI’'esperimentoin vitro.

| dati di espressionggenica ottenui dalla quantificazione relativa, sono stai oggetto di aralisi per
I'i dertificazione degli outliers mediantel'utilizzo del test statistico di Grubls, chiamatoanche metodo
extreme studentized deviate.

Sucessivamete I'analisi statigica per evidenziaredifferenzetra i gruppidi controllo e qudli sottopostia
trattamento, e stataesegita dd programmaGraphPadinstat2.01(SanDiego, CA, USA), utilizzandoil test
ANOVA (one-way Analysis of Variance). In casodi variazioni significaive é stato esegiito il posttest
Tukey (Tukey-Kramer multiple comparisons tes). Eventuaill differenzetra i gruppi vengonoconsiderate

significaive solo pervalori di p<0.05.
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6.2. RISULTATI

Indici di vitalitacdlulare

Perla valutazioe della vitalita cellulare nelle colture primarie di epatociti,s fa principalmenteriferimento

allamorfologiacellulare edal testdi rilasciodella LDH.

Per quantocorcernel’aspdto morfologico, dopo4 ore di colturale cdlule non mostravanograrulazioni e

risutavano ben adeseallo strato di collagenedeposto Dopo 24 ore, le celule risultavanoancoraadese,
mente a 24 ore di distanzadall'inizio del trattament (48 ore di distanzadal piastrament) le piastreddla
secondacolturahannocominciato a manifestaral sintomotipico di sofferenzagioé la presena di granuli
rifrangenti il distaccoparziale dd monostato e la presenzali piccoli detiti cellulari atacati alla piastrao

dispersinelterrenodi coltura.

Quest risultati sono stati ancheconferreti dai valori ottenuti dal test di rilaxio ddla LDH a 24 ore di

trattamentoseconddl protocollodi Bergmeyeret al. (1963) Questotestpermdte di valutare indirettamete
la vitalita cellulare misurandol’ attivita di tale enzimanel mediumdi coltura e nel citosol degli epatociti.
L’ attivita enzimaticaviere valutata spetrofotometicamente, misurandola diminuzone del valore di

assorbanza 340 nm (lunghezzad’ondadi assorbimert carateristicadel cofattoreNADH) in un intervallo

di 5 minuti; tale diminuzone consege all’'ossidazionedd NADH a NAD", operataproprio dal’ enima. |

risutati (Aals/minnelterreno)vengonoespessicome % di rilascio di LDH. Questotestpermettedi rilevare
il dannoalla membraneacdlulare e, pur richiedendotempi di esecuziondungh, & da preferirsi perchépiu

accuratodeitestdi esclusionalei cdoranti (i.e. trypanblue). | valori ottenutinele duecolturesonoriportati

nellatabella6.21 e ndla figura6.2.1

Campione Trattamento Aabg/min Aabs/min LDH totale | Citotossicita
terreno citosol (%)

Al ADD 100puM -0,00556 -0,02667 -0,03222 17,24

A2 ADD 100puM -0,00533 -0,03667 -0,04200 12,70

DH1 DHEA 100 uM -0,00556 -0,02778 -0,03333 16,67

I DH2 DHEA 100 uM -0,00600 -0,05333 -0,05933 10,11
coltura IC1 contr MeOH 1% -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

K4 contr MeOH 1% -0,00675 -0,03222 -0,03897 17,32

A3 ADD 100puM -0,00356 -0,01044 -0,01400 25,40

A4 ADD 100puM -0,00222 -0,00778 -0,01000 22,22

DH3 DHEA 100 uM -0,00311 -0,00711 -0,01022 30,43

[ DH4 DHEA 100 uM -0,00356 -0,00733 -0,01089 32,65
coltura [IC1 contr MeOH 1% -0,00267 -0,01178 -0,01444 18,46
[1C2 contr MeOH 1% -0,00289 -0,00889 -0,01178 24,53

K5 contr MeOH 1% -0,00311 -0,00556 -0,00867 35,90

K6 contr MeOH 1% -0,00778 -0,00644 -0,01422 54,69

Tabella 6.21; Calcolo ddla % di citotosscita dele piastredelle due colture a 24 ore dall'inizio del trattamento
Vengonariportatele variazioni di absinin di terrenoe citosol,la LDH totale e la % di rilasciodellaLDH.
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Figura6.2.1 Grafico ddla % di rilascioddla LDH neidiversi lotti di piastredi entrambéde colturea 24 ore ddl’inizio
dd trattamemo. CTRL = piastre di controllo; ADD = piastre incubate con ADD 100 uM; DHEA = piastreincubatecon
DHEA 100 uM; | ell = primae semndacoltura, rispettvamene.

Nel nosto esperimentoin mediagli epatociti della prima coltura hanno evideniato una percentualedi
citotossgcita pari al 17% mentre quelli dela seconda (esdudendo K6 in cui il monostato si era
compktamentesfalddo) paii al 27%.

Nel complessplisolamentodi epatiti di bovino mediante I'utiliz zo del protocollo sopra riportato, ha
permesso di ottenerein media 459.76+ 119.59x 10° cellule per coltura, con una vitalita conrplessiva

dell’88.0+ 4.23%,calcdatapermezo dellacolorazionecontrypanblue.

Valutazione qualitativa e guantitativa dell’ RNA estratto

La qualita del’RNA estrattoe statavalutata pertutti i campionimedianteelettrdoresisugel di agar@io 1%:
come si puo vederein figura 6.2.2 in cui vengno presentatidegli esempidi estati appateneni sia
all’esperimentoin vivo sia a quello in vitro, i camponi di RNA estrati da fegato hannopreseriato una
magpior resadi estrazone rispettoai campboni degli epabciti, essend@iu corcentrati.ln entrambii casi
sono stateconfermatd’ assenzali DNA genomicocontamnante, e la presenzali unaparzialedegradazione
(un blando effetto di smear, intensitadella bandadel 28S simile a quela del 18S) che perd non hanno
preclu I'amplifi cabilitadel tenplato.

Gli epatocitisonorisultati unamatiice piu diffi cile da estrare rispettoal fegatoin toto edin alcuni casi é
statonecesarioricorreread unadugice estraziongerottenereun temphtopit idonea

Nelletabele 6.2.2e 6.2.3invecevengnoriportai i dati di concentrazione di purezzadegli estrattj ottenuti
dallaletturaal NanoDrop.

207



Confrontovivo-vitro

Esperimentoin vivo Esperimentoin vitro
Campioni D Campioni epatociti

L) L]
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Figura 6.2.2 Elettroforesi in gel di agarogo 1% rispdtivamentea sinistradedi edratt di fegao appateneiti agli
animali del gruppo D (sotbpostia trattamento con DHEA) e, a destra, di alcuni campioni di epatodti ddla seconda
coltura.

Gruppo | Campione | Concentrazione RNA (ug/uL) | Abs260/280 | Abs 260/230
K 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
K105 0.73 2.03 1.95
A 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
A503 0.58 2.03 0.97
D 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
D359 0.69 1.97 1.49

Tabella 6.22; concentazone e purezzade canpioni di RNA estatti a partiredai campionidi fegatoappartenentai
vitelloni oggetio di studiodell’espgimeni in vivo. Vengonoriportati i dati di concentrazionen pug/uL edi rapporti tra
i valori di assorbarzaa 260 280e 230 nm. Per tutti i canpioni, sonostai procesati circa70-80 mg di tessutoe I'RN A
edratto e stab risospesoin 50-100 L di aqqua.

Gruppo | Campione | Concentrazione RNA (ug/pL) | Abs260/280 | Abs 260/230
IC6X 0.899 1.92 2.12
ICeY 1.186 1.93 2.13
CTRL I1C6X 0.291 1.90 1.91
l1ceY 0.215 1.88 1.86
IA6X 0.951 1.94 1.88
IAGY 1.060 1.92 1.91
ADD HA6X 0.313 1.85 2.08
IIABY 0.306 1.89 2.05
DHEA X 0.196 1.90 1.60
DHEA DHEAY 0.344 1.86 1.87

Tabella 6.23: concentrezione e purezza dei campionidi RNA estratt a partire da camponi di epatocitiin coltura
primaria. Vengono riportati i dai di concentrazonein pg/yL edi rappati trai valori di as®rbanzaa 260,280 e 230
nm. Pertutti i campionj sonostatiprocessatcirca 9 milioni di cellule e 'RN A edratto e statorisogpesoin 35-80 pL di
acqua.
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Disegno del primers

Perquestatkesi sperimentale sonostat selezionatidei genitarget in piu rispettoagli esperimentprecedeti,
coinvolti nel metabolismaledi steradi oggettodi studio.Pertali geni,cosicomedescrittoin precedena, &
stata effettuatal’analisi bioinformatica al fine di raccogliee le informazioni necesare per il disegnodei
primers. Sonostatequindi disegnatele coppe di oligonuckoidi, seconda criteri riportati ndla sezione
Material e Metodi. Nella tabella 6.2.4 vengonoriportae le sequenzealei primers ottenuti, con le loro
specifiche. Le sequenzedei primers per il gene conrassegnatada un astersco sono state gentilmente
concesse da Cantiello (dati personali. Per tutti i geni individuati come target, la verifica della
corrispon@nzadelle sequanzedei primers e dell'ampificato conil genebovinooggettodi studio (mediante

Blastn), hadatoesitopositivo.

Lunghezza ™ Lunghezza
Gene Sequenzaprimerss =2 3 Primer o %GC | amplicone
(°C)
F: AACTCGGTTTGCGCCAAGT (?Lg) 59 50 P
CYPAALL | R. COCGATGCAGTTCCTGGAT 19 50 | 58 8
DHEA-ST F: GAAGGCCCACGTCICATCAG 20 59 60 81
R: GATCACCTTGGCCTTGGATTT 21 59 48
17BHSDI | * F:CTTACTTTTCTGGCCAAGAGTTGTTA 26 58 38 75
R: CAAACCCAGAATCACAACCTGTT 23 60 43
PPARG F: GGATGTCCCATAACGCGATT 20 58 50 81
R: CACACGTAAGGATTTCTGCCTTC 23 59 48

Tabella6.2.4 Primers peril saggb in Q RT-PCRdei genitarget. Pa ciascunprimer forward (F) e reverse (R) vengoro
riportate la sequenza la lunghezza (bp), la temperatta di melting (Tm) e la % in GC, nonché la lunghezza
ddl'amplicone atteso(bp).

* Cantiello (dati persondi)

M essa a punto dei saqgi in ©Q RT-PCR

Per verificare la funzionalita delle varie coppe di primers indicate sopa e per determinarnela
concentraione ottimale d'uso € stata effettuatala messaa punto impiegandocome templatoun pool di
cDNA di fegatodi bovino e di epataiti diluito 1:100,comeriportatonegli esperimentpreceanti.
L’amplificaziore € awenuta con successoin tutti i geni inoltre mediarte I'analisi delle curve di
dissociazione, e stataverificatal’assenzadi sintesidi dimeri di primers, nonchké I'amplificazionedi un solo
amplconedellatemperauradi melting attesa.

E’ stata successivamentgalutda I'efficienza di anyplificazione,allesendole relaive e specifiche curve
dedi stanard,utilizzandocinquediversediluizioni seriali(rappato 1:10)dello stessqgool di cDNA.

In tabella 6.2.5 si possonmssenarei risultati delle curve standardiei nuovi geni, messia purto perqueso

esperimeto; la lineaiita viene mantenu&in un range dinamicocompresacomplessivamentiga 7 e 10 cicli.
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Gene Combinazione Slope R* Efficienza (%)
primers (F/R)
CYP4A11 900300 -3.28 0.9 101.8
DHEA-ST 300’300 -3.20 0.99 105.4
17pHSDI| 900’300 -3.31 0.99 100.5
PPARa 900'900 -3.27 0.9 102.2

Tabella 6.25: Condizionidi mesaa purto de saggiin Q RT-PCRdei genitarget: combinazone dei primers e curve
standard. Vengono riportatele conentrazioni dei primers F e R risultate esserepiu peformanti (miglior efficienzadi
amplificazone) edi parametri delle curvestandad (slope, cioil codficiente angolaredellaretia e R?, cioé I'indice di
regressiondineare)con il relativo calmlo dell'effi cienzadi reazione.

Scelta gene reference

Anche per questoesperimentoe stata effettuata un’analisi per la selta del gene da utilizzarsi come
reference. Trai geri presiin consterazone si annoveranajuelli maggiormerg impiegat come standarddi
riferimento interno in studi di quesb tipo (Toffolatti et al., 2006) betaacina (ACTB), gliceraldeide3-
fosfatodeidrogenas{GAPDH) e glucosie6-fosfato-deiditogenasiG6PLCH). La primaseqwnzacorrispon@
ad unaproteinaubiquitariadel citoscheletro, la secondaad un enzima ubiquitario coinwolto nel metabolisno
dei carboidrati(glicolisi e gluconeogenesi)a terzaad un altro enzma coinvolto nel normak metabolismo
dei carboidratima ancheresponsable ddla protezone dei globuli rossi da danni cellulari e distruzione
premdura. Trai tre geni, anchein questocaso,e stata sceltal’A CTB, poichénel fegatola suaespres®ne
rimane pres®ché costane (I’ aralisi statisticatra i gruppi non é risultatastatisticamerg significativa) ed
anchenei tessuti target della steradogenesinel maschio(tesicolo) nonrisentedel trattamentoccon ADD e
DHEA (Lopparelliet al., dati personali).

Invece il geneB2M, valutado nedi altri esperimenti,non & stato qui considerto quale possibile gene
housekeeping in quantond rattoe risultatoesseremodulatodal trattamentacon DHEA (Gu et al., 2003).

Qui di seguito(figura6.2.3 vengonoriportati dedi esempidi curvedi validazonein cui nello stessayrafico
vergonopresentatée curve degi standwrdrispetivamentedel genetarget e del genehousekeeping utilizzato
comeriferimerto. Si puo notare,archein questocaso,chele curve sonopressochéoarallele.Tale analisi &

stataeffettuatapertutti i geni target oggettodi studib, ma qui vengonoriportatisdo dedi esempi.
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Figura 6.2.3: Grafici delle curve standarddei gen target (A) CYP1Al, (B) UGT2B17,(C) PPARaconfrontate con
guella del gene ACTB, selezonato comereference. In ordinatasonoriportai i valori dei Ct med per ogni triplicato,
mentrein ascesala concenrazioneddlo stardarddi cDNA in scahlogaritmica. A lato di ciascungraficosonoriportate
le equazion delle curve,le quali evidenziano chel’ inclinazioneeé simile e pertanto le rettesonopresochéparallele.
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Effetto del trattamento con ADD e DHEA in un sistemain vivo ed in epatociti in colturaprimaria

La quantificazionerelativa dei canpioni & staa eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e
Schmittgen.Nella tabella6.2.6 vengoro riportati i dati medi di quantificazionerelativadi ciascungrupm
appartenete all’esperiment in vivo per ciascungeneoggettodi analisi.| dai dei campionidi fegab in

singolo invecevengonariportati nell’allegato3.

Fold-change (U.A.)
Gene media = SEM
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
GSTAl 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
17gHSDI | 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+0.063 0.572+ 0.115
RXRa 1.000 £ 0.086 1.100+ 0.081 0.833+ 0.080
HNF4a. 1.000 £ 0.130 1.146+ 0.091 0.745+ 0.099
PPARa 1.000 £ 0.234 1.331+ 0.049 0.631+0.113

Tabella6.2.8 Risutati Q RT-PCRespeimernto “IN VIVO” espresscone fold-change rispettoal gruppodi controlo.

Analisi statistica: ANOVA + posttestdi Tukey

c=AvsD; c:p<0.05
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Anche per gli epatodii la quantificazionerelativa dei canpioni & stataeseguitaapplicando il medesimo
metodo | dati ches ottengonovengonoinfine normalizati sul controlloallo stesotempo(incubazoneper
6 ore) ed espressqguindi in unita arbitrarie (fold-change rispetb al contollo che presentaun valore medio
pari a 1). Nella tabela 6.2.7 vengonoriportati i dai medi di quantficazionerelatva di ciascungrupm
appartenete all’esperimen in vitro per ciascungeneoggettodi analisi.| dati dei camponi di epatocitiin

singolo invecevengonariportati nell’allegato3.

Fold-change (U.A.)
Gene media = SEM
CTRL ADD DHEA

CYP1A1 1.000+ 0.106"°¢ 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+ 0.099* 1.107+0.152" 2.948+0.092
CYP2E1 1.000+ 0.063 1.014+0.171 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+ 0.064 0.611+ 0.008
GSTA1 1.000 + 0.08C° 1.32+0.103 1.813+0.063
DHEA-ST 1000+ 0.117 1.29+0.127 1.928+0.100
17pHSDI| 1.000+ 0.139 1.323+ 0.069 1.978+ 0.458
CAR 1.000+ 0.06F 0.77%+0.158 3.987 + 2.070
PXR 1.000+ 0.024* 0.733+0.103" 4.19+0.805
RXRa 1.000 + 0.033° 0.920+ 0.045' 1.637 £ 0.281
HNF4a 1.000 + 0.069 1.405% 0.088 1.570+ 0.363
PPARa 1.000 + 0.105° 0.922+ 0.095' 2290+ 0.515

Tabella6.2.7 Risultati Q RT-PCR esperimemn “IN VITRO” espresstcomefold-change rispettoal gruppodi controllo
allo stessdenyo (6h)

Analisi stdtistica: ANOVA + posttestdi Tukey

d=CTRL vsADD; dd: p<0.01

e=CTRL vsDHEA; e p<0.05,ee p<0.0] ee=: p<0.001

f = ADD vs DHEA; f: p<0.05 ff: p<0.01,fff: p<0.001

Qui di segguito sonoriportati i grafici dei geniche,dopol’analisi statsticadei valori di espressionedativa,
sno risultati significativamene modulai dal tratamento con i due compostj rispettivamente per

I'esperimentaa (in vivo) e b (in vitro).
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Tra le dueisoforme di CYP1A selezonate, solo I'i soformainducibile CYP1ALl é risultata modulda dal
trattamentocon ADD e DHEA, tuttavia solo nel casodell'esperimentan vitro. Infatti, entrambii composti
nel sistemain vitro hannodeteminato un’inibizione statsticamentesignfificativa dell’'espessione di questa
isoforma, piu spiccaa nel casoddl’ADD (p<0.01 CTRL vs ADD e p<0.05CTRL vs DHEA, ved figura
6.2.4).

a CYP1Al b CYP1A1l
(in vivo) (in vitro)
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Figura 6.2.4: Espressionai CYP1A1a seguitodel trattamento con ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sigemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati esgessicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderg gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey
d=CTRLvs ADD; dd: p<0.01 e=CTRL vs DHEA; e: p<0.05

Anche nel casodei citocrom CYP2B6 e CYP2Q il trattamentonel sistemain vivo non ha sottito alcun
effetta Negli epatocitiinvece i duecompostihannodeterminatoun’induzionedel CYP2BE§ piu spiccatada
partedel DHEA, seppumon significativa a causadelleccessivavariabilita biologicaevidenzata; il DHEA,
invece hadeterminatoun increnent significativo del’espressionalel CYP2C9sia rispettoalle piagre di
controllo, siarispettodle piaste incubae con ADD (p<0.001,CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA) comesi
evinceddla figura6.2.5.
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Figura 6.2.5. Egressimedi CYP2C9a segiito del tratamenb con ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderg gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey

e=CTRL vs DHEA; ees: p<0.001 f = ADD vs DHEA,; fff: p<0.01

L’ espressionéel CYP2E1nel fegato bovino cosiccomeguelladel CYP2B6, riserte molto della variabilita
interindividuale e per questomotivo le differenze evidenziae nel sistemain vivo sono a limiti dela
significaivita: appareinfatti un trend all'i nibizione per entrambéde molecole,ma piu consiséntenel caso
della somministazionedi ADD. Nella coltura primarig invece, I'inibizione del CYP2E1 a seguitodel
trattamentocon DHEA appare staisticamentesignificativa(p<0.05CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA: vedi
figura 6.2.9. Quesa stessamolecolaha modulto posiivamentenegli epatocii I'espressioe di CYP3A4 e
CYP4Al1lmanonin modosignificativo.
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Figura 6.2.6. Espressioneli CYP2EL a segito del trattamento con ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sigemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderg gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi statstica: ANOVA + posttestdi Tukey.

e= CTRL vs DHEA, e p<0.05 f = ADD vs DHEA,; f: p<0.05
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Perquanto riguardainvecegli enzim di fasell considerat{UGT2B17,GSTA1 e DHEA-ST), nelsistenain
vivo non sono stateeviderziate ddle differenz di alcuntipo. Nel sistemain vitro, invece,’ADD non ha
satito alcun effetto di rilievo, mente I'incubazione degli epabciti per 6 ore con DHEA, ha determirato
un'inibizionepari alla metarispdto al contrdlo ddl'espressonedellUGT2B17 (p<0.05ADD vs DHEA) ed
un’induzone di un fattore di 1.75volte di GSTA1 e DHEA-ST (p<0.01CTRL vs DHEA e p<0.05ADD vs
DHEA: vedifigure 6.2.7,6.2.8e6.2.9.
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Figura6.2.7 Espressioneli UGT2B17a seguito del trattanento con ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epaociti in cdtura primaria (sistemain vitro). Dati espressicomevalore medio+ SEM rispettoal
corrisponderg gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey

f = ADD vs DHEA,; f: p<0.05
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Figura 6.2.8 Espressionei GSTA1 a seguib del tratamerio con ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderd gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: 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 Espressioneli DHEA-ST a seguib dd tratamentocon ADD e DHEA (a) nel fegab di vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epaociti in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medip £ SEM rispetto al
corrisponderd gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey

e=CTRL vsDHEA, ee p<0.01 f=ADD vsDHEA,; f: p<0.05

La 17BHSD di tipo Il € un enima coinvolto nella sterodogenesidi tesbsterone, estradiolo, 5-
andostenediolo e diidrotestoderone; si ritiene inoltre responsabiledela corversionedel’ADD in 17B-
boldenone Nel sistema in vivo questoenzma non viene modulatodal tratamento,mentre negli epatociti
swbisceun’induzione che segie il trend CTRL>ADD>DHEA, raggiungendola significativita nelle piastre
incubatecon DHEA 100uM (p<0.05CTRL vs DHEA: figura6.2.10.
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Figura6.2.10: Espressioneli 17BHSDII a seguito del trattamento con ADD e DHEA (a) nd fegatodi vitelloni (sistema
in vivo) e (b) in epaociti in cdtura primaria (sistemain vitro). Dati espressicomevalore medio+ SEM rispettoal
corrisponderg gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi statstica: ANOVA + posttestdi Tukey.

e=CTRL vsDHEA; e p<0.05
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Per quanb riguardainvecei recetori nucleariCAR, PXR, RXRa e PPARy, la somministraione dei due
compostiai vitelloni non ha provocab variazioni nei profili di espessionegcetto per PXR e PPARa, nel
gruppotrattatocon 50 mg/capodi DHEA dove si &€ ossevato un’inibizione significativarispettoal gruppo
trattatocon ADD secondadlo stessalosaggio(p<0.05ADD vs DHEA). In vitro, I'espressionali tutti i sopra
citati geni (compresoHNF4a ancle se nonin modo significaivo), ha subito un increnmentoparia 1.5 - 4
volte nelle piastreincubae con DHEA (p<0.05CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA per CAR, p<0.01 CTRL
vs DHEA e ADD vs DHEA perPXR, p<0.01CTRL vs DHEA e ADD vs DHEA perRXRa e PPARy: vedi
figure6.2.11,6.2.12,6.2.13e6.2.14.
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Figura 6.2.11: Espressionedi CAR a seguto dd tratamentocon ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderg gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey

e=CTRL vsDHEA; e: p<0.05 f=ADD vsDHEA; f: p<0.05

a PXR b PXR
(in vivo) (in vitro)
C
1.2+ —_ G
< 1.04 <
=) 24
Q 0.84 ()
o o) 3=
& 0.6 8
S S 2-
o 044 S
° 04 5 1 eee fff
OC lz '& D C L) L)
N Q X
Gruppi cf& N OQ‘Q’
Trattamenti

Figura 6.2.12: Espressionai PXR a seguitodel trattamentocon ADD e DHEA (a) nel fegatodi vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderd gruppodi controllo (K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey
c=AvsD;c:p<0.05 e=CTRL vsDHEA;eee p<0.001 f = ADD vs DHEA;fff: p<0.001
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Figura 6.2.13: Espressime di RXRa a seguitodel tratamentocon ADD e DHEA (a) nel fegato di vitelloni (sistemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrispondere gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey

e=CTRL vsDHEA; ee p<0.01 f = ADD vs DHEA,; ff: p<0.QL
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Figura6.2.14 Espresmnedi PPARa a sequito del tratamentocon ADD e DHEA (a) nd fegato di vitelloni (sisemain
vivo) e (b) in epabditi in coltura primaria (sisemain vitro). Dati espressicome valore medio + SEM rispetto al
corrisponderg gruppodi controllo(K e CTRL; media= 1). Analisi staistica: ANOVA + posttestdi Tukey
c=AvsD;c:p<0.05 e=CTRL vsDHEA;ee p<001 f=ADD vsDHEA,; ff: p<0.01
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6.3. DISCUSSIONE

Ad oggi, perlo studio del Drug Metabolism(DM), sonodisponbili molti sistemiin vitro, checomprendono
le preparazionimicrosomali, le fettine di fegato, le linee celulari di epatomae le cdture primarie di
epateiti. Quandosi valutano le biotrasformazioni degli xenobiotci per predireil metabolisno epaticoin
vivo, € vantaggpso avee a disposzione un sistemain vitro che mantengde caratteristichaldl’epatocita in
vivo, conil suocompkto corredodi enzim biotrasformativi, proteineresponsabildel legameconi farmeci
edi recettoridi membranaGli epataiti isolati, a questoproposto, si soro dimostati molto utili in questo
tipo di studi, in particdare per la valutazone delle differenzedi specienel metabolismo,ma purtroppo
presentanaina duratatroppo breve per studi di induzioneenzimaticao per valutarereazoni metaboliche
molto lente (Montesissaet al., 1996) Negli anni perg sonostati pubblicdi molti stud sul’ usodi epatociti
primari in speciedi intereseveterinaio, compresii ruminanti(Van't Klooster et al., 1992 Kuilmanet al.,
1998; Kuilmanet al., 2000. Gli epatociti in colturaprimaria, dd cano loro, ragpresntanol’'unico modello
in vitro indicato per gli studi a mediolungo termine. Questo sistema infatti, permettedi studiare
conestualmentda produzionedi metaboiti, I'induzionee/ol’inibizione enamatica, nonchéla citotossicita.
Ciononostanteancte nedi epatiti in coltura primaria, alcune funzioni del DM o dltre proprietadelle
cdlule differerziate vengono mantenute per brevi perodi di tempo: bast pensareper esempioalla
diminuzonedel conteuto di CYP in seguitoalla messuin coltura(Eeckhoute et al., 2002).

Perquanto riguardagli animali dareddito,sonostat condott diversistudirelativi all’ottenimentodi colture
primarie di epatociti;trai piu recentisi possonannovearequelli relaivi al suinoe al conidio (Eeckhoutte
et al., 2002;Sinclairet al., 2005; Schneteret al., 2006; Lorent et al., 2006; Ma et al., 2003; Montesssa et
al., 2004;Kuniedaet al., 2003).

In queso studio, é stato sceltoil metodo della coltura primaiia di epaociti per valutare gli effetti sul
metabolisno di alcuni precusai endogeni ed esogeni degli steroidi sessuali (DHEA e ADD,
rispettivamente),impiegati a scopoillecito nel bovino da came successivaments e voluto confrontare
guestirisultai conquelli ottenut in vivo in vitelloni trattatia scopaillecito conle stessenolecole.
Innanztutto, il primo obiettivo & stato quello di mettere a punto nel nostro labaatorio un protocolb
standardizzated affidabie di isolanmentodi epatocitidi bovino in coltura primaria Il metodoriportato s
basasulle modalita precedentemnte descrite in letteratua per il ratto, il maiak ed i ruminanti, bovino
compres (Seden, 1976; Van't Kloosker et al., 1992; Montesissaet al., 199%; Coulet M et al., 1998;
Kuilman et al., 1998;Kuilmanet al., 2000).1 relaivamentebassivalori di rilasciodellaLDH (17% e 27%
rispettivamente nella prima e nella secondaculturg, al di sotto del valore sodia del 30% indicato da
Kuilman et al. (19998 e I'alta percertuale di vitalita ottenuta(88%) in fasedi isolamentosuggerisconcacheil
sistanain vitro adottatoin questo lavoro possaessereconsiderat affidabile ed applicabilenegi studi di
metaboligno. Nel preserte studio é statavalutatala capadia biotrasformaitva a livello geni®, proteicoe di
attivita cataliticain colture primarie di epatocitiincubai con ADD e DHEA 100 uM, nonchéconil solo

veicolo (metanolcall’1%).
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L’espressionegenica é stad valutata consideando un panel di 16 geni del metabolismoossidativo e
coniugatvo, nonchéi fattori di trascrzionecorrispondentiin piastre incubateper1.5,3 e 6 ore secondaina
cineticadi reazione per ogni tempoeranodisponibli dueduplicatibiologid per ciascunadelle due colture
(eccettoperil trattamentocon DHEA che purtroppoeé statoeffettuatoin duplicatomain unasolacoltura). In

guesto esperimentosono stati processaticortesuadmente nel nostro labordorio i monostrat per la
valutazionedell’espressime genicain Q RT-PCR ed i terrenidi coltura per la valutazionedd metabolit

prodotti in spettrometriadi massa.L’ espressiong@roteica delle isoforme CYP2B e CYP3A e le attivita
cdalitiche corrigpondenit (163-, 6B- e 2B-tesbsterme idrossilasi) invecesonostak valutatenei microsomia
24 ore di trattamentgoer conseguird dati del metabolismecend-point. In questolavoro, ristretto ai risultati

dell’espressionggenica,non sono stati riportati i dati relativi ai metabolti prodotti ed adi effetti post

traslazonali perchétuttora in corso di studio ed oggetb di altre future pubblicazioni (Gdlina et al., dati

persmali; Capolong et al., dati personali Gianin et al., dati personali). Inoltre, pur essado stateeffettuate
tutte le analisiai diversi tempidi incubazione sonostati qui riportati soloi risultati dell’espessone genia
relaivi alle 6 ore, periododi temponecessariperla manifestazioneli effeti apprezabili e degnidi nota.

Il protocollo di estraimone di RNA totde dacellule messoa puntoper questoavoro hapermessali ottenere
un estratto caratterzzato da buoni indici di pureza e da una qualitd accettabile (perdita parziak

dell'integrita): questamatrice infatti, pur non richiedendouna fase di omogeneizazione prolungata, &
risultata piuttostodelicatae complessad ha richiesto,in piu di quachecaso,unanuovaestrazime per pater
conseguie un templatoidoneo alle successivdasi di amplificazione.Non va infatti tralasciato che nel

terrenodi colturapossmo essee presentireaggenticontaminaritin gradodi inibire le fasi di retrotrasrizione
ed amplificazione e che devonq per quantopossibik, essee eliminati. L’estratto di RNA a partire da 9

milioni di cellule é risultao comunquepiu diluito rispettoa quello ottenutodai campionidi fegatodi circa
70-80 mg.

Per la valutazione dell’espressiongenicae statoutilizzato un set di saggiin Q RT-PCR gia utilizzati nedi

esperimeti precederit comprendentigli enzim biotrasformativimaggiormentecoinvolti nel metabolismo
ossidaivo e coniugativo bovino nonchéalcunifattori di trarizione.Perquestdavoro perosonostatimess

a punto anche dei sagyi specfici per alcuni enzim ed un reetore nucleare (CYP4All, DHEA-ST,

17HSDII e PPARa) presumibilmentecoinvolti nd metalwlismo specificodi ADD e DHEA anchenel

bovino. Nel complesso,sono stati messi a punto dei saggi caratteizzati da una buona specificita ed
efficienzadi amplificazone (conpresanel range di accettabilta), che,abbindi ad unasceltamiratadel gere

reference, hannopernessda quantificazionerelativa dei campionioggettodi analisi.

In generale da una prima stima delle curve di amplificazioneottenute,é statoevidenziatochei vitelloni

presentavao unacongsterte variahlita individualesiaall’interno dello stessayruppo(perquantoriguardai

geri target), satrai diversigruppi sperimatali (constderanddl genereference), mentrei duplicatibiologici

dedi epatociti, ndl'ambito ddla stesa coltura, erano camtterizzati da profili di amgificazione

sovrapponibili,che nel casodel genereference, descrivevanain unico fasciodi curve compatto.Da questa

prima consideazionerisuta cheil sistemain vitro congnte I'acquisizionedi risultai molto piu ripetibili
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rispettoal sisteman vivo. Tuttavia i dati ottenutidistintamentelalle duecolture si discosavanogli uni dagdi
altri e pertanto,perpoter medareedanalizzare dati, e statonecessao utilizzare deifattoridi correziondra
le duecolture.

Scendendiu nel dettaglio, la quantificazionerelativa dei trascritti consideratiin campioni di fegato
apparteneti a vitelloni di razzaValdostanatratati sperimentalmenteon 50 mg/capodi ADD o DHEA, non
ha permessodi rilevare acun effetto di rilieva non ha deerminato infatti alcunavariazone a caico
dell’espressione degi enzmi di fase |, confermando quanto evideniato in precedenza
dall'immunoelettoforesi delle isoforme CYP1A, CYP2B, CYP2C e CYP3A e dalle attivita cataliiche
relaive (Giantinet al., dai persanali; Carlettie Capolongodati personali).

L’ unico effettg con®cuivo alla somministrazionali ADD é stataquela di inibire, anche senonin modo
significaivo, I'espressionedel CYP2E> questorisultato potrelbe es®re pazialmente giustificato dal
risultato ottenutoin uno studio effettuato da Zamaratskaiaet al. (2007), nel quale era stata evidenzata
un’inibizionesignificativa delle attivita cataltiche CYP2Edipendentin microsomiepaticidi suinoa segiito
del trattamentocon lo steoide andrasterore. Inoltre, nel precedentespeimento della presenteesi é stato
dimostratocomeil CYP2EL siaunodeigenimaggiornenteresponsiviall’azionedegli steroidi.

Il tratamentocon DHEA, invece,ha determinatoun’inibizione significativa dell’espressine dei recdtori
PXR e PPARux nel gruppoD rispettoal gruppo A: questorisultaib pero € parzialmentein contrago con
quanto riportato in letteratura E' noto infati che in uomo e ratto il recetore PPARy € il maggiore
respnsabile del meccanimo d'azone del DHEA (essendajuest’utimo un suo ligando specifico) e viene
indottoadalte conceirazioni daquestostessocompostgMastrocolaet al., 2003; il PXR inoltre &€ coinwolto
nel meccanimo di azone del DHEA nel ratto, poiché somminigrazoni esogenali DHEA in questaspecie
detaminanooltre all'induzone di PPARy e CYP4A, anchedi PXR e CYP3A23 (Kohalmyet al., 2007).

L’ effetto inibitorio riscortrato per questidue recettoripud esserdegab al bassodosag@p impiegatonella
sperimentaziom in campo;infatti o stessoMadrocola riportachebasselosidi DHEA, somministate a rati
perlunghi periodi(nel suocasospecfico 4 mg/giornoper 3 setimane)nonsonoin gradodi attivareil PPAR
e la beta-ossidazioneesecitando bensiun effetto protettivoantiossidanteei confronti della perossidazione
lipidica.

Perguantoriguardainveceil sistemain vitro, in cui epatocit in colturaprimaria sonostat incubatiper6 ore
consoluzionil00uM di ADD e DHEA, molti genisonostai modulat dal trattamentaconle due molecde:
gli effetti sonostati piu limitat nel casodel trattamentocon ADD, mentremolto piu marcdi e diffusi per
DHEA. L’incubazionecon ADD hadetermnab infatti solanenteun’inibizione significaiva del CYP1Ale
non del CYP1A2 (molto blanda):questorisultato confermaquantoprece@ntementessevato per I'attivita
cdalitica CYP1A-dipendete in microsomiepatti di vitelli a carnebiancatrattati con un’associaziondli
ADD ebddenoneedradolo e tesbsteronegstradioloe boldenongMerlani et al., 2006 Merlanti, 2005 ed

in microsomidi ratto incubati conconcentazioniuM di differenti steroidi(Klinger et al., 2002).
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Il DHEA invece,haprovocatotra gli enzimidi fasel consideratiun’inibizione significativa dell'espressione
di CYP1Al e CYP2EL1 e, al contario, un’induzione di CYP2C9 (p<0.001) di CYP2B6, CYP3A4 e
CYP4Al1(ailimiti dela significdivitd).

L’ effetto induttivo qui descrittoé anpiamentedocumentataon leteraurain epatocitiumanipe tuttee 4 le
isoforme sia a livello di espessionegenicasia a livello di attivita cataltica, per il coinvolgimentonella
regolazonedi PXR, CAR e PPARx (Kohalmyet al., 2007).1noltre, in uno studp effettuai in bowvini trattati
conl g di DHEA al giorno per 7 giorni, & stab evidenziab tra tutte le sequenzeresenit sulla piattaforma
microarray bovino-specifico, un incrementopari a piu di due volte dell'espressinedi CYP2C9rispeto al
controllo (Rijk et al., 2006) Nel rattg invece, a seguito del trattamentocon DHEA, é stato notato
inspgegabilmerte un decreneni dell’espresionedel CYP2C11(Kohalmyet al., 2007;Gu et al., 2003).

| risultati ottendi peril CYP1A1 concordao perfettamenteeon quanb riportatoin letteratura, limitatamente
all'attivita cataliticadi questastessdasoforma é gia statoinfati evidenziatol’ effettoinibitorio degli steroidi
sul’ ativita catalitica 1A-dipendente (Klinger et al., 2002; inoltre la diminuzione ddl’'espresione del
CYP2E1¢ in lineaconi risutati ottenutinelle prove speimentali descrittenei capioli precederit in cui
vitelloni dacame sono statitrattai conaltri sterddi (DEX ed E,), ande sead oggi hon si conosceancoail
meccanimo di regolazonecoinvolto.

Per quantoriguardainvecegli enzimi di fasell, i trascitti di UGT2B17, GSTA1, DHEA-ST, scelti per il
loro noto coinvolgimento nella coniugazionedegli steroid (You, 2004), sono stati modulati in modo
rilevantea seguitodel’in cubazone con DHEA. In particolare UGT2B17 é statainibita del 50%rispdto alle
piastredi controllo: questorisultatopurtropponon é concordecon quantoriportatoin letteratura;infatti, pur
essedo risultatougudmenteun generesponsio al trattamentaancte nel lavoro prima citatodi RijK et al.
(2006), in tale studio viere al contario indotto dala somministrazionedi DHEA in vivo. L'incremento
dell’'espressioneli GSTA1 qui riscortrato invece,concordaperfetamentecon quantoriportato ddlo stesso
autoreed e ascrivilile ad un meccarsmo di induzioneda substrato(You, 2004). Infine, ancte I'enzima
DHEA-ST, detto anche SULT2A1, altamente espressonel fegato e responsabiledella coniugazione
prefereniale del DHEA, il qualeviene convertib a suavolta nella forma attiva e circolante € risultato
indottodal DHEA stessa probalimente anchequesb effetto e substato-dipendent e si redizza attraverso
I'attivazione dei recdtori responsii PXR, CAR, RXRa, Farnesoid X receptor e Vitamin D receptor, come
descrittoda Echchgaddaet al., 200a, Echchgaddat al., 2004bed Echch@ddaet al., 2003

La 17BHSD tipo Il invece,corisporde ad un enzima coinvolto nela clearance e nel metabolsmo dedi
steroidisesualinel fegato umano(Narasakaet al., 2000)ed e responsale dellaconversiongeversibiletra
estroneed estradioloe tra androsénedione e tesbsterone che determnano un’inativazone in loco dedi
steroidi attivi (Suzuk et al., 2000; catdizza inoltre I'ultimo step chiave nella sintesidi androgenied
estrogeni,poiché essirichiedono la presena di un gruppo ossidrlico in posiione 17 del loro nucleo
steroideo (Luu-The, 2001). Nel sistema in vitro, anche questo enzima ha subito un incremento

nell’espressioneyistoil sw coinvolgimentonel metabolismalegli steroidisessuali.
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Risutati in linea con l'incrementodel’espressone sopraevidenziatoper DHEA-ST e 17BHSD, sonostati

ottenut anchein un altro studioeff ettuatocortesualmentenel nostrolaboratorio,in cui sonostati analizzati
gli stessi nonchéaltri geni coinvolti nella steroidogenesinel testcolo appartenenteagli stessi vitelloni

descritt nell'esperimento in vivo (Lopparelliet al., dai persond).

Infine, per quanto riguarda i recettoriorfani CAR, PXR, RXRa e PPARy, I'incubazionecon DHEA ha
determinatoun incremen significativo della loro espressionali 1.5 - 4 volte rispettod contrdlo (per
HNF4o nonin manierasigrificativa). Questorisultatoe imputable al fatto chetutti i sopraccitatirecettori
presentanajuale ligando specifico questa stes®@ molecolae, a seguitodella loro interadone, attivano la
trasgizione di tutta una serie di enami coinvolti nel suo metabolismo,tra i quali il sistemadd CYP
(Kohalny et al., 2007 Guet al., 2003.

Il diverso conportamentoriscontato in vivo ed in vitro potrebbeessereascritb in particolareala dose
utili zzata: se si pensainfatti che 4 mg/capogiorno per 3 setimanevengonoconsideri un bassodosaggp

nel ratto (Mastrocolaet al., 2003),I'impiego di 50 mg/capounavolta a setimanaper 5 settimanein un
bovino di 400 kg rappesnia veramenteunadoseirrisoria. D’altro cantq invece, si pud supporreche una
sduzione 100 uM di un certo principio attivo impiegatain vitro possaessereparagnata ad una dose
giornaliera in vivo di 1 g ddlo stesso compostosamministrataper 7 giorni consecutiviad un vitellone
(dosaggioimpiegatonello studi di Rijk et al., 2006) Quest motivi possonggiustificare I'ass@zadi effetti

rilevanti alivello catalitico,proteico e genico, e la preenzadi un effetto protetivo antiossidate del DHEA a
bassedosi nel sigemain vivo, noncté un considerevoleeffetto metabolicoe pro-ossidate nel sistemain

vitro.

Indltre occorreconsideare cheil sistenain vitro rappresentaolamenteainasemplificazone ddl’organisno
in toto, in quantodiffi cilmente mima tutti i processifarma®- o tosscocinetci che avvengno in vivo
(Freshney2001).Negli epatociti in coltura primariainfatti il compostoviene direttamentea contattoconla
cdlula epaticaalla dosedi impiegoe nonsubscei feromeni di assorbimentodistribuzione metabolsmoed
eliminazione, che incidono sulla biodisponibilita effettiva del compostonell’organismo.Per questomotivo
risuta molto difficile stimare la corcentazionedi una molecola da utilizzare in vitro sula basedi un

dosagyio impiegatoin vivo, se non attraversouno studiodi farmacocinetiadel conposto.Inoltre le colture
primarie di epatocitipresetanoun ulteriore limite, che consistenela perdta progessiva dell’attivita P450

dipendenteevidentedopo72 ore di piastramentmel conidio (Eeckhoute et al., 2002. In questocasoperoi

tempidi incubazionesono stai piuttostoristretti (massimo6 ore pergli studidi genomicalke non e mai stata
evidenZataunadiminuzionedi esprasone dei CYP negliintervdli di tempocondderati (1.5,3 e 6 ore: dati
non pregentati) Ciononostate, quesb medo alternativoin vitro e risultato esseraun valido sostitutoddle

spefimentaziom in campo soprtiutto per la sua rapidita e riproducibilita intra-coltura. Tuttavia, sono
necessariallteriori prove spermentli, volte alla validazionedi un protocollo standardizato di isolamento,

in gradodi ridurre la variablita inter-colturadanoi stessriscontrata.
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7.1. MATERIALI EMETODI

Campioni biologici

Perquesé spelimentazone sonostat utilizzati 15 vitelli a carnebiancadi raza Frisonadell’eta di 4 mesi,

stabulatipressoun allevament autoizzato come Stabiimento utilizzatoredell’Universitadi Torino, sito in

FossandTO). Gli animali sonostéi sottopostiai seguernittratament

= Gruppo Do (n = 5, pesomedib 166 + 12 kg): trattati con desametazon@l fosfato sodico (DEX:
Desashock) alladosedi 0.4 mg/capo/gorno per os per23 giorni:

*  GruppoVo (n =5, pesomedio170+ 17 kg): trattati con DEX 21 isonicotinato(Vorer®) alla dosedi 2
mg/capopervia intramuscoare(IM) per2 volte a distanzadi 8 giorni;

=  GruppoKio (n=5, 176 + 18kg): nonsotibpostoa trattamentdcontollo).

Il DEX samministrab per os € stato somminstrato ogni giornoconil latte ricodituito. Il giornoantecedente

la macellaziongyli animali sonostati postia digiuno. Il giornosuccessivogli stessisonostati pesatie quindi

macelldi secondda normativa vigente.ll fegatoé stab prelevatg pesatoe quind si e procedutoai prelievi

delle aliguote perle indagni di biologiamolecolaree alla preparazionelele frazioni subcellulari.

Estrazione RNA totale da campioni di fegato e valutazione quali- e guantitativa dell’ estr atto

Sorp stateutilizzatele stese procedue riportatea pagina75e 107.

Trascrizioneinversa (RT)

E’ stab seguitolo stess@rotocdlo riportatoa pagna 109.

Selezione geni target

NellaTabella7.1.1 sonoriportatii gen sekzionatiper le succasiveanalisidi quantficazonerelativa

Genetarget 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
RXRa Retinoid X receptor isoformaa XM_881943
HNF4a Hepatocyte nuclear factor 4a NM_001015557
GR Recettoreglucocorticoid ENSBTAT00000025941

Tabella7.1.1 Listade geri bovini selezionatperil saggiodi Real Time PCR

Sceltade primers

Sorp stateseguitde stessandicazoni riportate apagnalll.
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Real Time PCR (Q RT-PCR)

E’ statoseguitolo stess@rotocdlo riportatoapagnall2

Allestimento delle frazioni subcellulari epatiche microsomiali e citosoliche

E’ statautilizzatala medesimaroceduraiportataa pagina 117.

Dosaggio delle proteine microsomiali

E’ statautilizzatala medesimaroceduraiportataa pagina 118.

| mmunoel ettr of or esi

E’ stataoggettodi analid solo I'isoforma CYP3A ed e stah utilizzatala medeéma procedurariportaa a

pagnal34

Analis de dati ed analis statistica

| dai ottenuti dalla Q RT-PCR e dallimmunoelettréores sonoespresscomemediat DS (Allegato 4).

L’ andisi statisti@a perevidenziaredifferenzetrai gruppidi controlo e quelli sattopostia trattamento ¢ stat
eseguitadal programmaGraphPadlinstat2.01 (SanDiego, CA, USA), utilizzardo il tes ANOVA (one-way
Analysis of Variance). In casodi variazionisignificative & stab eseguital posttest Tukey (Tukey-Kramer
multiple comparisons tes). Eventualidifferenzetrai gruppivengonoconsideatesignificativesolo per valori
di p<0.05.
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7.2. RISULTATI

Questo esperimentcera parteintegarte della Tesidi DottoratodellaDr. Michela Cantiello:in quel cortesb
erano state valutatele ativita catalitiche CYP3A-dipendenti,nonchéla relatva espessionegenica nel
fegato, mediantel’'uso della tecrica di Northern Blotting. | risultai del’attivita catlitica tratti dalla sopra
indicatatesi,vengonoqui citati per consentirainacomparaione coni dati oggeto invecedellapresentdesi,
relaivi aimmunoelettoforesie Q RT-PCR,macheglobalmentesonooggettodella medesimaubblicazone
(Cantidlo et al., 20080.

Valutazione qualitativa e guantitativa dell’ RNA estratto

La qualita del’RN A edratto e staa valutataperi 15 campionimedianteglettrofores sugel di agarosiol%:
sno state confermatel’assena di contaminazioneda parte del DNA genomco e I'accettabie integrita
dell’estratto.

Nella tabella7.2.1 vengono riportati i dati di concentazione e di purezzadegli estrattied in figura 7.2.1

invecegli spettridi assorbinentoottenut durantela letturadi alcunicampionial NanoDrop.

Gruppo | Campione | Concentrazione Abs Abs
RNA (pg/pL) 260/280 | 260/230

Ko Ky 0.86 2.03 2.00
K, 1.37 2.03 2.02

Ks 2.28 2.01 1.33

Ka 1.62 2.03 1.75

Ks 1.92 2.00 1.19

Dro D, 1.67 2.03 2.05
D, 0.92 2.03 2.01

Ds 1.04 2.02 2.05

D, 2.88 2.02 191

Ds 1.37 2.02 1.67

V1o V, 1.79 2.04 2.03
V, 2.36 2.01 1.69

Vs 1.27 2.02 1.68

V, 1.10 2.03 2.01

Vs 112 2.03 1.99

Tabella 7.21: concentazone e purezzade canpioni di RNA estatti a partiredai campionidi fegatoappartenentai
vitelli a carnebianca oggettodi studio.Vengonoriportai i dati di concettrazionein pg/pLedi rappati trai valori di
assorbanzaa 260, 280 e 230 nm. Per tutti i campioni, sono stéi processatcirca60-70 mg di tessito e 'RN A estrdto e
statorisospesaon 50-100uL di acqua.
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. Measurement complete | 91-0ct-06 18:54 Bt ]

K2TO ‘

Measurement complete | 91-0ct-06 1858 Bt ]

L T

Figura 7.2.1 grdici di asabanza otteruti dallanalisi degli estrati K,, D; e V4 (A, B, C, rispetivamentg con il
NaroDrop;si notail picco di assorhinentodegli 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 questaprova sperimentale specificheperi genibovini CYP2B6,CYP2C9,
CYP3A4, CAR, PXR, RXRa, HNF4o e GR, corispondonoa quelle scelte e messea punto per gli

esperimeti descrittiin precdena.

Scelta genereference

A seguitodell’analisi riportata a pagna 144, effettuataallo scopodi deterninare il gene housekeeping
idoneo per la quantficagone reativa, & stato scelto ed utilizzato il gene codificarte per la betaacina
(ACTB).

Qui di segiito (figura7.2.2 vengonoriportat degliesempidi curvedi validaziore, neiqudi s evidenza che
le curve degli standarddel genetarget e reference presentangressochéla stesa inclinazione e sono

pertano parallele.

A
Curve standard ACTB vs CYP3A4
35
¢ ACTB
30 -
CYP3A4
25 | Li CYP3A4
— Ineare
g 20 J Li EACTB) !
-— | Ineare
E 15 q
O
10 y = -3,389x + 15,92
R? = 0,9981
5 -4 -3 2 -1 0 y=-333x+12,93
log(CO) R? = 0,9999
B
Curve standard ACTB vs HNF4a
35
. |
25 ] rea
% 20 | |=——Lineare (ACTB)
Lineare (HNF4a
E 15 > ( )
© 10 y = -3,389x + 15,92
R? = 0,9981
‘ ‘ ‘ ‘ y = -3,306x + 18,505
-5 -4 -3 -2 -1 0 R? = 0,999
log(CO0)

Figura 7.2.2: Grafici delle curve standrd dei gen target (A) CYP3Ad, (B) HNF4a confrontatecon quella dd gene
ACTB, selezonao comereference. In ordinatasonoriportatii valori dei Ct mediper ogni triplicato, mentrein ascisa
la concentrazionaldlo standrd di cDNA in scda logaritmica A lato di ciascungrafico sono riportate le equazioni
ddle curve,le qual evidenzianahel'inclinazionee simile e pertan le rette sonopresochéparallele.
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Effetto ddl trattamento con DEX in vitelli a carne bianca

Espressonegenicain Q RT-PCR
La quantificazionerelativa dei canpioni & stda eseguitaapplicandoil metodo ipotizzato da Livak e
SchmittgenNellatabella7.2.2vengonariportatii datimedidi quantificazioneelativadi ciascungruppoper

ciazungeneoggettodi andisi, mentrei dati dei camponi di fegatoin singolovergonoriportati nell’allegato

4.

Fold-change (U.A.)
Gene media + SEM
Ko D+o V1o

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
RXRa 1.000 + 0.135 1.053+ 0.142 0.987+ 0.063
HNF4aq, 1.000 + 0.191 1.012+ 0.128 1.278+ 0.202
GR 1.000 + 0.097"¢ 1.256+ 0.096 1.730+ 0.102

Tabella 7.2.2: Risutati Q RT-PCR esperimentd DEX vitelli a carne bianca” espresiscomefold-change rispéto a
gruppo di controllo

Analisi stdistica: ANOVA + Tukeys posttest

b=K vsD; bb: p<0.01

c=DvsV; c: p<0.05

Il trattamenta@on DEX non hadeteminatoeffeti di rilievosull’espessioneepaticadei CYP2B6,CYP2C9e
CYP3A4 L’elevata variabilita interindividuale riscontrataha infatti determinato un appattimeno dei
risultati ottenut per CYP2B6 e CYP2C9:in paticolare,nel casodi CYP2C9 il trattamentocon DEX ha
causatoun incrementonon statisticanentesignificatvo dell’espressinedi tale enazma (1.5 e 2 volte peri
trattamenti per os e per via intramuscolarerispetivamente) Nel casodi CYP3A4 si assste invecead un
trend all'inibizione, anchen questocasononsignificaivo.

Trai recdtori nuclearianalizati, solol'espressionadi GR hasubito unincremento a seguitodel trattamato
con DEX: in particolare,la sommiistrazone per via IM ha determinatoil maggior effetto induttivo, sia
rispetto al gruppodi cortrollo, siarispeto al gruppotrattato pervia orale (p<0.0L K vsV e p<0.05D vs T).

Talerisultatovieneriportato in figura7.2.3
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GR
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Figura 7.2.3 Rappesentaione box and whiskers del’ esprassbne gerica di GR rispettoal gruppodi controllo (K;
media= 1) nel fegatodi vitelli a carnebiarcatrattati con DEX somminstrab per os (D) o pervia IM (V). Dati espress
come valore medi + SEM. Analisi statisica: ANOVA + posttestdi Tukey.

b=KvsV; bb: p<0.01 c=DvsV,; c: p<0.05

Espressione proteicain Immunoelettroforesi

I microsomi epatici ottendi ddla preparativadi campionidi fegab, sono stati sottopati in singlo ad
immunodettroforesi, utilizzando un anticorpo primario monoclonge ant-CYP3A1/2 di ratto. Il risultato

viene riportatoin figura 7.2.4 In questammaginesi puo notarechel’anticorpoimpiegatoha crossreagto

con un’unica bandacormispondeng a quella del controllo positivo (DEX, microsomidi ratto indoti con
DEX, cheé uninduttore specifco per CYP3A nelle spece dalaboratorig in presenza di uno scasorumore
di fondo. Successivamentgyer dare una connotaione semquanitativa ai dati ottenuti mediarie questa
tecrica, e stataeffettuatal’ analisi dela densitometa mediantel’utilizzo del progamma Image] 1.34s
(NIH), il qualeforniscei valori di densta integrda (intensitadella bandamisurataadl’interno di un’area
selezionta, costantepertutti i campioni) Tali dai sonostati poi rappotat a queli del contrdlo interno(R),

ripetio in ogni blot; in questomodo, & stato possibie confrontareblot diversi ed ottenee dei dati

normalizzati espresi in Unita Arbitrarie di proteina(U.A.).

L’andisi statisticaha evidenziatoun'inibizione sigrificativa del’ espressionglel CYP3A nei vitelli trattati

siapervia oralesia perviaIM, piu consistentgeronel secondocaso(p<0.01K vs D e K vs V: vedifigura
7.2.5).
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DEX R Ki K2 Kz Di Dy D3 Vi V
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Figura 7.2.4 Immagini dellimmuncelettroforesi eseguia in singolo su 30 pg di proteina microsamiale epatica

appatenentiai tre gruppiin studio(K, D, V), utilizzando un articorpo primaiio monoclmale specfico perI'isoforma
CYP3A.

R = contrdlo interno,corispondaite a 10 ug di sogpensionemicrosomale epaticadi ratti di cortrollo, utilizzato per la
normalizzazone dei risultati ndl’analisi densibmerica; DEX = 5 ug di sospensione microomiale epaica di ratti
indotti condesamedzone utilizzato comecontrollo positivo,

Immunoblotting

aa,bb
T

100+
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(@]
[

Apoproteina CYP3A
u.a. (unita arbitrarie)

T [ "
KTO DTO VTO
Gruppi

Figura 7.2.5 Risultati ddI’ Immuncelettroforesi per CYP3A in vitelli a carre biancatrattaticon DEX per os (D) o per
vialM (V). | datisonoespessicomemeda+ SEM. Analisi statisticaa ANOVA + postteg di Tukey.
a=KvsD; aa:p<0.01 b=K vsV; bb:p<0.01
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7.3. DISCUSSIONE

L’ allevamentodel vitello a came bianca occum una posizione del tutto particolare ndl’ambito ddle
produzioni zoatecnicheessainfatti si collocain strettorapportoconla bovinicolturaspecialzzatadalatte, in
guantoconsentedi recuperarealla produzionei vitelli maschidi razzelattifere che preseriano una scarsa
attitudineall'ingrassantersivo e le femmine cheeccedonda quota di rimonta.Questatipo di allevameito
rispondea preciseesgenzedi consumo,fornendouna carnedi alto valore qualitaivo soprattuttoin virtu
della suaelevatatenereza. In Italia, infatti, la carnedi vitello a carnebiancaha conquistatdn quedi ultimi
anni importanti quae di mercato,grazie a deterninati requsiti apprezzatie richiesti dal corsumatore in
particolareil colore chiaro e la teneezza. Questecaratteistiche sono state ottenute per anni attrawerso
I'i mpiegodi tecnichedi allevaneni piuttodo discutbili (dieta carentedi ferro, assenzali fibra nel piano
alimentare,stabulazone in box alla catera,...) che hanno inciso notevolmentesulle cordizioni fisiche di
guestianimali (condiZoni di stresse stati fisiologici cherasentaano I' anemid, machefortunatamentsoro
statemodificatedalle normative comunitare sul benesseranimale

Vistala continuarichiestadi quesa tipologia di prodotto cameoé stat sospétata negli anniscorsiancte la
samminidrazionea scopoillecito di sostanzeanabolzzanti quali i betaagonisti,gli steradi sessualied i
corticosteoidi, anchesomministrati in associaziongGroot et al., 1998). L'impiego di questesostanze
tuttavia non sdo migliora le performance produttive degli animali e conseguemmenteil management
aziendale ma causaanchealterazionidell’equilibrio endocimo e metaboico dell’animale stessp nonché
potenzidi effetti tossici al consumatae perla presenzali resdui nellederratealimentai.

L’ obietivo pertanto di questo lavoro & stato quelo di valutare gli effetti su principali enzimi
biotrasformativiepatié, nonchésu fattori di trascizione coinvolti nela loro regolazionejn vitelli a carne
bianc trattat a scom illecito con DEX. In particobre in questolavoro si & voluto valutae I'espressione
gericain Q RT-PCRdelleisofame CYP2B6,CYP2C9e CYP3A4, deirecetbri CAR, PXR, RXRa, HNF4a
e GR, nonché’espressimealivell o proteicodi CYP3A

Perquanto riguardagli enzimi biotrasfamativi CYP2B6 e CYP2C9,é stab evidenziatoun comunetrend di
induzione della loro espessone (maggiore per il trattamentocon DEX per via IM), che pero non ha
raggiunto la significativita: tale mancanzapud esserepresumibilmenteimputata all’elevata variabilita
interindividuale riscontiatg che ha appiattitoi risultati ottenuti. Comunque,e a parzialegiustificazionedi
guestorisultato, & noto come il DEX possamodulare I’ espressiona livello pretrascriionde, oltre chedi
CYP3A,anchedi CYP2Be CYP2C,in seguitoall’ ativazionemolecolaredei recettorinudeai PXR e CAR,
in gradodi formareun eterodimen conRXRa (You, 2004;Pagussiet al., 200M). Inoltre, é statodimostrato
che concentrazionisubmicromolari di DEX in epabciti in coltura primaria aumenano l'espressione
dellmRNA siadi PXR chedi RXRo medanteun controlio pre-trasrizionde che coinvolge ande il GR
(Paswissi et al., 2000a).Tuttavia, in quesb lavoro CAR, PXR, RXRa e HNF4a, non hannosulito alcuna
variazionedi rilievo. Il recdtore peri glucocortcoidi, invece,e statoindotto dal trattamentacon DEX per

via IM nel gruppo V+1o. Questointeresanterisultaib puo esseredovuto al fatto che i dosaggiimpiecat
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abbiano determinatda presenza di concentraziondi DEX a livello epatco molto bassee simili a quelle
presentiin statifisiologici, causado cosi primariamentd’ ativazionedi GR e non degli altri recdtori orfani.
E’ statoinfatti riportato cheil DEX, a concentazion fisiologiche attiva direttamene il GR mentrea dosi
elevatesi legaa PXR (Pascusseét al., 2001); peratro questaativazione &€ semprecorrelda ad un’induzione
del CYP3A4 che peroin questolavoro non e statariscontata Va comunquequi ricordatochei vitelli a
cane bianca vanno inconto in allevamentoad un forte stato di stres e quindi ad un’alterazone
dell’equilibrio endocrino la somminstraziore di composit ad azioneantinfiammatorieedimmunodepressiva
puo pertantoaver ulteiormenteconpromessdo statofisiologico e I'omeosasidel’animalg determinando
cosiun aumentodellatransattivazonedel GR.

Discaso a partemeritail CYP3A, la satofamigliamaggiormentecoinvoltanel metabolismassidativodegli
xenobiotici. E’ noto che quesa isoforma, come piu volte ribadito in precedenzayiene indotta da
glucocorticoidinaturdi e di sintesi comeil DEX, daalcunisteroidicomeil pregrenolonecarhonitrile e dadi
antbiotici macrolidié come la rifanpicina. In questolavoro peronon e statoevidenziatqQ medianteanalis
dellmRNA, un effetto induttivo del DEX, bensiun opposo blando effetto inibitorio (non significativo),
confermdo dalle precedeti analisiin Northern blot (diminuzionedel’espressionedd CYP3A di circail
30%in entrambii gruppisperinentli: Cartiello, 2003).

Attualmentenon sonomai stati pubHicati ddi relativi ad una possibilediminuzioneddl’espressionedel
CYP3A bovino conseguete a trattamenticon DEX, senon nell’esperimentaui trattamentiilleciti descritto
in prec@denzaE’ risaputopero chel’ induzione del CYP3A varia a secmda della speciee delle molecole
(Kocareket al., 1995 Nebbiaet al., 2003. Inoltre, in particolar condizioni (stress stati patologici)s puo
osservareuna diminuzione dell’espressionedi talune isoforme (CYP3A e CYP2C) e tale effetto si &
riscontratoanchein segiito alla somministazionedi dosi diversedi DEX (Kiku et al., 2002; Iber et al.,
1997 Paguss et al., 200)). Altri auori infine hannodimostratocheil DEX in epatodii di bovinononein
gradodi indurreil CYP3A (Van't Kloosteret al., 1993;Kuilmanet al., 1998)

L’ effetto inibitorio ossevatoa livello pre-trascizionaleé stato confermatoancte a livello posttraduzionale.
A paritadi contenutadi proteinamicrosomialee di CYP totale,le attivita cataliticheCYP3A-dipendent6p3-
e 2p-tesbsterone idrossilasi, eritromidna ed etilmorfina N-demetiasi, infatti, hamo denotato una
diminuZone della cgpecita biotrasfamativain enrambii gruppisperimental piu evidentepero nd gruppo
trattato per os (-44%, -45%, -79% e -44%, rispettvamente: Cantiello, 2003). La stessadiminuzone
ddl’espressionelel CYP3A e staariscontrataalivello proteicomediantd mmunoelettroforsi.

E’ stab inoltre valutab il rappato 6p-idrossicatisolo/cortisolourinario, conoscido in uomo e ratto come
biomarcaore in vivo di induzione/inibiziore del CYP3A (Totsula et al., 1999).1l trattamentoccon DEX ha
determinatan gquestoespennentounadiminuziore significaiva del conenutototale di cortisolo urinarioed
un aumentacsignificativo del rappoto 14 gg dopol’inizio dellasomministaziore per os e 1 giornodopola
prima somministrazioa IM. Questoincrenento del rappoto sarebbendicativo di un’ipoteticainduzione
dell’attivita dd CYP3A, ma in realth € falsato dal fatto che il DEX determinaun’inibizione dell’asse

ipotalamaipofisi-surrenee quindi ddla sintesidel cortisolo (Capolongcet al., 2007).
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Non si e pertantoriusciti a dirimereseil DEX possedaun’azione inibitoria specifica per il CYP3A nel
bovino o se questoeffetto sia primaiament correlab all'utilizzo di unabasados, comequellapresunta
peri trattamentilleciti in campo.Ciononostantegli effetti osservatisonostatii medesimisiaa livello pre-

trascrizonalechealivello posttraduzonale.

Una possibile spiegzione del’ effetto inibitorio osservatopatrebbe eserericonducibilea a) un diverso
comportamentainetico de corticosteoidi in funzionedel dosaggiocome gia riportato da Iber et al. (1997);
b) ad unadiversastruttura anatomicae funzionalitadell apparatagastroentericoghe pregiudicherebberta
biodisponibilitadel compogo in vitello e vitellone(cio spiegheebbeinfatti I'oppostoeffetto evidenzato nd

vitelli di queso esperinentoe nei vitelloni meticcifrancesidela seziones di quedates); c) potrebbeaver
giocatoun ruoloimportanteancheda presenzali un metabolism@re-sistemicantesinale dellamolemla, ed
in patticolarela presenzali trasporatori di membraacomela PgR chepuoinfluire sull’assorbimentaledi

xenobiotici(Bertilssonet al., 2001); d) non si puo evitare di consideraranchele condizion di allevamato
dedi animaliin esameneivitelli a carre biancainfatti vieneutilizzatosolo lattericostituitoa bassaenoredi

fero, che pud aver influito sulla sintesi del’emoproteina. Inoltre, visto lo stato di stress e di

immunodepressiondan cui versano questo tipo di animali, si potrebbe penare ad un’eventuat
compatecipaziore di fattori di regplazionedd sistemammunitaio (Cantello et al., 2007).

Le prospettivefuture saramo dungte quelledi approfondie i risultat ottenut e chiarire alcunidegli aspeti

di difficile interpretazioneiscontrati.
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8. CONCLUSIONI GENERALI

Alcuni dei problemi pit importanti da affrontarenel’ambito della tossicologa riguardanola valutazione
dell’'esposizionee del’ effetto degli xenobiotici,norchéi fatori individuali chepossmo incideresui processi
biotrasformaivi attuat dall’organismonei confronti degli stessiconpodi. Al giorno d’oggd, perqueso tipo
di indagin, soro state adotatemetodichebasae sullaconoscenzdei meccanisi biochimico-molecolari.

Gli sviluppi recentindl’ambito biotecnologicoinfatti hannopemmessoai ricercatoridi raggungere un buan
livello di conscenzadela funzione e della regolazionedei geni a livello sisemico e stannoper questo
trasiormandovirtualmente tutte le aree di ricercabiologica, compresda tossicdogia. In quesb campoin
particolare & emersaunanuova discidina derominatatossicogenonaia, che si ripromettedi idertificare e
caatterizarei meccansni molecohri alla basedegli effetti tossici Il profilo di espressiongenicainfatti,
attraversol'impiego di tecniche che permettondai valutare e quantificarele variazioni di espres®ne genica
globale (microarray), o mirata (Q RT-PCR), sta diventandorapidamerg un’analis standrd negl studi
tosgcologici e possiedda potenzalita di giocareun ruolo centale in tutti gli step ddla valutazione della
sicurezza dei farmaci Questotipo di approccio pud essee inoltre utilizzato tanto nel’ambito ddla
tosgcologiameca@nicistica,quantoin quellapreditiva (Waringe Halbert,2002.

In guesto cortesto, vengono attuamente considera¢ anchela ricerca e la valutazone di biomarcatori
tosdcologici di esposizion, di effetto o di rispost, nonchédi suscefbilita individude (Tugwood et al.,
2003). | biomarcatorjinfatti, sono indispensabilper misurae il livello di esposzionedell’'orgarismoadun
agerne tossico,per compradee la rispostaattuat dall’individuo in seguitoall’esposizior, per predirne
I'effetto, oppureancheper capirela maggiore o minore suscetbilitd di un individuo nei confronti di una
catamadeoola (Timbrell, 1998 Lison, 1999;Vainio, 1998).

Al fine quindi di seguire questanuova tendenzascientifica e di definire alcuni biomarcatoridi esposizione
e/o effetto e/o suscetbilita, unodedi obiettivi principali del presate dottoratoé statoquello di valutaregli
effetti biologici chei trattamentifarmacdogici (in questocasocon sostanzempiegatea scopoilledto)
provocanosul metabolisno biotrasbrmativo nedi animali e di comefattori intrinseci come la razza possano
modularel'attivita dedi stessienzim e, congguentementd’entita dellarispostaddl’individuo in casodi
espaizioneatali xenobidici.

Perraggiungerejuestoscqo, sonostateappicate metodichebiomolecolari,comeil clonagio, perottenere
le sequenzdovinedei gen target oggettodi indagine e cui seaienzeperonon eranoall’epocadisponibili
nelle banchedati e, poi, la Q RT-PCR chehapermessda messaa puntoe I'applicazionedi sagg bovino-
specifici per la quantficazone dell’ espessionedi geni codificani peri maggiori enzimi biotrasfornativi
epatici nonchéperi fattori di trascrizione relativi.

E’ importantequi sottoineareche, in basealle nostreconoscenzejuestae unadelle prime volte in cui viene
sceltoquedo tipo di appracio nele scienz farmacaotossicologibe relative alla specie bovina: fanno solo
eacezioneduelavori in cu I'espres®ne genicadei recetori orfani e di alcuni genitarget sonostat valutéi

nel fegatodi vitello a carnebianca(Greger et al., 2006; Kruiger et al., 2006), grazieall’'impiego pero di
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alcune delle sequenzelonat, seqenziae e depositat nelle banchedati dal nostrostesso gruppodi ricerca
(Cantidlo et al., 2005) Comunque in letterauranonsonoriportai studicondoti nd boving, cosicome per
I’'uomo e le spede dalabaatorio, studi che valutino cortesualmentd’espressionalegli enzimidi fasel ell,
nonchédeirecettoricoinvdti nella loro regolazione.

In questolavoro inoltre sono stati presiin considerazne differenti protocolli terapatici di trattameto
illecito (somministraione in singolo o in asociazione per via orale o IM), piu molecoleche si ipotizza
verganoutilizzatenella redta zootecnica(DEX, E,, ADD e DHEA), sistemiin vivo edin vitro (esgerimenti
in allevamentce colture primarie di epatodti), duediversisistemidi allevamentdovino (vitellonedacarne
e vitello a carnebiarca),nonchéun fattare intrinsecon gradodi modulare’attivita biotrasformativaepaica
(razzg.

In generée, aseguitoddle analsi condottein Q RT-PCR, risulta chegli enzimiconsiderti appartenentilla
swerfamiglia del citocrano P450 vengano modulat in maniga piut 0 meno spic@ata e variabile
(relativamenteall’entita delle risposte)dal trattamentaon sostanzéllecite e sicuramentenonin modo netto
e definito (varazioni cortenue tra 0.5 e 2 volte rispettoai contolli). Gli unici due geni che senbrano
risentirepiu sengbilmentedel trattamento, indipendenémentedal compo$o o dalla via di somministrazione
impiegati, sonoil CYP2B6ed il CYP2EL. Quest due trascritti risultanoinfatti inibiti sia dall'impiego di
DEX dasolo sanministrdo per via orale o intramuscolaresiain combinazionead E;; il CYP2EL inoltre ha
stbito un decrementanel’espressbne anchea seguitodi incubaione con DHEA. Tuttavia, i sopraccitati
trascriti sono caratterizati anche da un’estema variabilitd nell’espessone individuale, problemache
comunquee statoriscontato diffusanentein tutti gli espeimenti, in tutti i gruppioggettodi aralisi, nonché
nella maggior parte dei trascritti consicerati e che ha determinatoun appiatimento dei risutati in fasedi
analisistatigica.

Altri CYP hannorisentito in modo piu specifico del trattamentocon un particolae promotoreddla crescita
rispetto ad un altro: per eenpio le isdorme CYP1Al e CYP1A2 sonostateindotte dal trattamentocon
estradiolo(sonoinfatte consideate due delle maggioriisoforme coinvolte nel metabolismadegli estrogeni:
Badawiet al., 2000, maal contrariosono stat inibite a seguito dell'incubaione con ADD e DHEA (come
gia riportatoin letterdura da Klinger et al. nel 2002 ma limitatamenteall'attivita catalitica) il CYP2C9
invecee statol’'unico trascitto trai CYP a subireun incrementocongstentea segiito ddl’ incubagone con
DHEA.

Il CYP3A4, dal canb suq subkce a seguib del trattamentocon DEX degli effetti contrastantia volte di
induzione e a volte di inibizione e quindi non univoci, contraramentea quantosi legge in letterdaura per
I'uomo e le speciedalaboratoro: in questespecieg infatti, quesaisoformacorrispondead unodei genitarget
maggiormenteresponsiv all’'induzone da partedel DEX grazieall'attivazionedei recdtori GR, CAR, PXR
e RXRa (Pascusset al., 2001; Pascusset al., 2003. | risultati contradditori ottenutiin questi esperimenti
possoncesseralovuti daunaparteal fatto cheil CYP3A4 e unadelle isoformemaggiormenteoinwlte nd
metabolisno biotrasbrmativo epaticoe che partecipaalla biotrasformazioneli molti compostiendogenied

eso@ni (You, 2009 e perquestomotivo puorisentiresimultaneanentedegli effetti di piu compostj nonché
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di diversi fattori (eta, razza, condiZzoni di stress, sistema immunitario,...) dall’altra la sua regolazone
sdtostaa dei meccanismimolecolari piuttosto complessi:si consideriper esenpio la transativazone da
parte di recettai divers in basealle concentraoni del ligando specificq che pud esudare in un effetto
induttorio o all’'oppasto, inibitorio (Pascagsiet al., 2001;Iber et al., 1997). Pertutta questasaie di motivi il
CYP3A4 non puo essee consicerato sulla basedei risultati ottenuti un buon biomarcatoredi trattamento
illecito, o pe essere definito come tale, dovrébbero prima essere effettuati ulteriori studi atti
all'approfondimentodelle conoscenzsu meccanismimolecolaridi regolazione.

Tra gli enzimidi fasell consideati, i trascitti GSTAL1 e SULT1A1 sonorisultati respongri al trattamato
siaconil solo DEX sia con la combinazionedel corticosteroi@ con I’ E,; infati in entrambii casié stao
evidenZato lo stessoeffetto induttivo: questirisultati sono probabilmenteasrivibili al fatto che questi
enzimi sonofisiologicamentecoinvolti nellaconiugazionalegli steroidie vengonoquindi modulatida loro
stessisubstrati(You, 2004) Tuttavia anchein questocaso, probabilmenteper le basse dosi impiegate,
I'effetto non e statomolto marcab, mahacomunqueispecchiatda normaleterdenzariscontratain tutti gli
altri risultati ottenuti.

Anche alcuni fattori di trascrizione sonostati indotti dai diversitrattamenti:in particolae, I' ERa a seguito
della somministazionedi DEX ed estradiolo;il recetore peri glucocortcoidi sia nei vitelli tratati con solo
DEX per via intramuscolae sia nei vitelloni trattati con la combinazionedei due steroidi (DEX + Ey); il
costitutive androstan receptor e I'RXRa in vitelloni trattati con il singolo DEX o con I'associazone; il
pregnane X receptor ed il PPARa (oltre a CAR e RXRa) a seguib dellincubazionedi epatodi in coltura
primariacon DHEA 100 pM. Questirisultati purtroppo,seppursignificativi, non sonoindicaivi e specifici
di un particolaretrattamentoa parte forseil casodell'induzone del'ERa a segiito dellasomministrazone
di 17p-estradiolg in realtd denotanaunagenertca perturbazionalell’omeosasi nel’organisno animaleda
parte di compostiesogeniche hanno attivato contemporaeamentepiu fatori di trascrizionein grado di
collaborae tra loro, medianteun meccanismali cross-talk. E’ noto infatti che molti ligandi, pur essendo
consideratispecifici per un certo recettore nuclearein realta,in basealle dosi d'impiego, possonaattivare
anchedltri recetori (vediper esempid’attivazionedi GR e/o PXR dapartedi DEX: Pascusgset al., 2001).

In definitiva, e stataconfermatala modulazionedi un certonumerodi trascritti coinvolti nel metabolismo
biotrasformativoe nella loro regobzone chepotenzialment@otrebberaesserémpiegaticomebiomarcatori
di esposizionanell’ambito dei trattameti illeciti. In particolares supponeche CYP2B6e CYP2E1sianoi
piu prometentitrai 28 trascriti consterat. Tuttavia, primadi poterutilizzarei biomarcatri individuati per
lo screening in campQ € necessad attuare un processadi validazionedegli stessi,mediantel’analisi di
campioni positivi e neaativi in ciecq chepossapermetterali comprenderé effettiva affidabilita e sensibilita
di tali genicandidati.La confermadella validita di questibioindicaori, permetterebbé futuro di utilizzare
le loro sequenzeperla sintesidella prateina corrispondentén sistemieterologhie la successivgroduzone
di anticorpi policlonal specifici perla stessadaimpiegareperla creazionedi testrapidi di screening, come
per esenpio il kit ELISA. A seguto inoltre di un ulteriore approfondimentalei meccanismdi regolazone

molecolaredegli erzimi candidatj si potrebbepensaredi impiegarele regioni promotrici dedi stessigeni
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respngvi perl’allesimentodi unsistemain vitro (cellule ingegnerizzatén cui il promotoree accoppiatal
gere per la luciferas) comisponderg all’attuale DR-CALUX® bioassay (dioxin responsive chemical
activated luciferase gene expression) dispaibile in commerco, che potra rispondereall’ azionespedfica di
un certo compostoillecito, preserie ipoteticamentein una derrda alimentae, graze all’attivazione
del’enzima luciferasi.

In questo lavoro, inoltre, € staéo messoa punto un protocollo di isolamentodi epatocti di bovino, che é
risultato utile ed efficaceperlo studo degli effett dei trattamentiilleciti sulle biotrasformazioni,nonchésui
meccanimi di regolazone Il metodoalternativoin vitro adotato si & dimostratoun valido sostitutodelle
sperimentazion in canpo per la suarapdita e riproducibilita: la ripetibilita intra-coltura infatti e stata
saddisfacentema purtroppo sonorichiesteulteriori prove sperimentalivolte alla validazionedi un protocolb
standardizzatdli isolamento,in gradodi ridurre invecela variablita inter-coltura da noi stessi riscontrata.
Altro puntoimportantesaraqudlo di effetuaredegli studi di farmacocinetican gradodi permettereuna
correta estrapolazioa delle concentazoni dei compostt da utilizzare in vitro sulla base dei dosagg
impiegatiin vivo in mododapoterconseguenteearte ridurrel’ impiegodi animali

Infine, in questates e statodimostiato comela razzarappresentanchenellaspeciebovinauno dei possibili
fattai in gradodi modularela rispostadi un organismanei confronti degli xenobiotici,confermaxlo quanto
precedergmenteiportato perl’ uomoe le speciedalaboratoio. Questolavoro, peraltro,nonhaprecedentin
letterdura per quesa specie, soprattito per I'appioccio mebdologco utilizzato, che ha previsto la
caatterizazionededi enzimibiotrasbrmatvi siadi fasel chedi fasell dalgene alla proteina, passando per
I'attivita catalitica. | risultati ottenuti dovrebberorappesentareun punto di riflessione nella pratica
tergoeuticaveterinara: la maggiore 0 minore capacitabiotrasformativadi unaraza rispettoad un’altra
potrebbeinfatti precluderel’utilizzo di un certoprincipio ativo (antbiotico e/o antiparasisario) nellaraza
dotata di una scarsaattivita metalolica specfica. Questo aspetd inoltre dowebbe esgre consderato
sqpratutto in questaspecie nonsdo peri potenziali effetti tossiciche un compostguo cawsarenei confrorti
dell’orgarismoanimale maanctle peril conseguentaccumuladi residuinele derratedi origine animale.
Non va inoltre dimenticatoche questofattore intrinseco potrebbeesserediscriminantenell’ambito sopra
descritto dell’ impiego di biomarcatori di trattamentoillecito: per la correttaidentificazionedi soggetti
positivi infatti, sarebbeprima necessap avere a disposizioneun ampio set di dati di espessionetratti da
animalidi controllo, chedowebberagperoapparteneradindividui di razzediverse.

Il lavoro sulle razzequi preserdito comunquerappresataal momentosolo unaprimavalutazionedi questa
importane tematicaed in futuro verra approfondia dall’indagine della possilile presena di polimorfismi
geretici nelle sequenzeodficanti peri principal enzim coinvolti nel ciclo catlitico.

Nel compleso rimangono aperti piu spunti di ricercae le prospettivefuture sarannodunque quelle di
appofondre i risultai preliminari ottenuti nell’ambito delle diversetemaiche affrontatee di chiarirealcuni

dedi aspettidi difficil e interpretaziore riscontrati.
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Abbreviazioni

11. ABBREVIAZIONI

16BOH-T, 6BOH-T e 2B0OH-T = 16(3-, 6B- e 2B-tesbsteronedrassiag, rispetivamenie
17a-bol = 17a-boldenone

17B-bd = 17B-boldenoneo boldenone

3MC = 3-metilclorantene

A = gruppo di vitelloni dacarnetrattati con ADD per os (50 mg/capaol volta a settimanger5 sedtimane)
ACN = acetonitrile

ACTB = betaactina

ACTH = ormoneadrenocortcotropo

ADD = androstadieedione(andiostal 4-diene3,17-dione,deto ancheboldione)
AhR = aryl hydrocarhbon receptor

Aniline-OH = anilinaidrossiasi

APDEM = aminopirnaN-demetilasi

ARE = anti-oxidant responsive element

Arnt = aryl hydrocarbon receptor nuclear trand ocator

B2M = beta2 microdobulina

BA = Blonded’Aquitaine

BENZDEM = benzfeamina N-demetiasi

bHLH = basic-helix-loop-helix

Bpp = vitelloni dacarnetrattaticon DEX IM (esperiment®EX vitelloni)

BPOH = benzga]pireneidrossilasi

CAR = costitutive androstan receptor

CCD = dispogtivo charge-coupled

CDNB = 1-cloro-2,4-dinitrobenzne

CH = Charolais

CRH = fattoredi rilasdo dell'ormoneadrenocdicotropo

CTRL = piastreepatocitidi controlio

CYP = citocromoP450

D = gruppo di vitelloni dacarnetrattati con DHEA per os (50 mg/capol volta a settimanaper5 settimane)
DBD = DNA binding domain

DCNB = 3,4-dicloronitrobenzene

Dqe = vitelloni dacarnetrattati con DEX dasoloper os (esperinentoDEX + E)

DEge = vitelloni dacarnetrattaticonassociaioneDEX per os+ E, IM (esperiment®EX + E,)
DEX = desametazan

DHEA = deidroepiandrsteone

DHEA-ST = DHEA solfotransferai
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Abbreviazioni

DHT = diidrotesbstepne

DM = meabolismodeifarmaci(drug metabolism)

DMEs = enzimibiotradormativi (drug metabolising enzymes)
dNTPs= nucledidi trif osfat

DS = deviazionestandad

Dro = vitelli acarnebianatrattaticonDEX per os (esperiment®EX vitelli acarnebianca)
DTT = ditiotreitolo

E, = 17B-estadiolo

ELISA = enzyme-linked immunoassor bent assay

EpRE = electrophile response element

ER = estrogen receptor

ERDEM = eritromicinaN-demeiiasi

EROD = etossiresorufin®-deetlasi

ETDEM = etilmorfinaN-denetlasi

ETR = etossiresorufina

FCS = sierofetalebovino

FSH = ormonefollicol o stimolante

GH = ormonedellacrescita

GR = glucocorticoid receptor

GSH = glutationeridotto

GST = glutatiore S-transferasi

HACCP = hazard analysis of critical control points

HNF4 = hepatocyte nuclear factor 4

HPLC = cromatografa liquida ad altaprestazionéhigh performance liquid chromatography)
HRE = hormone response €l ements

HSP90 = heat shock protein 90

IGF = insulin growth factor

IM = intramuscolare

IPTG = isopropiltiogalaibsde

K = vitelloni dacarre di cortrollo (esperimentéADD-DHEA)

K 4e = vitelloni dacarnedi contrdlo (espeimentoDEX + E,)

Kpp = vitelloni dacarnedi controllo (esgerimentoDEX vitelloni)
Kto = vitelli a carnebiancadi cortrollo (espeimentoDEX vitelli acarnebianca)
LBD = ligand binding domain

LDH = lattatodeidrogenasi

LH = ormoneluteinizzante

LIM = Limousine
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Abbreviazioni

LMR = limite masimo residuaé

LPS= lipopolisaccaride

MAPEG = proteinedi membrangGST) coinvolte nel metabolsmodel glutationee degli eicosanoidi
MAV = mebbdoalterndivo in vitro

MeOH= metanolo

MiRNA = microRNA

MROD = metosgesorufna O-deetlasi

NAD(P)H-R = NAD(P)H citocromoc riduttasi

NADPH = nicotinamide adenindinucleotide fosfato

NTC = no template control

PAHSs = idrocarburiaromaticipoliciclici

PB = fenobarbitale

PBREM = phenaobarbital response e ement module

PBS = tampondosfato (phosphate buffer solution)

PON = pregnenolond6a-carbonitrile

PCR = polymerase chain reaction

PdC= promotoredellacre<ita

PEP= fosfoenolpiruato

PGF20 = prostaglandind 2o

PdP = P-glicoproteina

PK = piruvato chinasi

PKA = proteinchinasiA

PM = Piemontes

pNP-OH = p-nitrofendo idrosslasi

pPNP-UGT = p-nitrofendo 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 contmwllo, controllointernoperimmunoeéttroforesi
rs = coefficientedi correlazionenonparmmetico di Spearman
RT- = cortrollo negatiw in cui non &€ avvenutda retrotascrizione
RT = trascrizioneinversa(reverse transcription)

RXR = retinoid X receptor

S9= frazionepostmitocondrale

SDS = sodiododecilsdfato

SEM = errorestandad medio
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SHBG = sex hormone binding globulin

SNPs = polimorfismi genetci (single nucleotide polymor phisms)
StAR=steroidogenic acute regulatory protein
SULT = sulfotrangerasi

TAO = triacetiloleandomicina

TAODEM =TAO N-denetilas

TBP = TATA box binding protein

TBT4-OH = tolbutamidemetil-idrossilasi
TCA = acidotricloroacetio

TCDD = 2,3,78-tetraclorodibenzo-p-diossina
Tm = temperaturedi melting

TMDI = Total Maximum Daily Intake

TP = tanponefosfato

Tep = vitelloni dacarnetrattati con DEX per os (espeimentoDEX vitelloni)

TST = testosterone
UDPGA = acidouridin-difosfo-glucuronico
UGT = uridindifodoglucuroniltransérasi

UTR = untranslated region

V1o = vitelli acarnebiancatrattati con DEX IM (esperiment®EX vitelli acarnebian@)

Xgal = 5-bromo4-cloro-3-indolil-bete-D-galattoside
XRE = xenobiotic response element
aN-UGT = a-naftolo UGT

pnaf= B-naftoflavone
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Tabella A. Risultati quantificazione relativa campioni Standard zootecnici

Allegato 1

Gene
target CYP1A1l | CYP1A2 | CYP2B6 | CYP2C8 | CYP2C9 | CYP2C18 | CYP2C19 | CYP2El1 | CYP3A4 | UGT1Al | UGT1A6 | UGT2B17 | GSTA1 | GSTM1 GSTP1
Campione

CH, 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
CH, 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
CH, 1,184 - 0,007 0,824 1,249 - - 4911 - 1,394 0,945 0,998 0,967 1,404 0,716
CH, 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
CHsg 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
CHg 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
CH- 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
CHg 0,560 - 0,172 5,623 - - 2,289 - - 1,473 0,273 0,593 0,754 0,272 1,254
CHy3 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
CHy, 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 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

+ + + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.350 0.542 2,341 1.887 0,523 0.290 0.842 1,521 0,367 0.421 0.679 0.224 0.405 0.598 0.226
PM, 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
PM; 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
PM , 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
PMg - 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
PM¢ 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
PM- 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
PMg 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
PMg 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 2.049 1.728 3.817 4.278 3.340 1.326 1.556 0.573 1.322 1.017 0.362 1.261 1.746 3.847 1.134

+ + + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.496 0.377 3,281 3.340 1,429 0.273 1.006 0,701 0,450 0.279 0.182 0.351 0.770 1.654 0.249
BA, 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
BA; 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
BA, 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
BAs - 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
BAs 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
BA, 1,964 1,445 3,555 2,030 4,318 2,520 0,556 2,323 1,505 1,904 0,024 1,888 1572 | 11,628 | 1,382
BAg 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 2.045 1.631 4.765 2.410 3.290 1.926 0.998 1.468 1.717 1.745 0.124 1.745 1.559 6.638 1.409

+ + + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.396 0.612 2,459 1.916 1,347 0.543 0.489 1,048 0,455 0.368 0.100 0.223 0.476 3.608 0.312
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Tabella B. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX (vitelloni)

Allegato 2

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 uUGT2B17 GSTA1 SULT1A1 CAR PXR RXRa HNF4a GR
Campione

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
K, 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
Ky 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
Ksg 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
Ke 1,709 1,219 2,143 0,984 1,660 0,987 - - - - 1,879 1,318 1,330 1,592
K-, 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
Kg 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
Ko 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
MediaK 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

+ + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.350 0.209 0.943 0.268 0.541 0.407 0.176 0.278 0.318 0.260 0.478 0.208 0.177 0.339
Tio 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
LET 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
T 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

LET 1,909 - - 1,773 0,028 1,029 1,738 - - 2,594 1,366 1,983 1,166 -
Tia 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
Tis 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
LET 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
T4 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
Tig 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 0.978 1.012 0.266 1.163 0.031 0.818 1.057 1.650 1.550 1.442 1.016 1.369 0.891 1.024

+ + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.437 0.276 0.3%4 0.577 0.024 0.347 0.386 0.701 0.442 0.615 0.332 0.428 0.361 0.156
B 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
B, 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
B,; - 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
B,, 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
B, 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
B4 0,872 1,419 - 0,546 0,002 0,967 1,290 5,023 - 1,542 0,895 - 1,615 1,110
Media B 0.898 0.868 0.216 1.306 0.356 0.771 1.079 2.449 1.145 0.943 0.765 0.878 0.905 0.871

+ + + + + + + + + + + + + + +
DS 0.036 0.309 0.262 1.487 0.388 0.221 0.210 1.654 0.515 0.331 0.186 0.189 0.492 0.137
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Tabella C1. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX + E,

Allegato 2

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 UGT1A1 UGT2B17 GSTA1 GSTP1 SULT1A1
Campione
K- 1,200 1,171 0,9970 1,034 0,996 0,757 0,552 1,045 0,962 0,960 1,031
Kg 1,192 1,327 1,2533 1,034 1,296 0,931 1,286 1,323 - 1,455 -
Kg 0,843 1,264 1,4904 1,336 1,898 1,326 1,234 1,003 0,955 1,396 1,082
Ko 1,175 0,999 0,8924 0,606 0,106 1,281 1,082 0,942 1,498 0,775 1,090
K1 0,961 0,789 0,1308 1,354 0,254 1,123 0,897 0,923 0,826 0,780 1,031
K1 0,630 0,450 1,2360 0,636 1,449 0,581 0,948 0,765 0,760 0,634 0,765
MediaK 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.233 0.333 0.475 0.325 0.700 0.297 0.267 0.185 0.292 0.346 0.134
D, 0,584 0,482 0,0172 1,432 0,288 1,915 - 1,305 1,697 1,367 1,128
D, 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
D, 0,878 0,598 0,0281 1,373 0,215 1,308 0,910 0,916 1,794 1,387 1,323
Dsg 0,975 0,673 0,0264 1,668 0,015 1,524 1,038 1,060 1,184 0,595 1,176
Dg 0,948 0,692 0,0152 1,041 0,003 1,556 1,031 0,982 1,234 0,698 1,144
Media D 0.872 0.630 0.027 1.382 0.102 1.486 1.080 1.012 1.468 0.972 1.285
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.155 0.082 0.011 0.204 0.123 0.254 0.138 0.180 0.302 0.381 0.158
DE3 1,183 0,971 0,5766 1,876 0,035 1,566 0,903 0,755 1,060 0,620 1,176
DE4 1,529 1,100 0,0309 - 0,388 2,200 0,849 1,105 3,039 1,830 1,489
DE;5 0,837 0,925 0,7769 0,919 0,410 1,115 0,512 0,588 1,128 1,435 0,976
DE;5 1,175 0,736 0,0627 0,789 1,129 1,431 0,968 0,948 1,562 1,743 1,710
DE;; 1,639 1,139 2,1372 1,633 0,014 2,096 1,323 0,891 2,664 1,088 1,409
DE5 1,217 1,524 0,0432 0,757 0,092 1,503 1,573 1,243 2,401 0,902 1,978
Media DE 1.263 1.066 0.605 1.195 0.345 1.652 1.021 0.922 1.975 1.270 1.456
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.286 0.266 0.815 0.522 0.422 0.416 0.374 0.236 0.838 0.481 0.361
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Tabella C2. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento DEX + E,

Allegato 2

Genetarget
CAR PXR RXRa HNF4a GR ERa
Campione
K- 0,816 1,415 0,618 0,989 0,900 -

Kg 1,421 1,080 - 1,168 - 1,368

Kg 1,254 0,973 1,371 1,488 1,179 0,909

Ko 1,187 1,029 1,279 0,996 1,101 0,848

Kt 0,816 0,728 1,032 0,814 0,938 1,073

K 0,506 0,774 0,700 0,545 0,882 0,802
MediaK + 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

D, 0,887 1,538 1,723 1,305 - 0,552

D, 0,715 1,258 1,068 1,360 0,795 0,819

D3 1,092 1,043 1511 1,389 0,789 1,406

D, 0,632 0,883 1,343 1,067 1,027 0,708

Dg 0,682 1,065 1,315 0,755 0,800 0,518

D¢ 0,937 0,890 1,500 1,017 0,789 1,233
MediaD + 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

DE; 0,701 0,620 - 0,556 0,806 -

DE4 1,632 1,435 1,712 0,962 1,472 2,146

DE5 1,026 1,249 1,202 1,176 0,888 1,285

DE 5 1,187 1,190 1,390 1,468 1,196 1,397

DEy; 1,441 1,103 1,521 1,332 1,327 1,560

DE5 1,599 1,988 1,748 1,584 1,493 1,908
Media DE £ DS 1.264 £ 0.363 1.264 £ 0.447 1514 + 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)

Allegato 3

Gene
target CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 CYP4A11 UGT2B17 GSTA1 DHEA-ST 17pHSDII
Campione
K 759 0,683 0,836 0,815 0,670 0,579 0,993 1,273 0,585 0,935 0,678 0,581
K gs9 1,324 1,151 0,787 1,425 0,567 0,993 0,628 1,131 1,097 0,837 0,906
K4 1,110 0,814 0,564 1,249 1,058 0,659 0,615 0,938 0,808 0,910 1,204
K5 1,079 1,159 1,735 1,302 - 1,172 0,811 1,411 0,948 1,408 1,387
K1 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
MediaK 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.227 0.170 0.490 0.361 0.427 0.263 0.359 0.295 0.232 0.314 0.275
A4 0,966 0,842 1,324 0,612 0,010 1,028 0,806 0,542 0,537 0,635 0,583
A 0,730 0,878 0,804 1,008 - 1,404 1,318 1,030 0,588 1,296 0,900
Asg 1,292 1,446 0,025 1,249 0,266 1,132 0,535 1,115 1,041 1,176 1,115
Asgs 1,197 1,922 1,288 1,207 0,371 2,203 1,776 0,887 0,734 1,370 1,139
Ago - 1,989 0,181 1,672 0,587 1,384 0,888 - 1,595 2,034 -
Acggz 0,835 1,627 - 0,824 0,642 1,878 1,355 0,800 1,857 1,342 0,800
Media A 1.004 1451 0.724 1.095 0.375 1.505 1.113 0.875 1.059 1.309 0.907
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.238 0.498 0.606 0.370 0.255 0.451 0.451 0.223 0.552 0.448 0.231
Dsgs7 0,712 1,066 0,125 1,719 - 0,965 1,093 0,828 0,872 0,781 1,096
Deos 0,182 0,317 0,020 0,114 0,002 0,312 0,114 - - 0,923 0,101
Dg1g 1,087 1,359 - 0,612 0,660 1,612 1,172 0,851 1,196 1,468 0,741
Disg 1,485 1,250 2,488 1,496 1,485 0,999 0,762 0,822 1,260 0,750 1,055
Dasg 0,908 0,915 0,826 0,575 0,732 1,301 0,606 0,984 0,744 1,243 1,610
Media D 0.875 0.982 0.865 0.903 0.720 1.038 0.750 0.871 1.018 1.033 0.921
+ + + + + + + + + + + +
DS 0.481 0.409 1.140 0.677 0.606 0.483 0.424 0.076 0.249 0.312 0.554

279




Tabella D2. Risultati quantificazione relativa campioni esperimento ADD-DHEA in vivo (fattori di trascrizione)

Allegato 3

Genetarget
CAR PXR RXRa HNF4a PPARa
Campione

K 759 0,624 0,724 0,807 0,540 0,345

K gs9 1,414 0,549 1,173 1,118 1,428

K4 0,853 0,702 0,790 0,966 1,045

K 1,194 1,235 0,959 0,908 0,530

Kt 0,758 1,361 0,943 0,946 0,781

K105 1,157 1,429 1,329 1,522 1,871
MediaK + DS 1.000 £ 0.302 1.000 £ 0.384 1.000 £ 0.212 1.000 £ 0.319 1.000 £ 0.573

A4 1,223 0,892 0,824 0,883 1,172

A 1,102 1,075 1,075 0,960 1,398

Asgo 1,181 0,979 0,953 1,280 1,234

Ags 1,809 1,279 1,165 1,095 1,365

Ago 1,625 1,252 1,395 1,495 1,305

Asps 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

Dsa; 1,043 0,505 1,007 0,646 1,027

Deos 0,387 0,313 0,532 0,445 0,666

Dgig 0,660 0,855 0,914 0,880 0,635

D1gg 1,390 0,355 0,853 0,732 0,423

Dagg 1,000 0,832 0,862 1,021 0,402
MediaD + 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

Allegato 3

Genetarget
CYP1A1 CYP1A2 CYP2B6 CYP2C9 CYP2E1 CYP3A4 CYP4A11 UGT2B17 GSTA1 DHEA-ST 17HSDII
Campione
ICeX 1,0346 1,1411 1,1173 1,0623 1,0416 1,4749 0,8184 1,1046 1,1883 1,2864 0,7803
ICeY 0,964 0,8589 0,8827 0,9377 0,9584 0,5251 1,1816 0,6002 0,8117 0,7136 0,7537
I1CeX 1,2575 1,1411 1,1207 1,2347 1,1479 1,1309 1,0864 1,1555 1,0554 1,0139 1,1519
1CgY 0,7425 0,8589 0,8793 0,7653 0,8521 0,8691 0,9136 1,1396 0,9446 0,9861 1,3141
MediaCTRL + 1.000 = 1.000 £ 1.000 £ 1.000 £ 1.000 £ 1.000 £ 1.000 £ 1.000 £ 1.000 = 1.000 £ 1.000 £
DS 0.212 0.163 0.137 0.198 0.126 0.402 0.164 0.267 0.160 0.234 0.277
IAgX 0,2175 0,5785 1,8025 1,4612 0,7164 0,8297 0,9143 1,0894 1,3370 1,3043 1,2588
I1AgY 0,2190 0,6928 17777 1,1787 0,8698 0,9664 0,9207 1,1595 1,5146 1,6058 1,4261
I1AgX 0,4035 0,7903 2,0201 1,0601 0,9653 1,4020 1,6930 1,3647 1,4618 1,3012 1,4480
I1AgY 0,6287 1,7660 1,4788 0,7291 1,5042 1,0625 0,8120 1,1008 1,0554 0,9861 1,1599
Media ADD £ 0.367 = 0.957+ 1770+ 1107+ 1014+ 1.065 + 1.085 + 1179+ 1342+ 1299+ 1323+
DS 0.195 0.546 0.222 0.303 0.343 0.244 0.408 0.128 0.205 0.253 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 14717 1,4040 0,6023 1,7505 2,0277 2,4352
Media DHEA % 0472 £ 0.713 2.598 + 2.948 + 0.323+ 1525+ 2.068 £ 0.611+ 1813+ 1928 + 1978+
DS 0.039 0.156 0.894 0.130 0.040 0.075 0.939 0.012 0.089 0.142 0.647
Genetarget
CAR PXR RXRa HNF4q, PPARGa
Campione
ICeX 0,9170 1,0277 0,9273 1,0035 1,2510
1CeY 1,0830 0,9723 1,0727 0,9965 0,7490
11CeX 0,8759 0,9481 1,0346 0,8301 0,9446
11CgY 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
IAgX 0,6008 0,7267 0,8186 1,2354 0,7595
IAgY 0,5926 0,7897 0,8834 1,4590 0,9815
I1AgX 1,2473 0,9547 1,0275 1,6261 1,1629
I1AgY 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 1405+ 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 4199+ 1.138 1.637 £ 0.397 1570+ 0.514 2.290+ 0.728
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Tabella F. Risultati quantificazione rel ativa campioni esperimento DEX vitelli a carne bianca

Allegato 4

Genetarget
CYP2B6 CYP2C9 CYP3A4 CAR PXR RXRa HNF4a GR
Campione
Ky 0,378 - 1,112 1,022 1,630 0,830 0,527 1,198
K> 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
Ky 0,745 0,706 0,948 1,233 0,714 1,072 1,316 0,980
Kg 1,076 1,070 - - 1,060 1,465 1,480 -
MediaK + 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
D, 0,428 0,985 0,954 1,436 1,479 1,415 1,401 1,425
D, 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
D, 2,455 1,482 0,541 0,896 0,729 0,688 0,740 1,150
Dg 1,440 - 0,878 0,842 1,641 0,824 0,720 0,953
MediaT £ 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
V4 0,305 1,751 0,445 0,621 0,639 1,007 0,990 1,549
V>, 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
\' 2,064 1,493 1,313 1,377 1,439 1,072 1,835 1,960
Vg 2,743 3,726 - - 2,211 - - 1,842
Media BA £ DS 1202+ 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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