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TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE NELLO STUDIO DEI SI  STEMI
CHEMOSENSORIALI

RIASSUNTO

La caratterizzazione ultrastrutturale a partirelidagni sessanta e in seguito recentemente quella
immunoistologica ha permesso di identificare cellspecializzate che possiedono diverse analogie
morfologiche e molecolari con le cellule gustativa non sono organizzate in calici gustativi.
Queste cellule chemosensoriali solitarie (CCS) sontio diffuse oltre che nella cavita orale anche
nelle vie aeree e nell'apparato digerente.

L’identificazione di queste cellule singole o disp® in cluster ha portato a concettualizzare
'esistenza di un sistema chemosensoriale diffld®S) di cui le cellule gustative organizzate nei
taste buds nella cavita orale sono solo la patteyidente.

Le funzioni del DCS sembrano coinvolgere la seomzi la risposta immunitaria innata,
I'assorbimento ma altri ruoli sono in parte ancgpaculativi, e inoltre non tutti i tipi di cellukono
stati caratterizzati, lasciando aperte molte qaestche questo studio ha in parte analizzato
utilizzando tecniche di biologia molecolare.

In particolare sono state indagate tramite RT-PCRwestern blot le differenti capacita
chemorecettoriali degli organi di origine endoderanricercando I'espressione genica dei recettori
implicati nella percezione del gusto. Inoltre scstate coadiuvate ricerche finalizzate a meglio
caratterizzare le cellule recettoriali all'interdei taste buds, che risultano possedere un ventdigli
pathway molecolari molto ampio, comprendente elgémigpici delle vie aeree e dell’apparato
gastrointestinale. E stato analizzato se I'esppessidegli stessi geni sia modificabile a livello
intestinale da diversi tipi di diete.

| dati raccolti indicano una differente localizzaaaé dei recettori del dolce e dell’amaro lungoite v
aeree che hanno un ruolo di modulazione del movimneitiare e della secrezione. Mentre la
presenza dei recettori del dolce non va in maggimfondita della trachea, alcuni recettori
dell’amaro risultano espressi anche nei polmoniede lungo I'apparato gastrointestinale i recettori
dellamaro sembrano essere espressi in manierdigele differenziata. L’intestino risulta inoltre
sensibile a diete prolungate sovra esprimendo to segolando I'espressione di proteine coinvolte
nell’assorbimento e nella secrezione. In partiekstato approfondito il sensing intestinale verso
gli acidi grassi mediante quantificazione tramit€RPreal time. | risultati indicano che diete
iperlipidiche croniche abbattono sia I'espressidn€CD36, una proteina con alta affinita per gli
acidi grassi presente nella membrana apicale @egdirociti, sia I'espressione dei meccanismi di
segnalazione di “saziazione” indotta dai grassitr&ita di un segnale, che diversamente da altri
ormoni intestinali ha la capacita di prolungardal@enza tra i pasti, viene generato principalmente
dalla produzione dellormone lipidico oleoil-etaanlide (OEA). Questo ulteriore studio oltre a
evidenziare un nuovo aspetto negativo delle dpdipidiche, trova I'esistenza di una correlazione
tra i diversi geni indagati che suggerisce che Cid@ga come sensore intestinale degli acidi grassi
e abbia ruoli regolatori sui meccanismi di produgai OEA.



MOLECULAR BIOLOGY TECHNIQUES IN CHEMOSENSORY SYSTEM S STUDY

ABSTRACT

Since 1960s, the ultrastructural and more recehiyimmunohystological characterization have
identified specialized cells with several morphated) and molecular similarities with the taste
cells, without being organized into taste buds. seheolitary chemosensory cells (CCS) are
widespread not only in the oral cavity but evethia respiratory and gastrointestinal tract.

The identification of these cell, that can be imdinally arranged or clustered, has led to
conceptualize the existence of a diffuse chemosgrssstem (DCS) where the taste receptor cells
organized within taste buds in the oral cavity@mly the most obvious.

The functions appear to involve the secretion dmbiption of the DCS, and the innate immune
response, but other roles are still partly spedads not all cell types have been characterized,
leaving opened many questions that this study ra$lypanalyzed using molecular biology
techniques.

In particular, the different chemoreceptorial capas of endodermal origin organs were assessed
by RT-PCR and western blot examining the gene aspoa of those receptors that are involved in
taste perception. We also performed experimentsetter characterize the receptor cells within
taste buds, showing that they have a very wide gasfgmolecular pathways including typical
features of the respiratory and gastrointestirzsadtirit was analyzed whether the expression okthes
genes is modified by different types of diets & stinal level.

The data indicate a different localization of théeb and sweet receptors along the respiratory
pathway that have a role in the modulation of gilimovement and secretion. Whereas the sweet
receptors cannot be found deeper than trachea, gbthe bitter receptors are also expressed in the
lungs. On the other hand, along the gastrointdstiaet the bitter receptors appear to be expressed
in a selective and differentiated manner. The tiiesis also sensitive to prolonged diets,
overexpressing or downregulating the expressioproteins involved in absorption and secretion.
In particular, we studied the intestinal fatty acensing by real time PCR utilize. The results
indicate that chronic high-fat diets cut down bditle expression of CD36, a protein with high
affinity for fatty acids present in the apical mawane of enterocytes, and the expression of the
signaling mechanisms of satiation induced by fatisTsignal, which unlike other intestinal
hormones has the ability to prolong the latencywbenh meals, is generated mainly by the
production of the lipid hormone oleoylethanolam{@EA). This study further highlights a new
additional disadvantage of high-fat diets and tkistence of a correlation between different genes,
suggesting that CD36 act as a fatty acids sensdrhawe regulator roles upon the intestinal
mechanisms of OEA production.
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1. INTRODUZIONE

Negli ultimi anni le scoperte dei meccanismi dsttazione del segnale gustativo hanno permesso di
ottenere nuovi marcatori molecolari utilizzabilillresplorazione delle cellule gustative nella cavit
orofaringea. Questi hanno reso possibile individueellule solitarie esprimenti i pathways di
segnalazione e i recettori molecolari tipici dedidlule gustative anche nell’apparato digerente e
nelle vie respiratorie. La localizzazione di queti di cellule al di fuori delle strutture gushat
estende le conoscenze sulla capacita chemosensiaggil organi di origine endodermica. Queste
erano gia da tempo ipotizzate in base alla scopletta “brush cells”, un tipo di cellule identifia
sulla base della sola morfologia, che suggeriviefoente un loro ruolo nella chemorecezione.
Inoltre la presenza dispersa ma regolare di geéstenti nelle vie aeree e nell’apparato digerente
prova l'esistenza di sistemi diffusi dedicati alhemosensazione le cui funzioni sono in parte

ancora solo ipotizzate.

1.1. Scoperta delle “brush cells”

Negli anni cinquanta lintroduzione della micros@lettronica nello studio della morfologia
cellulare aveva permesso di differenziare dal pantasta ultrastrutturale diversi tipi di cellulee
“cellule a spazzola” (brush cells), sono delle dellnon endocrine, situate in maniera isolata nei
tessuti epiteliali che sono state contraddistimtebase alla presenza di una spazzola apicale di
microvilli rigidi (Figura 1.1). A causa della vab@ita della struttura e della diversa dislocazione
sono state ritenute per lungo tempo appartendatiffexrenti famiglie di cellule. Descritte dapprima
nella trachea di ratto e di diverse altre specieotf e Dalham, 1956; Rhodin, 1959), in seguito
sono state individuate anche nei polmoni (MeyricR&id, 1968), nell’apparato digerente (Luciano
et al. 1968 a, b) e in particolare nella cistifelig.uciano e Reale, 1969). A seconda della loro
collocazione sono state denominate con differerdmin “tuft cells” (nei dotti salivari),
“fibrillovesicular cells”, “multivesicular cells” écaveolated cells’(nell’apparato digerente).

La loro classificazione in base alla sola morfadogitrastrutturale non € stata sufficiente né a
classificarle appropriatamente, né a stabilirnerwsio preciso, sebbene fosse stato supposto che
fossero coinvolte nella chemorecezione e quandoatsit nellapparato digerente anche
nell'assorbimento. In seguito con l'utilizzo datfimunocitochimica ultrastruttuarale e la scoperta di
marcatori della composizione proteica della strattmicrovillare quali la villina e la fimbrina
(Hofer e Drenckhahn, 1992), la citocheratina 18sfi& et al., 1994), o enzimi come la ossido

nitrico sintasi (Kugler et al., 1994) é stato pb#sicontraddistinguer con certezza dalle epiielia

1 - MATERIALI E METODI -
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circostanti. La loro collocazione € stata cosi sstaenche all’epitelio non sensoriale del vomero
nasale (Hofer et al., 2000), ai dotti salivari (5& Miyoshi, 1996), alla linea che separa il
“forestomach” dallo stomaco ghiandolare (LuciarReale, 1992), all’'epitelio associato ai follicoli
linfoidi nella mucosa gastrica (Wada et al., 20@0)¢oledoco (Luciano et al., 1981) e al pancreas
(Kugler et al., 1994). Inoltre & stato possibiledenziare alcune peculiarita strutturali come per
esempio il glicocalice delle brush cells intestinehe possiede una composizione proteica
specializzata che differisce significativamentegdallo degli enterociti (Gebhard e Gebert, 1999).
Dato che risultavano immuno-reattive agli stesdicarpi, € stato proposto che fosse opportuno
considerarle appartenenti a un’unica famiglia ¢atki(Luciano e Reale, 1997).

Negli stessi anni veniva riportata la presenza ellue chemosensoriali solitarie (solitary
chemosensory cells - SCCs) nell’epitelio dell’orofge, nelle branchie e nella pelle dei vertebrati
(Kotrschal, 1991, 1996; Whitear, 1992). Questi laatire a trovare delle similarita fra le SCC<e |
brush cells hanno introdotto l'idea dell’esistendia un sistema chemosensoriale diffuso nei
vertebrati acquatici che in seguito verra estetsdtia vertebrati.

In seguito la conoscenza della biologia cellulagdiedbrush cells € aumentata ed é stato scoperto
che possiedono alcuni elementi in comune con lelegjustative, confermando I'ipotesi di un loro

ruolo chemosensoriale.

Figura 1.1 Brush cell nella laringe di ratto e neduodeno umano

(Figura tratta da “A new fate for old cells brugiig and related element”, Sharbati e Osculati5200

2 - MATERIALI E METODI -



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

1.2. Introduzione dei primi marcatori molecolari

La classificazione delle brush cells in un'unicanifflia basandosi unicamente sulla morfologia
della struttura microvillare e alla presenza di catori caratterizzanti la struttura morfologicare u
criterio prono ad errori. Questo perché si porrebagenzione su una specializzazione della
membrana apicale, che pud essere presente inecélitipo differente, tralasciando le possibili
peculiarita dei pathways molecolari presenti. Usaimdece un approccio che caratterizzi il citotipo
anche dal punto di vista molecolare oltre che dalgustrutturale, si ottiene un’identificazione piu
fine evidenziando similarita altrimenti non visibita i diversi tipi di cellule, e al contempo itia
morfologici possono venire associati a una spexifimzione. La comprensione dei meccanismi
biologici che permettono la percezione del guskmtdrno delle cellule gustative, ha permesso di
trovare elementi coinvolti nella chemocezione ancblle brush cells confermando il presupposto
ruolo recettoriale. Inoltre la coesistenza di quesbvi marcatori con la ricchezza di vescicole
citoplasmatiche presente in alcune brush cellsdti fsupporre che in queste cellule possano
avvenire riflessi secretori in risposta a modificaz del microambiente, captate mediante le
capacita chemosensoriali Sbarbati e Osculati, 2005)

Per la caratterizzazione delle brush cells, dalkile SCCs in genere e delle stesse cellule gustat
presenti nelle papille, ha svolto un ruolo cardinélizzo come marcatore della gustducina, una
proteina che ha un ruolo chiave nella cascataehteche trasducono il segnale di amaro e di dolce
e umami. Si tratta di una proteina composta dastlmunita associata a recettori di membrana e
appartenente alla famiglia delle guanine-bindingtgin (G-protein). Il suo ruolo di G-protein
associata al gusto e stato mostrato per la prirta roratto (McLaughlin et al., 1992) e in seguito
confermato in uomo (Takami et al., 1994). La sutzualfa risulta specificatamente espressa nelle
cellule gustative della papilla circumvallata, &#é e fungiforme (Boughter et al., 1997).

In seguito questo marcatore delle cellule gustagiwtato trovato in cellule al di fuori della cavit
orale. Dapprima sono state trovate cellule contiradfia-gustducina, identificate come brush cells,
nello stomaco e nell'intestino (Hofer et al. 19969) nel dotto pancreatico (Hofer e Drenckhahn,
1998). Gli stessi autori hanno verificato che latpina che da immunoreattivita nelle brush cells
migra assieme all’alfa-gustducina presente nelf@llpagustative, accertando la presenza della G-
protein specifica per la traduzione del segnale gledto e suggerendo che sia alla base della
chemorecezione anche al di fuori della cavita orgleseguito all’individuazione nella cascata di
trasduzione del segnale gustativo di altri elementll’identificazione dei recettori del gusto son
stati trovati nuovi marcatori che hanno permessootitraddistinguere di fuori della cavita orale

cellule con capacita chemosensoriali non contréidtégscome brush cells (vedi figura 1.2). Questi

3 - MATERIALI E METODI -
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ritrovamenti hanno permesso soprattutto di estendeconcetto di SCCs anche ai mammiferi

(Sbarbati et al., 1998, 1999) e di introdurre unava e piu ampia visione dell'organizzazione della
struttura “sensing” gustativo che nei mammiferi el@ssicamente limitata alle papille gustative e
che verra riportata estesamente in seguito. Ingjiesti nuovi dati hanno spinto recentemente a
ricollocare le brush cells come appartenenti alaiglia delle SCCs in quanto la spazzola apicale
non & un tratto costante Sbarbati e Osculati, 2005nseguentemente la spazzola apicale di
microvilli sarebbe una differenziazione presenteuma sottofamiglia di SCCs localizzata in

microambienti specifici.

Figura 1.2. Immagine schematica di una brush cell di una SCC.IlI giallo marca gli assoni, il
rosso le aeree apicali con un alta espressionestidgcina .R, radici dei microvilli; V, vescicol€,

filamenti; G, complesso del Golgi.

(Figura tratta da “A new fate for old cells brugle and related element”, Sharbati e Osculati 2005

4 - MATERIALI E METODI -
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1.3.1 recettori del gusto

Nel 2000 é stata identificata una classe di redegostativi associati a G-protein (G-protein
coupled receptors - GPCRSs), anche essi come ldugtisa non espressi ristrettamente nella cavita
orale (Adler et al., 2000, Hoon et al., 1999, Matsui et al., 2000). Risultava percio evidente che
le molecole agoniste per i GPCRs possono veniomosciute dai medesimi recettori anche in altri
tessuti endoteliali, in particolare le sostanze itftRicono nella cavita orale sensazioni di dolce,
umami (il gusto degli L-aminoacidi e dei ribonudidg e 'amaro. | GPCRs hanno inoltre parte del
meccanismo di downstream del segnale in comunegiatamdo il numero di marcatori disponibili
per contraddistinguere le cellule chemosensof&lialtri due gusti percepiti dal sistema gustativo
ossia il salato e I'acido sono invece determinatcdnali di membrana e da meccanismi non ancora
ben identificati e hanno un meccanismo di traduzide segnale totalmente differente. In aggiunta
a questi 5 gusti base esistono altre percezioriatius quali il ‘grasso’, il ‘metallico’, il gustdelle

malto-destrine, dell’anidride carbonica, ect.

1.3.1. La cascata di traduzione del segnale

Quando un recettore appartenente alla famigliaedélPCRs viene attivato, la trasduzione del
segnale inizia dapprima con l'attivazione della @tpin eterotrimerica ad esso associata.

| recettori del’'amaro (TAS2Rs o T2Rs) sono coesgire attivano selettivamente la subunita G
della gustducina o la strettamente corretateansducin (Ruiz-Avila et al., 1995), mentre ietori

del dolce situati nella parte posteriore dellaliagpossono accoppiati alla subunit@l@ (Tizzano

et al., 2008). Comunqgue il principale pathway ddtrzione del segnale sembra mediato tramite le
subunita @y della gustducina, compreseg/13 e B1 o B3 (Huang et al., 1999) che attivano la
fosfolipasi Cp2 (PLC B2). Linattivazione genica della PI2 induce un calo drastico ma non
totale della sensitivita del gusto (Zhang et2003; Dotson et al., 2005).

La PLCp2 attivata che a sua volta idrolizza il fosfatiddsitolo-4,5-difosfato (PIP2) producendo i
due messaggeri intracellulari diacilglicerolo (DAG) inositolo-1,4,5-trifosfato (By. Gli 1P;
sintetizzati attivano I'apertura dei canali ioniegR3 situati sul reticolo endoplasmatico provocando
un rilascio nel citosol delle cellule recettoridii ioni calcio (Simon et al.,, 2006; Roper, 2007).
L'elevata concentrazione di €araggiunta agisce su due diversi target preserte reellule
chemosensoriali: il canale cationico non seletthi®RPM5 (Pérez et al., 2002) e un emicanale di
“gap junction” formato da pannexina (Panx) (Huamgle 2007; Dando e Roper, 2009). Quando

nella cellula viene raggiunto un livello soglia@kt* si aprono i canali TRPMS5 (Transient Receptor

5 - MATERIALI E METODI -



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

Potential Channel M5), dei recettore-canali chemheinano variazioni transitorie di potenziale che
causano la depolarizzazione delle cellule receftatee Liman, 2003).

L’ attivazione dei recettori da parte delle molectdotate di gusto” provoca cosi nella cellula un
voltaggio e un incremento del €aitoplasmatico che rendono possibile la secrezibh#elP negli
spazi extracellulari attraverso i pori degli emiaianPanx (Huang e Roper, 2010) andando a
stimolare le fibre afferenti del nervo gustatived@ere figura 1.3 e in seguito figura 1.9) (Huang et
al., 2007; Romanov et al., 2007; Huang e Roper0ROAl momento gli ATP sono gli unici
neurotrasmettitori secreti dalle cellule chemosgako Allo stesso tempo stimolano le cellule
presinaptiche adiacenti (cellule di tipo I) a seeee le amine serotonina (5-HT) e norepinefrina
(NE ) (Dvoryanchikov et al., 2007; Huang et al.,08D Inoltre I'ATP secreto funge come

trasmettitore autocrino andando a stimolare lesstesllule recettoriali (Huang et al., 2009).

A Sweet, bitter or
ATP umami tastant
Panx1 TrpM5
Taste
GPCR

f &
Na’, DAG (FPECBZ pips By
S V\_/ o
/ / |P
o Q A/_\
Ca*" ”:) R3 °, nCa” store

Figura 1.3. Meccanismo di traduzione del segnale gtativo di dolce, umami e amaro(Figura
tratta da “The cell biology of taste”, N Caudha eRoper, 2010

1.3.2. | recettori del dolce

Esistono 2 famiglie di recettori GPCRs: la famigliei TAS1R (taste receptor, type 1), chiamata
anche T1R, composta da tre geni e la famiglia gertica dei TAS2R (taste receptor, type 2),
denominata anche T2R. Entrambe le famiglie possiedome tutti i recettori GPCRs possiedono 7
domini o-elica transmembrana, un dominio intracellulareef@rinale ma solo la TAS1Rs
posseggono un largo dominio extracellulare N-teateirffigura 1.4).

Il terzo lungo loop citoplasmatico (che intercofra la quinta e la sesta-elica) dei recettori

corrisponde alla regione della molecola che si pp@oalla proteina G.
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Nei mammiferi il recettore dedicato al dolce e fatmda un eterodimero formato dalla subunita
specifica TAS1R2 e dal TAS1R3 (Max et al., 2001;ntoayeur et al., 2001; Nelson et al., 2001,
Max et al., 2001; Montmayeur et al., 2001, Nelsbalg 2001; Kitagawa et al., 2001; Sainz et al.,
2001; Bachmanov et al.,, 2001) che invece parteaipehe alla rilevazione del gusto umami,
mediante la formazione di un diverso eterodimeno leosubunita TAS1R1. Infatti il blocco della
subunita TAS1R3 mediante I'agonista lactisole sibi la percezione di entrambe queste due
sensazioni gustative (Jiang et al., 2004; Winnigl.e2005; Xu et al., 2004).

Studi di co-espressione eterologa di TAS1R2 e TASItRinee cellulari hanno permesso di capire
che il loro eterodimero riconosce numerose e skasastanze. Infatti permette di riconoscere |l
gusto dolce non solo di monosaccaridi e disaccgandianche quello di dolcificanti artificiali, di-D
aminoacidi, della glicina, di proteine dolci erdetabolici di piante come lo stevioside ( Nelson at
al. 2001; Ide et al., 2009; Jiang et al., 2004¢eLal., 2002; Nakajima et al., 2008; Nelson et al.,
2002; Winnig et al., 2005; Winnig et al., 2007).m@mque il range di sostanze rilevate varia a
seconda delle specie. Un estremo ¢ il caso ded,ggiecie in cui a causa di una modificazione a
pseudogene della subunita TAS1R2, la capacitardepee il dolce é stata perduta (Li et al., 2005).
Nei roditori potrebbe essere presente un’ancora identificato recettore per i polisaccaridi
(Zukerman et al., 2009), poiché essi sono attddti’amido anche quando privati dell’amilasi
linguale e quindi della capacita di scomporlo iecheri semplici.

Inoltre e stato proposto la possibile formazioneudiomodimero di TAS1R3 che potrebbe agire

come recettore a bassa affinita per monosaceaddiaccaridi (Zhao et al., 2003).

Extracellular

Intracellular

COOH COOH

Figura 1.4. Eterodimero recettore del dolce formatadai GPCRs TAS1R2 (viola) e TAS1R3

(blu). (Figura tratta dalla review “The Receptor BasisSsfeet Taste in Mammals”, S. Vigues, C.D. Dotson e
S.D. Munger , 2008)
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1.3.3. | recettori dell'umami

Il recettore dellumami e formato dall’eterodimecomposto da TAS1R1 e TAS1R3 (Li et al.,
2002; Nelson et al.,, 2002). Diversamente dal recetdel dolce, precedentemente sono stati
proposti recettori gustativi dellumami aggiuntivBi tratta si forme troncate dei recettori
metabotropici del glutammato MGIuUR1 e mGIuR4 induate nei tessuti gustativi dei roditori
(Chaudhari et al., 2000; Toyono et al., 2003).

In ogni modo l'eterodimero formato dai T1Rs svolge ruolo predominante nella percezione
dell'umami. Inoltre € stato evidenziato che I'adtrione dell’eterodimero da parte del L-glutammato
e potenziata dalla presenza dribonucleotidi (Nelson et al., 2002). Come peedeattori del dolce,
anche per 'umami il range delle molecole rilevedenbia a seconda della specie. Mentre nelluomo
viene percepito solo I' L-glutammato, nei roditéai percezione € estesa a diversi L-aminoacidi
(Zhao et al., 2003).

1.3.4. | recettori dell’amaro

| recettori dell’amaro sono una famiglia multi-gemidi GPCRs denominata TAS2R (taste receptor,
type 2), o anche T2Rs (figura 1.5)(Adler et al.Q@0Chandrashekar et al., 2000; Matsunami et al.,
2000; Mueller et al., 2005).

Tutte le specie di vertebrati possiedono da aleunemerose varianti di recettori. E stato stimato d
studi di sequenziamento genico che nel ratto éunatio ci sono circa 30 diversi geni di recettori
per 'amaro e qualche pseudo gene, e che possiadunalentita aminoacidica variabile dal 21 al
90% (Bufe et al., 2002). Una nomenclatura compéetaggiornata dei TAS2Rs umani e murini €
riportata da una recente review (M. Behrens e Wyevleof, 2011).

| TAS2Rs hanno l'importante ruolo di evitare I'asgione di tutte le sostanze pericolose che
generalmente sono amare. Data I'ampia diversitaichi dei composti rilevati € chiaro che questi
recettori riconoscano una grande varieta di gregpphnici differenti. Non € ancora compreso come
cosi pochi recettori siano sufficienti per moniteréa presenza dei tanti composti amari presenti in
natura. Da studi di “deorfanizzazione” del ligandppare comunque chiaro come lo stesso
composto possa essere riconosciuto da diversitogeicetche alcuni recettori possano riconoscere
un ampio range di molecole mentre altri sono hamnéarget piu selettivo (Meyerhof et al., 2010).
Inoltre risulta enormemente differente anche ildgrali sensibilita alle rilevazione, con valori di
EC50 indotti da quantita di composto che vanndivadli nanomolari (Kuhn et al., 2004) a livelli
millimolari (Bufe et al., 2002).
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Attualmente per '80% (20 su 25) (Meyerhof et @D,10) dei TAS2R umani sono stati identificati
dei ligandi, mentre in topo sono stati deorfanizgalo il 6% (2 su 33) dei recettori (Chandrasheka
et al., 2000), uno singolo in ratto (di circa 36Zis) (Bufe et al., 2002).

Comunque oltre questa importante funzione colleglitalimentazione ve ne sono altre, poiché i
TAS2Rs sono presenti anche al di fuori della cawsii@e, dove assumono ruoli ovviamente non
gustativi.

Nel tratto digerente la presenza dei recettoriadfgmiglia dei TAS2R, assieme a quella adibita al
“sensing” del dolce e dell'umami e correlata albéisi del contenuto del lume intestinale, mentre

la loro presenza nelle vie aeree implica diversestiani sulla loro funzione.

e, H e
i "'.\"__:_:Eﬂ
}’QO

Figura 5. Recettore dell’amaro e trasduzione del gmale.
( Figura tratta dalla review “Gustatory and extrstgtory functions of mammalian taste receptors”,Bdhrens e W.
Meyerhof, 201}

1.3.5. I recettori dell’aspro

Il recettore di membrana o il canale ionico cheluce lo stimolo acido dando una sensazione di
asprezza rimane ad oggi ancora non identificattessbd siano stati proposti diversi recettori e
meccanismi. Tra i recettori da segnalare i canarmgabili ai nucleotidi ciclici (HCN,
cyclicnucleotide-gated) attivabili per iperpolaidzzone (Stevens et al., 2001), i canali ionici ecid
sensibili (ASICs) (Ugawa et al., 1998), i canal gotassio (K2P)(Lin et al., 2004; Ricther ef al.
2004) e i canali del calcio permeabili al¥Waldmann et al., 1997), mentre fra i meccanismi ci
sono il coinvolgimento degli scambiatori Md+ (Lyall et al., 2004) e l'inattivazione acida dei
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canali del Kk (Cummings e Kinnamon, 1992). Ultimamente ha actjuisiaggior credito come
recettore del gusto acido I'eterodimero formato @imali ionici non selettivi per cationi PKD2L1
(Polycystic kidney disease 2-like 1 protein) e PKBXPolycystic kidney disease 1-like 3 protein,
chiamati cosi perché la mutazione causa la maladliaistica renale) che all'interno dei taste buds
risultano espressi selettivamente dalle cellulgpdi Ill, (Huang et al., 2006; Ishimaru et al., OO0
LopezJimenez et al., 2006), che sono cellule papsiche. Inoltre questi canali sono molto sensibili
al pH extracellulare, che e conosciuto come ilgpale stimolo del gusto acido (Lyall et al., 2001;
Huang et al., 2008b). Solo molto recentemente haamso di rilevanza come recettori poiché é
stato mostrato che in topo la delezione genicaadrlbunita PKD1L3 formante I'eterodimero non
impedisce la percezione del gusto acido (Nelsad.ef010). Tuttavia non perdono di importanza
nella marcatura delle cellule adibite al sensinijadédo e rimangono i marcatori piu promettenti.
Infatti un recente lavoro riporta che la correrimita da uno stimolo acido apicale (ioni)Hlelle
sole cellule esprimenti PKDL1 la depolarizzazionecaisa un incremento temporaneo della
concentrazione citosolica di ioni €a che nelle cellule presinaptiche induce il rilasdel
trasmettitore (Chang et al., 2010). Per cui atteali® il maggiore candidato come recettore del

gusto acido & un non ancora identificato canaleopico (S. Frings 2010).

1.3.6. |l recettore del salato

Come responsabile del gusto salato erano statoptiogliversi canali ionici e solo recentemente uno
di questi, il canale sodio epiteliale (ENaC) e stagrificato (Chandrashekar et al., 2010). Questo
canale e coinvolto in diverse reazioni di traspaied sodio attraverso I'epitelio (Kellenberger e
Schild, 2002) e inoltre studi di patch-clamp sugggemo che le cellule che percepiscono il' Na
siano cellule di tipo | (Vandenbeuch et al., 20@@)indi un suo impiego come marcatore di cellule

con funzioni chemosensoriali sembra essere poauogitente.
1.3.7. | recettori degli acidi grassi

Sebbene i lipidi introdotti attraverso la dietansigprincipalmente costituiti da trigliceridi, larto
percezione gustativa € basata sulla presenza di gassi liberi. Per questo motivo la lipasi
linguale, che é responsabile del rilascio degliliagiassi liberi dai trigliceridi gioca un ruolo
importante nella percezione orale del grasso.

Infatti la sua inibizione farmacologia diminuiscartemente la preferenza verso i lipidi; inoltre é
interessante notare che la lipasi linguale neitoodé rilasciata dalle ghiandole di von Ebner
direttamente sei solchi delle papille foliate elat® (Kawai and Fushiki 2003), permettendo una
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forte idrolisi dei trigliceridi con rilascio di adi grassi liberi in prossimita dei taste buds ftanido

la rivelazione da parte delle “taste receptor telzlere fiaural. 6A).

A CD36

Dietary lipids

Saliva

Cleft of circumvallate

papillae . socC Ca™
\ channels o ©,
\ .
Taste buds / a
Lingual lipase ﬁ

Von Ebner's glands

B Hydrophobic pocket \

. o
‘-‘_\ DAG IP3R3? /j]Na~‘/(_.v ~ OzNa’

\ e R
- depolarization/

Extracellular segment %

\
\
\

Exocytosis of

NH, COOH Intracellular segment
e . 5-HT & NA
Sre-PTK T~ W, — Affere_m
nerve fibres
Figura 1.6. Localizzazione delle ghiandole di Figura 1.7. Meccanismo di azione degli
von Ebner (A) e struttura della proteina LCFA nelle cellule gustative.
CD36(B). (A siti di glicosilazione; residui di (5-HT, serotonina; N#gradrenalina)

cisteina,m regione ricca in prolina)
(Figure tratte dalla review “Oro-sensory perceptid dietary lipids: New insights into the fat @s$tansduction.”, N.A.
Khan e P. Besnard, 2009)

Comunque il gusto del grasso sembra essere unaeufied una sensazione tattile e una percezione
gustativa.

Per diversi anni il riconoscimento dei grassi deliata € stato considerato primariamente in
funzione della loro consistenza, e percio uno dondonatura tattile.

La percezione gustativa dei lipidi deve per forizhiedere la presenza negli TCRs di recettori con
alta affinita per gli LCFA (long free fatty acidRecentemente sono stati identificati tre plausibili
candidati a questa funzione: il delayed-rectifyipgtassium (DRK) canale Kv1.5, il recettore
accoppiato a proteina G GPR120, e la glicoprot€D&6 (per una review si veda Khan e Besnard,
2009).

Alle attuali conoscenze sembra avere un ruolo prég@nte la glicoproteina CD36, una proteina di

membrana con funzioni di recettore che lega sauinsaturi LCFA con una range di affinita
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nanomolare (Baillie et al., 1996). Questo graziana struttura a forcina con un largo dominio
extracellulare e una tasca idrofobica situata érallie corte code citoplasmatiche (vedere figura
1.6B)(Ra et al., 2007). La coda C-terminale puo interagiva la proteina tiroxina chinasi Src
(PTK) (Huang et al., 1991) formando un complessaitnale che permette di trasferire il segnale
dentro il TRC. Il rilascio di neurotrasmettitorivagne sempre in seguito all'innalzamento del calcio
cellulare ma utilizzando pathway differenti da duesati dai GPCR (vedere figura 1.7).

Sebbene sia una molecola con funzioni di “scavengeeptor”, controllo dell’omeostasi,
percezione dei lipidi (per una recente review slav®lartin et al., 2011) e sia espressa in svariati
tipi di cellule (per esempio macrofagi, piastrimgterociti, epatociti, adipociti, ect.) nella cavit
orale appare espressa ristrettamente all’epitalstagivo della lingua (Fukuwatari et al., 1997 ;
Laugerette et al., 2005), particolarmente nellaillzapallata, mentre in quella fungiforme € poco
espresso (Laugerette et al., 2005). Inoltre lad®mlazione genica abolisce sia la preferenza per |l
grasso (Laugerette et al., 2005 ; Sclafani et28lQ7a) che la digestione cefalica indotta dalla

somministrazione nella cavita orale di LCFA (Lawadtr et al., 2005).
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1.4.Concetto di sistema chemosensoriale diffuso

La disponibilita di marcatori molecolari dei pathwdi trasduzione del segnale del gusto e dei
recettori ha permesso di identificare la preseatiale non aggregate in calici ma con analogie con
le TRCs, denominate cellule chemosensoriali saditdsolitary chemosensory cells — SCCs)
(Sbarbati and Osculati, 2003), o cellule chemos@sissolitarie (Finger et al., 2003). La loro
estesa distribuzione va dalle cavita orofaringde \dk aeree e alle vie digestive e ha suggerito
I'esistenza di un sistema chemosensoriale diffasituée chemosensory system - DCS) (Sbarbati
and Osculati, 2005). Come descritto precedentemgintpiesto complesso fanno parte anche le
“brush cells”, note da lungo tempo, che sono dasiclemnarsi una sottofamiglia delle SSCs. Recenti
studi hanno dimostrato che le SCCs sono distrilnglée aeree strategiche del corpo suggerendo
che le loro capacita di chemocezione siano coiavalt importanti processi fisiologici sia
nell'apparato respiratorio (Gulbransen et al., 30®&pparato digerente (Rozengurt, 2006; Salmon
et al., 2007; Mace et al., 2007). Questa capagitaahitoraggio del contenuto luminale non e
collegata solo alla trasmissione al sistema nernwesurale, ma anche a un controllo locale dei
processi di assorbimento e secrezione. Inoltreat® giroposto avere un ruolo nel controllo delle
popolazioni batteriche (Sbarbati and Osculati, 2@06ella rilevazione degli irritanti DCS (Finger
et al., 2003). Appare chiaro che a causa delleasygia varieta di funzione il DCS potrebbe essere
coinvolto in un ampio spettro di disagi sia resjgireche digestivi, come pure in malattie sistemich

come l'obesita e il diabete (Kellett et al., 2008).

1.5. Organizzazione strutturale dei sistemi chemosensaii

Dato che lo studio e la caratterizzazione tuttorearso delle SCCs si basa sulla loro similamta ¢

le TRCs riportiamo in seguito le attuali conoscesaka loro distribuzione nella cavita orale, nelle
vie aeree, nellapparato digerente, dedicando p® maggior comprensione una parentesi
sull’organizzazione dei TRCs nei calici gustativioltre per estensione del concetto di DCS i calici
gustativi si potrebbero considerare la sommitebulesidi un iceberg costituito in maggior parte da

cellule chemosensoriali singole o organizzateodotima di clusters (Sbarbati et al., 2010).

1.5.1. Calici gustativi con cellule specializzate

La sensazione del gusto avviene nella cavitd ggatemezzo di cellule specializzate esprimenti
recettori gustativi, le “taste receptor cells” (T&@rganizzate in calici gustativi 0 gemme guséativ

(“taste buds”) situati principalmente nelle papdigstative (vedere figura 1.8).

13 - MATERIALI E METODI -



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

Geschmackstreifen Epiglottis Figura 1.8. Distribuzione dei taste
buds nella cavita orale di ratto.
(figura tratta da “A novel family of
mammalian taste receptors”, Adlere at al.,
2000).

Fungifo Foliate  Circumvallate
papillae papillae papilla

Esistono quattro tipi di papille, tutte situateladingua, di cui tre presentano i taste buds, neeiht
guarto tipo, le papille filiformi non possiedonacedtori gustativi poiché non hanno una funzione
gustativa ma meccanica di tipo abrasivo. Nellagariteriore della lingua e innervate dal nervo
facciale vi sono le papille fungiformi, invece sommervate dal nervo glossofaringeo, le papille
foliate situate ai lati verso il fondo e la papillallata o circumvallata (nel ratto e nel topora u
sola, mentre nell'uomo variano da 10 a 14) cheréondata da un solco in cui sono organizzati i
calici gustativi e i cui affluiscono i dotti delsottostante ghiandola sierosa di Von Ebner. Ohie ¢
nelle papille i taste buds sono dislocati su patatdle (Stone et al. 2007), guance, faringe, espfag
superiore e laringe (Travers e Nicklas, 1990)alicc gustativi vengono costantemente rimpiazzati
approssimativamente ogni 10-12 giorni. Fra i vadgldorma e dimensioni dei calici gustativi sono
molto simili, con misure che variano dai 20 ai4@ di diametro e circa 40-60m di lunghezza.
Ogni calice gustativo includendo i precursori dedtdlule recettoriali e le cellule di supporto e
formato da circa 50-100 cellule (Lindemann et 2001), ed é innervato da numerose fibre che
trasportano il segnale di attivazione dalla peafeal sistema nervoso centrale. Le cellule présent
nei taste buds sono state suddivide in quattrogoate in base alla morfologia: cellule basali e
cellule di Tipo I, Il e 1l (vedere figura 1.9). Leellule basali sono credute essere cellule stdnuna
comunque cellule indifferenziate precorritrici degtri elementi cellulari, mentre le cellule diipd

| sono caratterizzate dalla presenza di grandiuirapicali e sono ampiamente
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Taste transduction
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Go-gus, Gy13 G protein subunits

PLCR2 Synthesis of IP3

TRPMS Depolarizing cation curent
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Ma 1.7, Na 1.3 Action potential generation
Panx1 ATP relaase channal

Figura 1.9. Le tre maggiori classi di taste receptccells.

(Figura tratta da “The cell biology of taste”, Nu&hoari e S. Roper, 2010)

considerate come elementi di supporto e di seaneZiidataoka et al., 2008; Yoshida et al., 2009) e
potrebbero essere anche coinvolte nella percediehgusto salato (Vandenbeuch et al., 2008).

Le cellule di Tipo Il sono quelle che posseggomecettori GPCRSs e risultano immunoreattive alla
gustducina, hanno forma fusiforme e poiché nongmgsno granuli o sinapsi appaiono chiare al
microscopio (Chandrashekar et al., 2000; Chauddtaai., 2000; Nelson et al. 2001; Nelson et al.

2002).

Le cellule di tipo lll presentano processi api@lbasali che creano sinapsi con gli assoni e aoltr

Surface glycoproteins, ion channels

NCAM Neuronal adhesion

PKD channels  Sour taste?
Neurotransmitfer synthesis

AADC Bipgenic amine synthesis
GADET GABM synthesis

5-HT Neurotransmitter
Chromogranin -~ Vesicle packaging

Excitation, transmitter refease

Na 1.2 Action potential generation
Ca21 Calz \oltage-gated Ca™ cumrent
SNAPZS SNARE protein, exocylosis

sembrano percepire il gusto acido (Chang et alL028. Frings 2010).
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1.5.2. La trasmissione del segnale nei calici gustativi

Durante la percezione di molecole dotate di gustfibfmazione viene trasmessa dai taste buds al
cervello tramite I'attivazione delle cellule presptiche, ma non & chiaro in che modo venga
specificata la qualita dello stimolo gustativo.n8atati proposti due modelli contrastanti. Da un
lato e proposto che lo stimolo di una certa quakaga trasmesso tramite fibre nervose dedicate
(“labelled lines™) ai diversi singoli gusti. In

Questo modello ogni TRCs dovrebbe essere dediaaosangolo recettore(figura 1.10A) .

Dall’altro lato e proposto un sistema dove TRGHviduali siano sintonizzabili su

Labelled-line model Across-fibre models

B siceer
[ ] salty
B st
[] umami
B sour

Figura 1.10. Modelli proposti nella trasmissione déinformazione dello stimolo gustativo
dalle taste receptor cells dei taste buds al cefl@attraverso i nervi afferenti. (Figura tratta da
“The receptors and cells for mammalian taste”, Chashekar et al., 2006)

modalita gustative multiple incrociate, per cunbfjbra potrebbe trasmettere I'informazione per
diverse qualita di gusto (figura 1.10B). Oppure dbeTRCs percepiscano singole modalita
gustative, ma le stesse fibre afferenti trasportaftymazioni gustative multimodali (figura 1.10C)
La questione della codificazione del segnale gistaha indirizzato la ricerca ad indagini di
modificazione genetica e studi elettrofisiologid@amportamentali.

Attraverso studi di elettrofisiologia il recordimiglle singole fibre afferenti o delle cellule dangli

ha indicato che mentre alcuni neuroni rispondonmamiera molto marcata a determinate qualita di
gusto e debolmente a stimoli di altri gusti, inwasto altri neuroni afferenti sono eccitati danstii
gustativi multipli (Hellekant et al., 1997; Frankad., 2008; Breza et al., 2010). Un tipo di risjgos
che presenta sia i tratti di un sistema dove TRIDs® sigidamente regolati (labelled-line model) che

guello di cellule presinaptiche ad ampia regolagitacross-fibre model).
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Il pattern di attivita dei neuroni afferenti riftetl’eterogeneita della risposta cellulare deigdsids
(Gilbertson et al., 2001; Caicedo et al., 2002; Thik et al., 2007; Yoshida et al., 2009a; Breza et
al., 2010) e suggerisce che l'attivita neuronaldifczante il gusto non segue la semplice logica di
nervi afferenti dedicati. A favore del modello “Elled line” erano stati riportati i risultati della
sostituzione dei recettori per 'amaro o per daloa un recettore oppioide modificato (Zhao et al.,
2003; Mueller et al., 2005). Nei topi modificatircal recettore di origine esterna nelle TRCs
esprimenti i recettori del dolce i ligandi sintgtiche normalmente non darebbero alcuna percezione
gustativa, vengono riconosciuti inducendo una fpreferenza per le soluzioni che li contengono,
poiché veniva percepita come dolce. Contrariameatecaso che il recettore oppioide fosse stato
espresso nelle cellule esprimenti i recettori deflro, il ligando veniva riconosciuto come
fortemente repulsivo. Queste evidenze confermamodsaenza dell’esistenza di TRCs dedicate alla
trasmissione di specifiche qualita gustative, netigsistenza di fibre afferenti dedicate rimane
controversa. Le cellule gustative di Tipo Il quajue sia la loro specializzazione verso un gusto
rispondono sempre secernendo ATP verso le fibexaifi. Tuttavia mancano sinapsi distinte che
colleghino le cellule recettoriali alle fibre sensdi afferenti di modo da trasmettere un a singola
gualita gustativa. Sebbene alcune di queste sembdtamare complessi intimamente collegati
poiché trasmettano un solo segnale gustativo, filtire nervose trasmettono invece una molteplici
gualita di gusto. Attualmente la questione di casattamente I'informazione raccolta da distinte
TRCs nei taste buds sia codificata per la percezdirdistinte qualita gustative rimane materia di
dibattito.

1.5.3. | cluster chemosensoriali

In aggiunta ai taste buds le TRCs sono organizazathe in organizzazioni cellulari piu piccole,
chiamate cluster chemosensoriali (CCs), strutturpictole dimensioni, formate solo da 2 o 3
cellule chemorecettoriali. Sono state dapprimaviddiate nella laringe (Sbarbati et al., 2004b),
dove nella parte piu rostrale sono presenti anttuniataste buds (Nishijima e Atoji, 2004). Si
tratta di una zona molto strategica, in cui i tasbels sono adattati a monitorare la presenza di
materiali dissimili da soluzioni fisiologiche err lo scopo di iniziare un riflesso protettivoldel
vie aeree durante la deglutizione (Sbarbati e2@04a). L'immunoreattivita verso-gustducin o
PLCB2 ha identificato un citotipo simile alle celluleidaste buds. Sono pero piu corte di quelle
linguali , con processi basali poco sviluppati @rbcesso apicale piu corto e fine. Molte cellule
mostrano forma simile ad una fiasca con un corptiariargo e assenza di processi basali. Nei

clusters mancano il poro ed una precisa delimitezall’epitelio circostante con cellule ancillari,
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facendo assomigliare queste strutture piu ad unégggione di SCCs, che ad un calice gustativo
vero e proprio. La dimostrazione dell’'esistenzaldsters chemosensoriali rafforza l'ipotesi di un
legame filogenetico fra cellule gustative e SCGsehdo apparire i clusters come strutture di
transizione tra i calici gustativi della laringepnosizione rostrale e le SCCs distalmente locakzza
nelle aree specifiche della laringe (Sbarbati et 2004a). Inoltre ricordano molto i taste buds
immaturi situati sulla lingua dopo la rigeneraziopest nefrotomia (Kusakabe et,a2002) o
durante lo sviluppo. Infatti nella papilla vallath ratto sono presenti SCCs durante la prima
settimana di vita postatale, e nei giorni segusginsiviluppano piccoli taste buds (Sbarbati et al
1998, 1999) simultaneamente al rapido sviluppoedirani intrinseci e nervi (Sbarbati et al., 2000,
2002). Sia le SCCs che le cellule chemosensorlicldsters nella laringe sono localizzate in aree
molto ricche di assoni intra-epiteliali, dato clwpgorta il loro ruolo di sentinella.

La presenza di altri cluster e stata riportataojot nello stomaco lungo la linea di delimitazione
(detta “limiting ridge” ) tra il fundus e il corpus (Hass et al., 2007). Infatti li si trovano
particolarmente densamente impacchettate cellgenesnti a-gustducin, PLB2 e TRPM5. Nella
medesima locazione erano state precedentementdificida delle brush cells (Luciano e
Reale,1992). In stretta associazione con quessiarisl sono state individuate una popolazione di
cellule enteroendocrine contenente 'ormone clgeleela sazieta grelina, e un’altra popolazione
comprendente le cellule enterocromaffini secernsstdtonina. La disposizione delle CCs positive
alla gustducina suggerirebbe una relazione coralgii due tipi di cellule enteroendocrine con

implicazioni non solo sui processi digestivi matasul controllo della sazieta.

1.5.4. Le cellule chemosensoriali solitarie

Le SCCs sono la parte piu consistente e nascobfaCfe La scoperta della loro esistenza e della
loro dislocazione in punti strategici di alcuni anj é rilevante. La loro presenza nell’apparato
digerente rafforza ed estende l'idea di una suanaumia dal sistema nervoso centrale (Gershon,
1999). Le funzioni del DCS sono in gran parte aagmonosciute, anche se i legami con le cellule
immunitarie e il sistema nervoso periferico suggmno un suo ruolo nella neurobiologia

dell'immunita innata (Sbarbati et al., 2005). ttirahe accomunano tutti gli elementi del DCS sono
i componenti della cascata di “signaling” della wlogecezione. Ora € evidente che rivestono altri
ruoli oltre al controllo del cibo. Di seguito vengp riportate le attuali conoscenze sulla

dislocazione e sulle funzioni dimostrate presurgkancavita orale, nelle vie aeree e nell’apparato

intestinale.
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1.6. Il DCS nelle vie aeree

1.6.1. Distribuzione delle SCCs

Nelle vie aeree gli SCCs sono presenti in maniebboadante ed estesa. Utilizzando
immunoreattivita verso la gustducina sono staidenziati nella cavita nasale (Zancanaro et al.,
1999; Finger et al., 2003) e soprattutto nellangei, dove sono molto numerosi formano uno
specifico epitelio (Sbarbati et al., 2004a; Sbarbiaal., 2004b), e anche piu distalmente SCCanell
trachea (vedere figura 1.11) (Merigo et al., 20DZzano et al., 2006). Recentemente l'utilizzo di
una altro marcatore collegato alla chemorecezidneanale per "transient receptor potential
melastatin 5” (TRPM5), ha permesso di caratterzzall’epitelio olfattivo un tipo di cellule non
neuronali che differisce dalle cellule chemosersdiosolitarie e dai neuroni sensoriali olfattivi
esprimenti TRPM5 (Lin et al., 2008b), ed € possilshe si tratti di una ulteriormente parte
specializzata del DCS (Sbarbati et 20]10).

Attualmente sono carenti studi riguardanti i polimona € nota da tempo la presenza delle brush
cells, che sono da considerarsi una sottofamiglile 6§CCs, e che sono chiamate anche pneumoniti
di tipo Ill (Sbarbati and Osculati, 2005b). Comegadentemente riportato la presenza di taste buds
e cluster chemosensoriali € limitata alla porzipressimale della laringe (Sbarbati et al., 2004b).
Nelle vie aeree il DCS coesiste con un altro siastediffuso composto dalle “pulmonary
neuroendocrine cells” (PNEC), specializzate cellelgteliali situate nell’'epitelio respiratorio
nasale, nella mucosa laringeale e dalla trachepolmnoni, che sono localizzate come cellule
solitarie o sotto forma di clusters chiamati “neapithelial bodies” (NEB), e sono dedicate al
monitoraggio della concentrazione di ossigeno (@ehisen et al., 2006). Lo studio delle reciproche
relazioni € interessante poiché le funzioni dei diséemi potrebbero parzialmente integrarsi. Nei
rettili € stata gia dimostrata la coesistenza di distemi differenti sistemi chemosensoriali nella

cavita nasale, il sistema olfattivo e le SCCs @4am 2007).

1.6.2. Analisi chimica dell’aria inalata

1.6.2.1. La superficie fluida delle vie aeree
Tra le possibili funzioni dei chemorecettori nelie aeree la piu ovvia e I'analisi dell’aria inaat
che puo contenere i piu svariati composti. A caledka loro grande varieta chimica il monitoraggio
e complesso ed avviene in piu passaggi. Inizialmenmtiene la valutazione da parte dell’epitelio
olfattivo, per cui i composti presenti generanosseioni chiamate odori. Le sensazioni trasmesse

dalle terminazioni nervose libere del nervo vagtrigemino sono generalmente descritte come
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irritazione o paura. La sensazione di irritazionmeédiata anche da SCCs esprimenti gustducina
nella cavita nasale (Finger et al., 2003), che ggwwb un ruolo di sentinelle verso sostanze
pericolose. La scoperta delle SCCs in posizionedstale nelle vie aeree suggerisce che I'analisi
della composizione dell’'aria avvenga anche piu levélella trachea e stato evidenziato un alto
numero di cellule chemorecettoriali (Merigo et 2D05).

| composti esogeni sono dissolti sulla superfitieda delle vie aeree (AFS) e sono trasportati
dall’apparato mucociliare verso la zona prossimlgrante il loro trasporto le sostanze entrano in
contatto con le terminazioni apicali di cellule ofwsensoriali che esprimono recettori GPCRs,
come per esempio quelli dellamaro (Shah et &l092. Le vie aeree necessitano di un sistema di
controllo ulteriore all’epitelio respiratorio perhe particelle di piccole dimensioni non vengono
trattenute dalla cavita nasale e possono facilmexggiungere gli alveoli polmonari. Qui vengono
disciolte nellAFS che e ricco in “binding proteiré possono venire monitorate anche in fase post
inalatoria. Comunque € possibile che gli SCCs agiiscano in maniera cross-modale con ['olfatto,
poiché é stato riportato che SCCs esprimenti TRBbD state mostrate essere responsive verso
composti chimici amari e odorosi e sono state tewhslocate in stretta vicinanza alle fibre del

nervo trigemino (Lin et al., 2008a).

1.6.2.2. La rilevazione di xenobiotici

Il velo di muco che ricopre il tratto respiratoooriginato da cellule secretorie disperse fra le
cellule della mucosa, o da ghiandole sotto la maicesprotegge la mucosa dalla disidratazione
(Rubin, 2002) ed e divisibile in due superfici dietsa viscosita. La parte esterna € un gel viseoso
elastico (muco contenente glicoproteine) addosaléoparte solubile, formata da siero (Foster,
2002). Percio il muco, propulso dalle cellule d¢diafluisce al di sopra del siero e contiene cellul
sfaldate e i composti xenobiotici (cioé di origiesterna) con cui € giunto in contatto. Stimoli
sensoriali aumentano la secrezione di muco e causamco costrizione (colpo di tosse) (Foster,
2002). Poiché fra i composti xenobiotici ve ne sdiversi di tossici, la possibilita di monitorarli
rappresenta un vantaggio evolutivo per i mamm{i@annefoi et al., 1991). Sia il sistema olfattivo
principale che accessorio segnala la loro presgree neuroni connessi tramite sinapsi ai bulbi
olfattivi, e quindi induce risposte comportamentdli DCS €& piu probabilmente coinvolto in
risposte di tipo locale come la secrezione esocedaendocrina, della vasomaotilita, della

broncomotilitd e del controllo mucociliare.

1.6.2.3. Larilevazione di irritanti

La capacita di rilevare irritanti € una carattécestcomune a tutte le superfici mucosa ed in genere
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avviene tramite terminazioni nervose libere loaie nel tessuto connettivo. In alcuni casi, come
riportato nella laringe (Sbarbati et al., 2004agsia terminazioni nervose possono entrare nella
superficie epiteliale e avere contatti con celkpecializzate. Il ruolo degli SCCs nella rilevazaon
degli irritanti € stato studiato nella cavita nasalevando la presenza degli elementi classidadel
traduzione del gusto ( gustducina, FRCTRM5 e recettori dellamaro) (Finger et aD03), dati

che hanno suggerito che gli SSCs fossero celludetteriali che mediano la risposta del nervo
trigemino ai ligandi del recettore del’amaro. Racentemente e stato confermato che gli SCCs
rispondono con lincremento del calcio intracellelgcioe la via classica della trasduzione del
segnale di gusto amaro) in risposta ad alcune restamare o ad alcuni stimolanti del nervo
trigemino (Gulbransen et al. 2008a). Questo ritnosmato limita la capacita di rilevazione delle
SCCs situate nella cavita nasale ad un range tionilacomposti tossici.

1.6.3. Analisi chimica dell’aria espirata

L’aria esalata contiene grandi quantita di composganici volatili, che derivano principalmente
dal sangue (Rumchev et al.,, 2007) e fanno speramsskre dei promettenti marcatori delle
condizioni fisiologiche e patologiche (Belda-Ineeset al., 2007). La disposizione delle SSCs
potrebbe avere un ruolo nel monitoraggio di questhposti ma attualmente & solo una ipotesi
(Sbarbati et al., 2010).

1.6.4. Controllo microbico

Appare invece probabile che il DCS potrebbe essenmevolto nell’analisi di composti prodotti
provenienti dalla mucosa respiratoria stessa, amehea a causa dell'esposizione a sostanze
pericolose ed attacchi microbici ha una continggnerazione del tessuto epiteliale e connettivo.
Processi di necrosi o apoptotici liberano ingentamfita di composti di origine cellulare e
microbica. Fra questi ultimi sono presenti matabatilizzati nella comunicazione fra i batteri. La
loro rilevabilita fornirebbe una risposta altermnatia quella mediata dalla cellule immunitarie e
collegata a meccanismi di secrezione (Merigo e2alD7).

La classe dei recettori dellamaro &€ composta dardi geni, che nel complesso sono capaci di
rilevare un ampia varieta di composti chimici. Rabitmente gli SCCs si sono specializzate
nell’esprimere maggiormente quei recettori che somo attivati dai composti amari classicamente
collegati all'alimentazione. Per esempio il recedtger I'amaro hTAS2R46, € specializzato a
riconoscere un'ampia varieta di sostanze cometorate i diterpenoidi, come il denatonium

benzoato, mentre non risponde ad altre sostanzeea(@ockhoff et al.,, 2007). Lattoni e
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diterpenoidi sono prodotti anche dai batteri, isoluil patogeno respiratori®®seudomonas
aeruginosa(Fuqua et al., 1994). Nella cavita nasale questodi monitoraggio dei batteri, tramite
la percezione dei loro metaboliti da parte delleCSCeliciterebbe risposte protettive come lo
starnuto per espellere i batteri dalla cavita reasal’apnea per evitare di inalare ulteriori batter
(Baraniuk and Kim, 2007). Piu distalmente gli SC@srebbero attivare meccanismi protettivi
locali atti ad inattivare i metabolici battericil{Gn et al., 2004) o ad accelerare I'attivita mulcae
per diluire i batteri (Lindberg et al., 1987).

1.6.5. Monitoraggio dei fluidi provenienti dai polmoni

Il materiale presente nel’AFS e I'AFS stesso monecessariamente prodotto localmente, ma puo
provenire dai polmoni, venire trasportato dalesisa mucociliare ed essere monitorato in una zona
piu prossimale. In base a questa consideraziopeekenza di un sistema sensoriale concentrato
nella trachea potrebbe controllare in modo vantailo stato delllampia superficie alveolare.
Comungue come anticipato all'inizio nell'introdumi® la presenza di brush cells e stata descritta
nell'epitelio alveolare dei polmoni da diversi stiMeyrick e Reid, 1968; Luciano et al., 1969;
Hijiya et al., 1977; Allan, 1978; Filippenko, 1978ijiya, 1978; Foliguet e Grignon, 1980; Chang et
al., 1986). La loro immunoreattivita alla citoch@ma 18 e alla villina le rende identificabili arech

al microscopio (Kasper et al., 1994).

1.6.6. Monitoraggio materiale proveniente dalla faringe

Il materiale che viene riflusso dall’esofago in damoni patologiche (esofagite, asma), o saliva e
cibo potrebbe entrare nelle vie aeree durante gdutizione. La mucosa della laringe presenta un
epitelio sensoriale ricco in SCCs (Sbarbati etZdlQ4a). In questa limitata porzione delle vie aere

il DCS é molto sviluppato comprendendo anche thatés e clusters chemosensoriali suggerendo
una capacita analitica molto accurata. Questatgtaue probabilmente collegata alla difesa delle

vie aeree dall'introduzione di materiale pericolasoisando un riflesso di tosse.

1.6.7. Possibile modulazione del sistema immunitario

Uno dei ruoli maggiormente intriganti del DCS eslaa possibile partecipazione ai meccanismi di
difesa immunitaria (Sbarbati and Osculati, 2006lb@nsen et al., 2008a)
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Sia le cellule chemorecettoriali che immunitari@@@sposte ai microrganismi e la sinergia tra i
due sistemi potrebbe essere mediata da citochali @omposti. Recentemente é stata dimostrato
che nelle vie aeree cellule immuno-reattive peguatducina e PLE2 colocalizzano con proteine
secretorie delle cellule di Clara (CCSP), le CC1e &€ C26 (rispettivamente di 10 e 26 kDa)
(Merigo et al., 2007). Poiché le CCSP mediano lawtcazione tra le cellule secretorie, le cellule
ciliate e i macrofagi (Reynolds et al., 2007), fagenza di CCSP in elementi del DCS suggerirebbe
che le SCCs potrebbero integrare i meccanismifesdi

Diversi pericolosi patogeni per comunicare e cow la loro attivitd utilizzano composti di
segnalazione extracellulare come autoinduttori.n@oaguesti autoinduttori raggiungono una certa
concentrazione, dovuta al numero di batteri co$igegiresenti, vengono attivate determinate
batterie di geni che per esempio possono attivareirllenza. Questa strategia di segnalazione,
detta “quorum sensing” € coinvolta anche nella maaione di biofilm resistenti agli antibiotici
(Kolter, 2005).

Il DCS ha le capacita di intercettare le comunigaizdi quorum sensing e far partire una risposta
localizzata basata su sistemi di difesa non immaudn{iper esempio diluendo o rimuovendo le
molecole segnale e i batteri, secernendo agernibiatiti) prima che si scateni la virulenza. Dati
ottenuti nel nostro laboratorio suggeriscono cheeldule del DCS siano attivate dagli acil-lattoni,

che sono fattori di quorum sensing per i battear®negativi (Sbarbati et al., 2009).

1.6.8. Possibile modulazione della secrezione esocrina

La colocalizzazione di cellule immunoreattive aglastducina e PLE2 nelle vie aeree con le CC10,
le CC26 e con “cystic fibrosis trans-membrane ragguf (CFTR), che sono considerati marcatori
di secrezione nelle vie aeree, ha spinto a coreidlem possibile ruolo secretorio del DCS stesso (
Merigo et al., 2007). Per testare questa ipotestiata testata I'espressione degli stessi marcatori
nella papilla vallata tramite tecniche di RT-PCRmunoistochimica e microscopia confocale. |
risultati (per maggiori dettagli vedere la sezioiseltati e discussione) mostrano che nei tastes bud
della papilla vallata CFTR, CC10 e CC26 sono espiiasun subset di TCRs immunoreattive alla
gustducina (Merigo et al., 2008). Questa evidermaferma che i processi di chemorecezione e
secrezione possono essere correlati. Infatti rispasecretorie risultano inducibili  tramite
'inalazione di composti amari volatili o 'ammirtitazione diretta degli stessi nelle vie aeree
(Boschi et al., 2008). Questa azione di induzioekadsecrezione da parte di composti amari era
peraltro ben nota a livello intestinale. Rimaneop@ncora sconosciuto I'esatta natura del legame fra

chemorecezione e secrezione.
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1.6.9. Altre funzioni ipotizzabili

Altri possibili ruoli del DCS potrebbero essereckannessione fra chemorecezione e movimento
ciliare. Questa ipotesi &€ supportata dal fatto i@ewettori dell’amaro sono localizzati anche sulle
cilia dell’epitelio delle vie aeree, e che questagiscono ad uno stimolo amaro(al denatonium)
aumentando la loro frequenza di movimento (Shath.e2009).

Un'altra ipotesi che € supportata solo da constitema morfologiche, € che le cellule
chemorecettoriali possano controllare la broncdrzigne (Sbarbati and Osculati, 2005a; Sbarbati
and Osculati, 2005b).

Figura 1.11. SCC immunoreattiva allaa-gustducina in trachea di ratto.
(Figura tratta da “A new fate for old cells brugiig and related element”, Sharbati e Osculati5200
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1.7. 1l DCS nell'apparato digerente

A livello del tratto gastro-intestinale (Gl) ognammbio del contenuto luminale modula le funzioni
del GI, come la velocita di assorbimento, il semosazieta e la protezione contro sostanze
pericolose. Eccetto riflessi locali, tutte le rispodel Gl agli stimoli vengono percepiti dal sisée
nervoso centrale (Tracy et al., 2004). Per esemifpgdti post-ingestivi sono in grado di influenear

la preferenza per un cibo a prescindere dal gradmldtabilithd, e anche in assenza di essa (de
Araujo et al., 2008). In passato I'idea che nelpagato digerente fossero presenti dei recettori era
stata, come precedentemente introdotto, costrwta sulle basi di dati ultrastrutturali che
suggerivano che le brush cells avessero un rudla aoeemorecezione dei composti presenti nel
lume. Con la disponibilita di marcatori immunolagicome la gustducina e della biologia
molecolare il ruolo chemosensoriale di queste ekustato confermato (Hofer et al., 1996). La
distribuzione di questi elementi € in certi casiltmten definita. Regioni molto ricche in elementi
del DCS sono particolarmente situate nelle intedatra differenti ambienti, come la “limiting
ridge” nello stomaco di ratto (Luciano and Real892). La presenza del DCS nell’'apparato
digerente e di particolare interesse poiché eséargaragire con un ben sviluppato sistema nervoso
periferico e un diffuso sistema endocrino.

E opportuno fare una considerazione anatomica. fddet vie aeree presentano una continuita
fisica del DCS fra la cavita orale e la trache&ragérso la laringe, che mostra anche strutture di
transizione fra i taste buds e le SCCs, per quagt@arda I'apparato digerente tale continuita ¢
interrotta dall’esofago. Infatti 'esofago e caeaizzato da un epitelio squamoso stratificato dove
non sono presenti cellule chemosensoriali. Unadgatifferenza fra i taste buds e le SCCs e la
differenza di innervazione (Finger et al., 2005 per i taste buds & molto abbondante.

1.7.1. Elementi tipici delle TCRs sono presenti nelle SCE

Diversi ritrovamenti hanno mostrato I'esistenzaeicezione del gusto grazie alla coespressione di
diverse proteine coinvolte nel signaling del gusteellule epiteliali solitarie nell'intestino. Hata
riportata in topo e la presenza e in parte laaaipzazione di TAS1R1, TAS1R3, TRPM5¢ge
gustducin in SSCs nell’epitelio di colon e soprtttunelle “tuft cells” dei villi duodenali, che ha
suggerito I'implicazione di queste cellule nelléevazione degli L-aminoacidi (Bezencon et al.,
2007). In topo diversamente dai TRCs, la maggiotepdi queste cellule non esprimono FB2C
suggerendo che vi sia un differente pathway didtramne segnale. Inoltre esperimenti di PCR
hanno trovato che il recettore del dolce (TAS1R2naohi nello stomaco e tutto l'intestino sia in

uomo che nel topo
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1.7.2. Presenza di proteine legate al gusto in altri tipdi cellule

In ratto (nel digiuno) risultano espressi tutti AS1Rs e colocalizzano I'uno con l'altro e con la
gustducina, la trasducina o il PRZ (diversamente dal topo) (Mace et al., 2007). tes@nza dei
TAS1Rs é stata trovata oltre che nelle SCCs, asala superficie apicale degli enterociti e in
punti strategici come le cellule di Paneth. E @lete il ritrovamento degli stessi autori della osga
simultanea del sistema di chemorecezione gustativo quello di assorbimento dello zucchero
(GLUT?2) che viene attivata non solo da saccaridiamehe da dolcificanti artificiali.

Nello stesso anno viene riportata in topo una @ssainte coespressione in cellule epiteliali saditar
situate sulla parte superiore dei villi soprattuti digiuno, fra la gustducina e il glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) (27%) e la serotonina (15%). Que=llule hanno una distinta morfologia e
pattern di marcatura della gustducina rispettarfeanenti, dati che suggeriscono l'esistenza di un
subset di cellule enteroendocrine che esprimontdgama. La situazione di coesistenza fra cellule
chemosensoriali e cellule enteroendocrine suggerigna possibile azione sinergica. Una
interazione simile risulta probabile lungo la lingadelimitazione (detta “limiting ridge” ) tra il
funduse il corpusin topo, dove sono strettamente associati clustegsnosensoriali e 2 popolazioni

di cellule enteroendocrine, una producente grelialra serotonina. (Hass et al., 2007).

1.7.3. llruolo del DCS nell'apparato digerente

La capacita di “sensing” molecolare delle cellubstgointestinali ha un ruolo fondamentale nel
controllo di diverse funzioni necessarie alla digese in risposta all’arrivo dei nutrienti. Ad
iniziare da vie ormonali e/o neuronali che regoldaocquantita del cibo assunto, la secrezione
pancreatica di insulina, il livello di assorbimergda motilita intestinale. Di grande interesseaé |
capacita del Gl di monitorare la presenza dei entritramite i recettori GPCRs che nella cavita
orale percepiscono i gusti di dolce, umami e amBes.esempio lo svuotamento gastrico potrebbe
essere controllato in parte anche dalla “limitirdge” (Hass et al., 2007). La presenza nell’intesti

di SCCs esprimenti i recettori del’'amaro sembrarawun importante ruolo nella rilevazione di
composti pericolosi e tossine (Rozengurt, 2006 ntnee recettori per il dolce e 'umami hanno un
ruolo nel rilevare i nutrienti e nella regolaziodel loro assorbimento (Mace et al., 2009). Queste

due funzioni sono state oggetto di studio di questae verranno approfondite nella discussione.

1.7.3.1. Secrezione salivare
Il riflesso della secrezione salivare e in partaliai@ da riflessi centrali che coinvolgono il cdlve
(Baum, 1987; Garrett, 1987), ed € correlata allmadazione dei taste buds (Matsuo, 2000). In
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particolare la ghiandola di von Ebner e la soprastgapilla circumvallata rappresentano un
esempio di organo sensoriale effettore di secrez{&barbati et al., 1999a; Sbarbati et al., 1999b).
Infatti questa struttura € complessivamente forrdatana porzione sensoriale (I'epitelio gustativo),
un centro integrativo (ganglio di Remak) e una fora secretoria (ghiandola di Von Ebner). La
relazione fra queste parti € cosi stretta chete tgds potrebbero essere considerati impiantati ne
dotti escretori della ghiandola di Von Ebner (Shdirlet al., 2002). Questo tipo di struttura rende
razionale la presenza di meccanismi di rilevazioiteriori rispetto quelli del gusto, possibilitaech
sono tuttora valutate dal nostro gruppo di ricelCamunque data la disposizione dell’epitelio
gustativo appare evidente che ci possa essere niamraggio della saliva secreta dalla ghiandola di
Von Ebner.

1.7.3.2. Secrezione enterica e biliare

Anche la secrezione enterica e biliare e panciegitrebbe venire vagliata dal DCS (Sbarbati et
al., 2010). Infatti la presenza delle SCCs in gtitde dislocate in diverse parti del corpo e la loro
collocazione nella porzione prossimale non soldenghiandole salivari, ma anche nei dotti dei
sistemi biliari (Toyono et al., 2007) e pancreatidofer e Drenckhahn, 1998) e nelle ghiandole
enteriche (Rozengurt e Sternini, 2007) suggeriagmssibilita di monitoraggio dei fluidi secreti. S
tratta di ipotesi che andrebbero verificate transiiedi funzionali, in particolar modo per quanto
riguarda il possibile monitoraggio della composiodella bile (la cui sovrapproduzione é
collegata a diverse malattie) da parte di SCCa&toei dotti intra-epatici della bile che esprimon

i recettori del dolce e dellumami (TAS1R1, TAS1RTZAS1R3) (Toyono et al., 2007).

1.7.3.3. Controllo della flora batterica
Il lume del tubo enterico e sede di diversi unrambienti che ospitano un largo numero di
microrganismi. A causa della densita e della magdiversita fra le diverse specie presenti, la
popolazione microbica intestinale crea maggioriwlis di quella presente nelle vie aeree. Le
differenti porzioni dell'apparato intestinale ogpib una differente flora batterica, e sebbene la
progressione dei nutrienti sia continua devonoresseparate.
E interessante notare che i punti di “giunzione’ in micro-ambiente e I'altro sono equipaggiati
con batteria di SCCs, che vanno a costituire deitipgi controllo del contenuto luminale. La
proposta che il DCS abbia un ruolo nellimmunitadta e nel controllo della microflora batterica e
quindi ben sostenuta da un punto di vista anatof8barbati and Osculati, 2006).
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1.7.3.4. Secrezione endocrina

La possibile interazione degli SCCs con elementiloerini nel sistema digerente e stata
recentemente esplorata. Questa associazione appdreolarmente evidente nel colon, dove
I'espressione di elementi legati alla perceziongtafiva € abbondante (Sternini, 2007). Nel modello
corrente le cellule enteroendocrine della mucosscago come chemorecettori primari dei cambi
dellambiente luminale e in risposta rilascino noole segnale che attivano le terminazioni
nervose. In topo e stata riportata I'espressiomechttori della famiglia dei TAS2Rs, gustducina e
trasducina sia nei tratti del Gl che in celluleezaendocrine. Esperimenti di stimolazione con due
sostanze amare classiche (il denatonium benzodtéeriltiocarbammide) di una linea cellulare
murina di cellule endocrine del colon (le STC-1ls)ehanno dimostrato che la risposta avviene,
come nelle cellule gustative, con un incrementocaétio intracellulare e che induce la secrezione
di colecistochinina (CCK) (Chen et al., 2006), umone che induce senso di sazieta e riflessi
inibitivi dello svuotamento gastrico attraversostanolazione dei nervi vagali afferenti attivando i
recettori CCK-1 o CCK-A (Glatzle et al., 2003).

1.7.3.5. Sensing del glucosio e modulazione dedarbimento
Ultimamente sta prendendo corpo lI'evidenza che am@smi di chemorecezione simili a quelli
linguali stanno sono coinvolti nel sensing del gkio e nella regolazione del suo assorbimento
(Dyer et al.,, 2007). Questa azione sembra opexatwersi livelli e modificare I'assorbimento
agendo sui trasportatori dedicati alluptake degliccheri, come sodium-dependent glucose
transporter isoform 1 (SGLT1) (Dyer et al., 2007)il dacilitative glucose/hexose transporter
isoform 2 (GLUT2) e 5 (GLUT5) (Mace et al., 2007).
La composizione del contenuto luminale varia comr@dolmente a seconda della dieta ed & quindi
importante che I'epitelio intestinale sia in gradigpercepire questi importanti cambi e regolare le
proprie funzioni a seconda della situazione.
Particolarmente significativa e la modificaziondlaleapacita di assorbimento dei monosaccaridi
attraverso SGLT1, che é un canale trasportatogdudiosio sodio dipendente, che permette agli
enterociti di trasportare attraverso la membraneaépil D-glucosio presente nel lume importando
anche ioni sodio.
Evidenze sperimentali suggeriscono che lo zuccheminale € percepito da recettori GPCRs
esposti sul lume delle cellule enteroendocrine ah®nando pathway tipici della percezione
gustativa e in ultimo incrementano I'assorbiment thonosaccaride. Questo avviene tramite
laumento dell’'espressione di SGLT1, il cui livellsspressivo risulta direttamente regolata in

funzione del cambio della concentrazione luminaéodzucchero (Dyer et al., 2007), e sembra
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mediato dal rilascio di un ormone paracrino da eatelle cellule endocrine che agisce sugli
enterociti circostanti (Shirazi-Beechey et al., 201

Oltre a questa via di trasporto attivo esiste séadel GLUTZ2, una proteina “carrier” transmembrana
che trasporta il glucosio attraverso le membranmamiera passiva. Anche questo tipo di trasporto
e stimolato dalla presenza di zuccheri che percépB1Rs, attraverso l'attivazione di gustducina,
transducina e PLEZ in ultima via stimola la diffusione apicale di GIL2 (Mace et al., 2009).
L’osservazione che anche i dolcificanti artificialjiscano su questi tipi di trasporto (Mace et al.,
2007) li rende nutrizionalmente attivi, poiché errentando la percezione gustativa intestinale del
dolce aumentano la capacita di assorbimento degicleri presenti. La presenza dei TAS1Rs
appare determinante in questo processo di regolezmiché topi TAS1R3 knockout o gustducina
knockout non sono sensibili ad un incremento espve di SGLT1 da parte di zuccheri o
dolcificanti (Margolskee et al., 2007). Non solatiespressione di SGLT1 risulta inducibile, ma i
trasportatori solubili GLUT2 e GLUT5 vengono nonlcsandotti a diffondere sulla membrana
apicale, ma ne viene anche aumentata I'espressiaadture di enterociti (Le Gall et al., 2007).
Questa modulazione di espressione e stata utdizeat verificare a livello intestinale quale fotse
risposta diete arricchite con alcuni alimenti, mowstudio condotto dal nostro gruppo con lo scopo

di studiare I'impatto dei cibi sulla salute (petdttagli vedere la discussione).

1.7.3.6. Modulazione della secrezione di GLP-1
Il rilascio di GLP-1 da parte delle cellule endaoerL in risposta al glucosio regola I'appetito, la
secrezione di insulina e la motilita intestinalestato riportato che anche le L cells esprimano i
recettori del dolce, la gustducina e altri elemeetia traduzione del gusto (Jang et al., 2007jpi To
knockout per il gene della gustducina in seguitoiregkestione di zuccheri risultano avere delle
deficienze nella secrezione di GLP-1 e nella regofee dell'insulina e del glucosio nel sangue. Un
risultato simile & ottenuto bloccando recettori delce intestinali con I'agonista lactisole. In
aggiunta anche in questo caso i dolcificanti aitfi elicitano una risposta. E quindi evidente che
anche in questa via di segnalazione ormonale loharo € percepito tramite meccanismi uguali a

quelli gustativi.
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2. SCOPO DELLA TESI

La presenza di cellule chemosensoriali solitari@$) in tutti i tessuti di origine endodermica é di
particolare interesse perché permettono il morggia di diverse sostanze e agiscono sulla
modulazione della secrezione, dell’assorbimentelia disposta immunitaria.

Il nostro gruppo di ricerca da tempo individua eat®rizza le SCCs in base alla presenza di
elementi marcatori delle cellule gustative e det@rfologia ultrastrutturale con tecniche di
immunoistochimica, microscopia confocale al lasenieroscopia elettronica, trovando evidenze
che hanno portato a definire il concetto di DCS.

Inoltre in base all'osservazione che le SCCs cditmzano con elementi coinvolti nella secrezione o
nell'assorbimento, si sta indagando se le celluistagive e gli epiteli chemosensoriali esprimono
anche quel tipo di elementi.

Lo scopo di questa tesi e stato quello di studiaistemi chemosensoriali diffusi coadiuvando le
tecniche di immunoistologia e ricercando nuovi ratwd da studiare.

Da un lato I'utilizzo della tecnica di western btminsente di verificare la specificita della progei
legata dall’anticorpo utilizzato nellimmunoistoafica e confermare le positivita trovate, dall’altro
I'utilizzo della tecnica della RT-PCR e il disegdoprimer gene-specifici permette di indagare la
presenza di diversi trascritti genici in differet@ssuti anche in maniera semi-quantitativa.

Inoltre tramite il clonaggio degli stessi frammeainplificati &€ possibile realizzare sonde di RNA
per effettuare marcature istologiche attraverstetmica della ibridazione situ, necessaria nel
caso in cui non siano disponibili anticorpi, conee precettori Tas2Rs.

Poiché nel nostro gruppo di ricerca si € reso rsecis valutare anche l'effetto di alcune diete
alimentari su modelli animali, € stata indagataniadulazione dei trascritti genici riguardanti il
sensing e I'assorbimento intestinale. | risultateuti hanno richiesto di approfondire mediante
real time PCR un ancora poco studiato sistemaddizione della saziazione che ha diversi riscontri
sia dal punto di vista della tutela della salute come target di farmaci.
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3. MATERIALI E METODI

3.1RT-PCR
La RT- PCR é un utilizzo della PCR che permettstuliliare espressioni geniche poiché non
amplifica sequenze di DNA genomico ma solo quediglidRNA trascritti. L'RNA viene dapprima

estratto e poi retrotrascritto in vivo a cDNA, daea da templato per la PCR.

3.1.1. Estrazione e purificazione RNA totale da tessuto
Le istruzioni per l'isolamento del’lRNA con il reagte TRIzol (Invitrogen) sono riassunte qui di
seguito: (Reagenti richiesti: Cloroformio; Isoprap#o; 75% Etanolo in acqua RNasi free)
1. Omogeneizzazione: Omogeneizzare i campionisgut® in 1 mL di TRIzol per ogni 50-100 mg
di tessuto usando dei potter di vetro. Rimuoveneateriale insolubile
dall'omogeneizzato centrifugando a 11500 rpm (120@)(rcent = 8.4 cm) per 10 min a 2-8%€
Il supernatante contiene 'RNA.
2. Fase di separazione: Incubare i campioni omogesate per 5 min a 15-30°C per permettere la
dissociazione completa dei complessi nucleoprotédggiungere 0.2 mL di Cloroformio per ogni
mL di TRIzol utilizzato. Tappare le eppendorf ,tage vigorosamente con le mani per 15 secondi e
incubarle per 2-3 min a 15-30°C. Centrifugare itdwa non piu di 11500 rpm per 15 min a 2-8°C
—La soluzione acquosa superiore incolore contiRBA.
3. Precipitazione del’lRNA: Trasferire la fase aosa in una nuova eppendorf e conservare se si
desidera la fase organica per un successivo isolanci DNA e proteine. Precipitare 'RNA
aggiungendo 0.5 mL di Isopropanolo per ogni mL RiZol inizialmente usato.
Mescolare bene, incubare per 10 min a 15-30°C &iftegare a non piu di 11500 rpm per 10 min a
2-8°C~> L'RNA precipita come pellet gelificato a lato el fi@endo dell’eppendorf.
4. Lavaggi del’RNA: Rimuovere il supernatante datamente e lavare il pellet con almeno 1 mL
di 75% Etanolo per ogni mL di TRIzol inizialmentsatio. Vortex e centrifugare a non piu di 8000
rpm (7500 x g) per 5 min a 2-8°C.
5. Risospensione dell’lRNA: Alla fine della procedurnmuovere il supernatante delicatamente
e lasciare asciugare brevemente all'aria 'RNA (IMBn lasciare asciugare completamente 'RNA
perché diminuirebbe drasticamente la sua solupilittRNA parzialmente disciolto mostra un
rapporto A260/280 < 1.6. Aggiungere 75-100 di acqua RNasi free e risospendere I'RNA
pipettando la soluzione su e giu alcune volte §gianta si puo incubare la soluzione per 10 min a
55-60°C). Si puo risospendere anche in 100% Foraer(deionizzata) e conservare il tutto a -
80°C.
6. Misurazione della concentrazione del’lRNA: Ditiin 3 ripetizioni 'RNA 1:100 (jtL di
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RNA + 99uL di acqua), misurare con Biofotometro e utilizzErenedia delle tre letture
come concentrazione dell’/RNA espressagiuL (rapporto A260/280 non deve essere <
1.6). Caricare {1g di ogni campione su gel di agarosio al 2% peasaligzare la qualita
dellRNA (x puL di RNA + 1 uL di 30% Glicerolo e portare a volume ditb con acqua).

3.1.2 Produzione del CDNA

Per la produzione dei cDNA, si parte dal’RNA tetaistratto in precedenza, si digerisce il DNA
genomico con Dnasi | e si retrotrascrive il primarhento del cDNA sia con primers oligo-dT o
con random hesamers:
(1) Digestione con DNasi |
Per ogni campione si faranno 4 ripetizioni doveé/pdono la presenza di oligo dT e di random
hesamers rispettivamente senza pero la succesgjiuamta di enzima RT superscript 1l e altri 2
prevedono sempre la presenza di oligo dT e di nanlgexamers rispettivamente pero con la
successiva aggiunta di enzima RT superscript lesfuserve per assicurarsi che gli ampliconi
prodotti con le successive PCR saranno ottenuindastampo di cDNA e non di DNA genomico
non digerito completamente:

_1ug di RNA dove si aggiungeranno oligo dT e enzimasBperscript II;

_1ug di RNA dove si aggiungeranno oligo dT senza eaRW superscript Il

" 1pug di RNA dove si aggiungeranno random hesamergiearRT superscript I;

" 1pug di RNA dove si aggiungeranno random hesamersasemzima RT superscript 1.
Per la produzione di sonde, clonaggio e amplifmazidi ampliconi lunghi sono stati utilizzati gli
oligo dT in modo da avere
successivamente dei prodotti di PCR migliori
Retrotrascrizione RNA digerito con DNAsI:

.2 ug di RNA a cui si aggiungeranno oligo dT e enzinTasRperscript Il;
2 ug di RNA a cui si aggiungeranno oligo dT senzamazRT superscript Il (controllo
RT-);
Quindi si prendono 4g di RNA per ogni campione e si procede alla digastdel DNA con la
DNasi I:

. X uL di RNA corrispondenti ai 4ig sopra citati;

.4 uL di 10X DNasi | reaction buffer;

.4 L di enzima DNasi I;

.x uL di acqua RNasi free per portare il volume g0
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Si mescola bene pipettando la soluzione e si laggia 'enzima per 15 min a RT. Si aggiungono 4
uL di 25 mM EDTA ad ogni reazione per bloccare la® dell’enzima e si mette a 65°C per 10min
Ora I'RNA e pronto per la retrotrascrizione (abbgaper ogni campione 44 di RNA senza
DNA).
(2) Sintesi del first strand cDNA
Questa procedura € studiata per convertire daftho@ 5ug di RNA totale in un cDNA first
strand: (Mescolare e spinnare tutti i componengi wérranno utilizzati)
1. Preparare in tubini da PCR la mix di RNA + dNFPaligo dT:
Per la reazione con RT superscript Il
16 L di RNA ottenuto nel passaggio con DNasi |
_2uL di 10 mM dNTPs mix
_ 2L di 0.5pug/uL Oligo (dT)12-18
Per la reazione senza RT superscript Il
8L di RNA ottenuto nel passaggio con DNasi |
_1uL di 10 mM dNTPs mix
_1pL di 0.5pg/uL Oligo (dT)12-18
Incubare a 65°C per 5 min e immediatamente meitteghiaccio per almeno 1 min.

2. Preparare la mix di reazione nell’'ordine indicdi seguito (preparare mix per 3

reazioni):

Componente Per ogni reazione Per 3 reazioni
10X RT buffer 2uL GL
.25 mM MgCI2 4ul 1L
_0.1MDTT il 6L
_RNaseOUT Recombinant RNase Inhibitor plL1 gL

Aggiungere 18.iL della mix di reazione ai 20L di RNA + dNTPs + Oligo dT che
serviranno per la reazione con enzima RT supetdtepaggiungere QL della mix

di reazione ai 1QL di RNA + dNTPs + Oligo dT che serviranno perdazione
senza enzima RT superscript Il. Mescolare gentitmerspinnare. Incubare a 42°C
per 2 min.

3. Aggiungere 2iL di enzima RT superscript 1l (100 unita in ques&so) nei tubini
che prevedono I'aggiunta dell’enzima, mescolanmgcelare a 42°C per 50 min.

4. Terminare la reazione mettendo a 70°C per 15pminnattivare I'enzima. Mettere
in ghiaccio immediatamente.

5. Spinnare i tubini e aggiungerai di RNasi H nei tubini che prevedevano

33 - MATERIALI E METODI -



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

'aggiunta dell’enzima RT superscript Il eul di RNasi H nei tubini che non
prevedevano I'aggiunta dell’enzima. Incubare pen®a 37°C e conservare in
aliquote a -20°C.

3.1.3. Reazione di PCR
A questo punto che i cDNA sono pronti, si puo pess#la reazione di polimerizzazione a catena
PCR) per amplificare specifici frammenti dei gehéci vogliono studiare. Questo e possibile dopo
aver disegnato dei primers specifici forward e regeln caso di amplificazioni aspecifiche si
possono disegnare altri 2 primers internamenteimi plue forward e reverse per fare una “nested
PCR”, che permette di riamplificare il prodottoRICR della prima amplificazione per vedere se era
specifico o meno. Le PCR sono state fatte con @uppblimerasi della Eppendorf o Promega
(Germania) o Genespin (Italia) del tipo Hot Taq
L’enzima e una proteina di fusione fra I'enzimasstee una sequenza che lo inibisce, o
alternativamente ha un sito di bloccaggio da pdirten anticorpo. Fino a quando una temperatura
molto denaturante (95°C) non toglie I'inibizion@ermette all’enzima di amplificare la reazione
della polimerasi non parte. | prodotti aspecifiengono cosi limitati, perché inizia a trascrives®s
dopo il primo ciclo di denaturazione del termodicta evitando la formazione di innesti errati.
Il buffer di reazione utilizzato é stato di tipotaregolante: un agente chelante
rilascia il magnesio quando viene sequestrato datpgarantendo una concentrazione ottimale
dello stesso.

La mix di reazione e cosi composta:

_Buffer di reazione 10x 2.5:L
_Miscela di ANTPs 2mM O
_Ogni primers 1GM D
_Hot Taq 0.5U

_H20 RNAsi free portare a volume di 125
Il programma impostato sul termociclatore vari@eosida dei fattori da considerare:

_La temperatura di denaturazione deve essere dnal®&°C per la Hot Taq;

_La temperatura di annealing o appaiamento dei psimen il templato varia a seconda della coppia
di primers considerata. La temperatura ottimalentiealing viene testata per ogni coppia di
primers con delle PCR a gradiente di temperatioarat alla temperatura consigliata dai
programmi con cui sono stati realizzati ;

_Il tempo di estensione varia a seconda della viélatiipolimerizzazione della Taq utilizzata e della

lunghezza del frammento da amplificare (si dannsegf circa ogni 1000 paia di basi).
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Il programma tipo e:

1. Denaturazione a 95°C 5 min

2. Denaturazione a95°C  30sec

3. Annealing frai55ei65°C 30 sec. 25-35 cicli
4. Estensione a 72°C ~60 sec/1K

5. Estensione finale a 72°C 7 min

Dopo la PCR, vengono caricati i campioni su undy@lgarosio 1-2%, si lascia correre

I'elettroforesi per 15-30 min a 100V e si fotogrdfgel al trans-illuminatore.

3.1.4. Visualizzazione degli ampliconi tramite sepazione elettroforetica su gel
Il gel di agarosio viene usato per separare efetieticamente frammenti di DNA, sia a scopo
analitico che preparativo. L’elettroforesi vienéetuata in un tampone 1x TAE con concentrazioni
di agarosio dipendenti dalla dimensione dei framtivéirDNA da separare (generalmente 1.0-2.0%
agarosio). Le separazioni elettroforetiche sonte sitienute applicando un campo elettrico di 5
V/cm e con un voltaggio costante di 100V con amggiavariabile per un tempo di corsa frai 15 e
i 30 minuti. La miscela di agarosio e di 1x TAEnefatta sciogliere in un forno a microonde
mescolando accuratamente. Durante il raffreddanagita miscela, viene aggiunto I'Etidio
Bromuro alla concentrazione finale di u@/mL (1L di EtBr concentrato/50 mL della miscela) al
fine di evidenziare il DNA dopo esposizione alladlJV di un trans-illuminatore. Per effettuare
l'incorporazione di Etidio Bromuro dopo la corsatéioforetica, il gel viene immerso in tampone

1x TAE con EtBr alla concentrazione di @u@/mL.

Composizione soluzione Buffer TAE 10X (Tris-Acetato

Tris-Acetato 286 (W/V)
acido acetico glaciale 0.057v/v)
EDTA 0.5 M, pH 8.0 0.05M

| marcatori di peso molecolare che sono stati (ssato:

Il pPGEM DNA Marker della Promega, usato come maneatli basso peso molecolare (da 2645bp
a 126bp);

1 Kb Plus DNA Ladder della promega, usato come atare di basso/alto peso molecolare
(da 12Kb a 100bp).
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3.2Produzione di sonde di RNA per la ibridazionén situ
Poiché la produzione di sonde di RNA in vitro nomn@ reazione di amplificazione, occorre
produrre una gran quantita di DNA di stampo. Oaamplificare il frammento di RNA tramite
RT-PCR e poi procedere al clonaggio dello stessovettori plasmidici di espressionekn coli
chimicamente competenti. (E stato utilizzato il KOPO TA CLONING della Invitrogen)
Produzione dei prodotti di PCR
Dopo l'ultimo ciclo aggiungere da 7 a 30 min diezstione a 72 °C

* DNA stampo (cDNA) 10-100 ng 210

* 10X PCR buffer 5.0uL 510

* MgCI2 (50 mM) 2.0uL 210

*5mM dNTPs 5.0uL 510

* Primers 1 (10 pmolil; 10 uM) 1uM (se prendo L) 2.5uL (solo 0.5uM)
* Primers 2 (10 pmolil; 10 uM) 1uM (se prendo L) 2.5uL (solo 0.5uM)
* Acqua sterile portare a volume di 4918 30u8

» Taq polymerase (54L) O AL O

| prodotti di amplificazione vanno controllati madie corsa elettroforetica su gel di agarosio per
vedere la qualita dei prodotti di PCR: si deverate una singola banda. In caso di bande
aspecifiche occorre isolare dal gel la banda ttareepurificare il prodotto di amplificazione con
colonnine a scambio ionico direttamente da gel.

3.2.1. Inserzione dell’'amplicone nel vettore di erzione
Preparare tutte le soluzioni e materiali di cthaibisogno prima di iniziare il clonaggio.
L’inclusione di una soluzione salina aumenta diRe il numero di trasformanti (NaCl 200 m
Me MgCI2 10 mM); questo perché per lunghi tempindubazione I'aggiunta di sali previene che
la topoisomerasi | si rileghi al DNA appena legatio tagli facendolo staccare di nuovo.
* Prodotto di PCR 0.5-4.0L
* Soluzione di Sali L
» Acqua sterile portare a volume dub
* Vettore pCRII-TOPO LL
Conservare tutti i reagenti a -20°C dopo averdiuiit utilizzarli; acqua sterile e soluzione di sli
possono conservare a 4°C.
» Mescolare gentilmente la miscela di reazionecabare per 5 min a RT (22-23°C)(per una
maggiore efficienza di clonaggio incubare per 8640 sec: si ottiene < numero di colonie
ma > probabilita che I'inserto sia dentro il plads)j(se il prodotto di PCR & molto diluito si

puo aumentare il tempo di clonaggio a 20-30 min).
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» Mettere la reazione in ghiaccio se si procedeladrasformazione delle cellule competenti

o0 conservare ON a -20° C

3.2.2. Trasformazione delle cellule competenti donaggio
Trasformazione delle cellule chimicamente competerd shot Mach1-T1
Il ceppo Machl1-T1 permette di visualizzare coldhigre dopo aver piastrato su piastre selettive per
I’Ampicillina e dopo incubazione ON nel caso singspiastre selettive per la Kanamicina.
Con questo ceppo € possibile preparare del DNAmthso gia 4 ore dopo aver inoculato una
singola colonia cresciuta ON sia su terreno setefier Ampicillina che per Kanamicina.
Preparare:
* piastre contenenti 50y/mL (mg/L) di Ampicillina o 50ug/mL di Kanamicina.
* 40 mg/mL di X-gal in dimetilformamide (DMF) (Comware a -20°C).
* bagnetto termostatato a 42°C
Per ogni trasformazione c’e bisogno di 1 boccettzetule competenti e di 2 piastre selettive.
Portare a RT una boccettina del mezzo SOC dal box 2
Scaldare a 37°C per 30 min le piastre selettive.
Spargere 4QL della soluzione di X-gal in ogni piastra e incuda 37°C fino al loro utilizzo.
Scongelare in ghiaccio 1 boccettina di cellule cetapti per ogni trasformazione.
» Aggiungere 2iL della reazione di clonaggio in 1 boccettina celiute competenti di E.
coli e mescolare gentilmente. Non usare la pipetta.
* Incubare in ghiaccio da 5 a 30 min (maggiorecedfiza di trasformazione con soli 5 min).
* Fare lo shock termico delle cellule per 30 secaR°C senza agitazione.
* Trasferire immediatamente il tubo in ghiaccio.
* Aggiungere 25QL di mezzo SOC portato a RT.
» Tappare saldamente la boccettina e mescoladaa@rialmente (200 rpm) a 37°C per 1 ora.
» Spargere 10-50L di ogni trasformazione su piastre selettive eaidate. Si raccomanda
di piastrare 2 differenti volumi per assicurare alreeno una piastra avra colonie ben
spaziate.
* Incubare le piastre a 37°C. Se si sta usandeléaisne con ampicillina appariranno colonie
visibili dopo 8 ore e lo screening blu/bianche passere fatto dopo 12 ore. Per la selezione
con kanamicina incubare le piastre ON.
» Un reazione di trasformazione efficiente dovreplmurre varie centinaia di colonie.
Pizzicare per successive analisi solo le coloraadiie o leggermente blu, ma non le blu
scuro. Conservare le piastre capovolte e chiusgamfilm a 4°C (fino ad 1 mese, oltre si

produrrebbero delle muffe).
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3.2.3. Analisi dei trasformanti
Analisi delle colonie positive:
* Prendere 10 colonie bianche o leggermente bdurefuna coltura ON a 37°C in terreno LB
contenente 5Qg/mL di Ampicillina o 50ug/mL di Kanamicina. Nel caso di questo ceppo
Mach1-T1 si puo inoculare delle colonie cresciuté i@ terreno LB preriscaldato
(contenente le succitate quantita di antibiotieslandole a 37°C per 4 ore prima di isolare
il plasmide. Inoculare piu di una colonia per essécuri di avere un ottimo risultato.
* Isolare il DNA plasmidico usando lo SNAP MiniPrifi.
* Analizzare il plasmide attraverso analisi conienzli restrizione per confermare la
presenza e la corretta orientazione dell'insersard un enzima che tagli una volta
nell'inserto e una nel plasmide (al limite usarenzimi diversi).
 Si possono usare i primers M13 fwd e M13 revgegjuenziare I'inserto.
Alternativamente si puo usare un’analisi direttatdiessformanti positivi tramite PCR:
Come primers utilizzare o I'M13 rev o 'M13 fwd ilesne ad uno dei primer che ibridano con
I'inserto. Artefatti possono essere ottenuti a eadigsnancanza di appaiamento o per un temprato
contaminato (come riprova usare in parallelo uggstione con enzimi di restrizione).
* Preparare una mix senza il DNA per PCR dalbQl uL di ogni primers).
* In ogni tubino mettere 50L di mix e risospendervi individualmente 10 colohianche o
leggermente azzurre (prepararsi gia dei tubinidmmtro tips sporchi della colonia
prescelta). Conservare la piastra e segnare qulahie sono state prelevate.
* Incubare le reazioni per 10 min a 94°C per lidareellule e inattivare le nucleasi.
» Amplificare per 20-30 cicli.
* Per I'estensione finale incubare a 72°C per 19. t@onservare a 4°C.
* Visualizzare le bande su gel.
Una volta identificati i cloni corretti si provvedea preparare uno stock di glicerolo per la
conservazione a lungo termine (si raccomanda diaaware a -20°C uno stock di DNA
plasmidico).
* Strisciare la colonia originaria su una piastatenente 5@g/mL di Ampicillina o 50
ug/mL di Kanamicina.
* Isolare una singola colonia e inocularla in 142 dnterreno LB contenente 5@/mL di
Ampicillina o 50ug/mL di Kanamicina.
* Crescere la colonia fino alla fase stazionaria.
» Mescolare 0.85 mL di coltura con 0.15 mL di gtale sterile o 0.70 mL di coltura con 0.30

mL di glicerolo 50% sterile in boccette per la cooservazione. Conservare a -80°C.
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3.2.4. Preparare la maxyprep
Per fare la maxyprep:
mettere in ghiaccio le cellule crioconservate fanche non si scioglie un po’ il liquido in supeidic
prelevare con un puntale un po’ di cellule pesstare una piastra, isolare una singola colonia e
crescere ON in 100 mL di LB liquido con antibioticG@uccessivamente utilizzare il kit della Qiagen
per isolare il plasmide e per sottoporlo alla prodoe della sonda.

3.2.5. Purificazione dei prodotti di PCR elonaggio diretto
Purificazione dei prodotti di PCR e clonaggio dicein cellule chimicamente
competenti
Metodo del Low-Melt Agarose:
1. Caricare su gel di agarosio low-melt TAE (0.8%) tutta la reazione di PCR.
2. Visualizzare la banda di interesse e tagliaalagel.
3. Mettere il gel in un tubo da microcentrifuganeubare a 65°C fino allo scioglimento del
pezzettino di gel.
4. Mantenere a 37°C il tubo perché il gel restcidiko.
5. Usare 4iL di questo gel contenente i prodotti di PCR nedlazione di clonaggio con la
topoisomerasi.
6. Incubare la reazione di clonaggio a 37°C peb Brin. Questo per mantenere il gel
disciolto.
7. Trasformare direttamente le cellule competemti 2-4uL della reazione di clonaggio.
Notare che l'efficienza di clonaggio diminuisce darpurificazione dei prodotti di PCR.
Preparazione del terreno LB
* Dissolvere 20 g di LB in polvere in 950 mL di aegdeionizzata.
* Aggiustare il pH della soluzione a 7.0 con NaOpbetare a volume di 1 L (di solito non
serve pHare).
* Autoclavare con ciclo liquido per 20 min a 15.psisciare raffreddare la soluzione fino ai
55°C e aggiungere l'antibiotico.
» Conservare a RT o a 4°C.
Preparazione delle piastre
* Dissolvere 35 g di LB/Agar in polvere in 950 miLatqua deionizzata.
* Aggiustare il pH della soluzione a 7.0 con NaOpbetare a volume di 1L (di solito non
serve pHare).
* Autoclavare con ciclo liquido per 20 min a 15pssciare raffreddare la soluzione fino ai

55°C, aggiungere l'antibiotico e versare la sologiin piastre da 10 cm fino ad un terzo
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della sua altezza.
* Lasciare indurire col coperchio aperto a metajmpertire le piastre e conservare a 4°C al
buio.

3.2.6. Lisi delle cellule e recupero dei plasmidi
Estrazione del DNA plasmidico (con S.N.A.P. mingpket della Invitrogen)
Prima di partire

* Risospendere 'RNase A in 200 di Resuspension Buffer e aggiungere il tuttarakinente
Resuspension Buffer.

» Aggiungere 75 mL di 95% etanolo ai 25 mL di 4X&iWash per ottenere 100 mL di 1X Final
Wash.

 Vedere se il Lysis Buffer ha un precipitato bianse presente riscaldare in acqua a 37°C per
5 minuti fino a chiarificazione della soluzione.

Lisi e Precipitazione

* Centrifugare 1-3 mL di coltura ON per pelletageckllule.
* Risospendere in 150 di Resuspension Buffer vortexando o pipettandifjeente su e
giu.
» Aggiungere 150L di Lysis Buffer e mescolare gentilmente per irsi@ne il tubo 5-6 volte.
Incubare per 3 minuti a RT.
» Aggiungere 150L di Precipitation Salt freddo di ghiaccio e invext5-6 volte per
assicurare il mescolamento di tutti i componenti.
* Centrifugare a RT per 5 minuti a 12500 rpm.

Binding del Plasmide

* Pipettare il surnatante in un tubo sterile edratil pellet gelatinoso.

» Aggiungere 600L di Binding Buffer e mescolare per inversione Sefte. Mettere tutta
guesta soluzione nelle colonne SNAP.

* Centrifugare i tubi SNAP a RT per 30 secondi @ ffin. Alternativamente lasciare uscire
per gravita dopo 10-15 minuti.

« Buttare il liquido del tubo inferiore. Aggiunges@®QuL di Wash Buffer.

* Centrifugare i tubi SNAP a RT per 10-30 secon8iD@ rpm. Alternativamente lasciare
uscire per gravita dopo 7 minuti. Buttare il ligoidel tubo inferiore.

* Aggiungere 900L di 1X Final Wash e centrifugare come al puntccpoente.

* Centrifugare i tubi SNAP a RT alla velocita massiper 1 minuto per asciugare la resina.

Eluizione del Plasmide
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* Trasferire i tubi SNAP in un tubo sterile e aggiere 6QL di TE Buffer o di acqua sterile
direttamente sulla resina. Incubare per 3 min&ira
* Centrifugare i tubi SNAP a RT alla massima vdbgier 30 secondi. Buttare il tubo SNAP.

» Conservare il DNA plasmidico eluito a -20°C.

3.2.7. Purificazione del DNA plasmidico deeldi agarosio
Purificazione del DNA plasmidico da gel d’agaropier separare la banda di interesse (con
S.N.A.P. miniprep kit della Invitrogen)
Preparare una soluzione di melting costituita d&@Mrdi Nal e un 10mM NaS£n acqua

RNAsifree autoclavata. Il solfito di sodio previdiwssidazione del ioduro di sodio.

» Dopo elettroforesi dei campioni di plasmide sugehd’agarosio regolare fral'l e il 5 %, si
taglia la banda di interesse e si mette a 65°Cviol@mi di soluzione di melting. Il gel deve
essere fatto con buffer TAE, perché I'acido bodoatenuto nel buffer TBE interferisce con
I'Nal.

» Aggiungere 1.5 volumi di binding buffer.

* Caricare la soluzione (non piu di 1mL per vohia)la colonnina SNAP, centrifugare 1 min
alla massima velocita in una microcentrifuga edretil supernatante.

* Ripetere i due passaggi precedenti se la solazoa piu di 1mL.

* Aggiungere 900L di final wash buffer, cetrifugarel min alla maglecita, buttare il
supernatante e ripetere la centrifugata.

* Eluire il plasmide purificato in 40 di TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) o acqua
sterile. Conservare a -20°C.

3.2.8. Excisione dell'inserto
Taglio del DNA plasmidico con enzimi di restrizione
E stata seguita la metodologia riportata da Sankbebal., nel Molecular cloning, Vol. 1, pp. 5.31-

5.32, 1989. Le digestioni enzimatiche sul DNA platioo vengono effettuate mescolando:

DNA plasmidico 1Qg
Enzima di restrizione 1U
Tampone 10X specifico per I'enzima uL

Acqua MilliQ autoclavata Fino al volume finale di  50uL
La miscela, ben mescolata, viene messa ad incablareemperatura ottimale per I'attivita

enzimatica (normalmente 37 °C) in bagnetto terntatstger 2-16 ore.
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L’esito della digestione sara evidenziato caricanplmdotti della reazione su un gel di agarosio.

3.2.9. Sequenziamento dei prodotti di PCR e daasmidi
Il sequenziamento dei prodotti di PCR e del DNAspiadico, estratti e purificati da gel d’agarosio,
e stato affidato ad una ditta esterna: il CRIBgrel’'Universita di Padova. Le sequenze pervenute
dopo sequenziamento, sono state analizzate corgonag forniti nel sito internet del CRIBI stesso
e/o tramite ricerca nella banca genomica di rattgpe con un “Blast nucleotide search”. Inoltre,
viene studiata I'orientazione degli inserti contemei plasmidi per capire quale enzima RNA
polimerasi (T7 o SP6) sia necessario per prodarsehda antisenso, da usare nell’ISH, del

frammento di gene contenuto nel plasmide.

3.2.10. Sequenziamento dei prodotti di PCR eedplasmidi
5.2.13. Produzione di sonde antisenso marcate igoggigenina per esperimenti di ISH.
Dopo aver analizzato I'orientamento dell’insertd plasmide e deciso di quale RNA polimerasi si
necessiti per I'ottenimento della sonda antisesisprocede con la produzione della sonda.
1. Primo giorno:
Digerisco 2 ore o ON con I'enzima di restriziona pdatto a valle dell'inserto, 1@ di plasmide
della maxiprep preparata in precedenza e conseav@@°C. Faccio correre su un gel d’agarosio i
plasmidi digeriti per controllare la riuscita o noetkel taglio enzimatico di restrizione.
Successivamente recupero da gel con le colonnidSMlla Invitrogen il plasmide linearizzato,
che verra utilizzato per la reazione di RNA poliasr Vengono fatti correre su un gel d’agarosio i
plasmidi linearizzati per la quantifica dopo il upero: ottengo ~8g di plasmide lineare
(conservare a -20°C).
2. Secondo giorno:
Reazione della RNA polimerasi T7 o SP6:

Plasmide lineare 0.544 (fino a 12.5uL)

Buffer 10 X uR

ATP 10 mM wl )

CTP 10 mM il L di DIG-dNTPs Mix
GTP 10 mM pll ~

UTP 6.5 mM ull )

UTP-DIG 3.5 mM R

Enzima T7 o SP6 RNA Polimerasiu

RNase inhibitor w5

Acqua autoclavata RNAsi free portare il volume liena 20uL
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Se ho gia la mix dei dNTPs marcati con digossige(iiG) metto AL in totale.

Metto a 37 gradi centigradi per 2 ore nella macahia PCR (tenerla in carta di alluminio perché la
DIG é fotosensibile). Aggiungendo, dopo le 2 orealtroul di enzima RNA polimerasi si puo
ottenere, dopo un’ulteriore ora di incubazionejnanemento sostanziale della sonda prodotta.
Carico 2uL su gel d’agarosio per vedere la banda dellRNAsamso prodotto. Se € di buona
qualita, procedo con il passaggio successivo, oévepe la digestione con DNAsi degli altri (118
rimasti dopo la corsa su gel (2 di DNAsi per 20 min a 37°C). Come precedentemégite,

carico 2uL su gel per vedere se il DNA plasmidico viene digeeffettivamente. La banda della
sonda di RNA anti senso (RNAas) deve essere nettantk la migrazione su gel d’agarosio e della
lunghezza molecolare attesa.

Porto il volume, ottenuto dopo la digestione, aib@ purifico la sonda con la colonnina
ProbeQuant G-50 della Amersham Biosciences perawene tutti i ANTPs non incorporati, i sali e
gli enzimi usati nei passaggi precedenti. Ne cafigb su gel d’agarosio per quantificare la sonda
ottenuta visivamente (cosa possibile solo dopo avguisito molta esperienza).

Per confermare, prelevo una piccola aliquota ddaquurificata e ne misuro la concentrazione
analiticamente: si fanno diluizioni seriali dellansla marcata con digossigenina e si misurano con
lo spettrofotometro oppure si spottano su membdanglon (hybond-N+), si fanno reagire con
1:5000 dell'anticorpo antiDIG-AP e si visualizzaaggiungendo il substrato della fosfatasi alcalina,
la soluzione NBT/BCIP. La concentrazione viene itarnispetto ad uno standard di RNA-DIG, del
guale si conosce la concentrazione.

Successivamente, le sonde-DIG vengono aliquotdtendiole a 5ngll. con acqua RNAsi free e

conservate a -80°C

3.3. Ibridazionein situ
Perfusione degli animali, fissaggio con parafordetle e crioprotezione dei tessuti fissati

Gli animali, dopo essere stati anestetizzati, vangperfusi infilando nel ventricolo sinistro del
cuore un ago attaccato al tubo di perfusione, nalegviene pompata una soluzione di 1xPBS, fino
a completo dissanguamento dell’'animale (si apnelaa cava superiore per permettere il deflusso
del sangue). Quando il fegato e l'animale sono Ihdita e gli occhi dell’animale sono
completamente bianchi, si ferma la pompa, si nmkttédo di perfusione in una soluzione al 4% di
PFA (paraformaldeide) in 1xPBS, e si perfonde Haale il tempo necessario alla completa
fissazione dei tessuti. Si prelevano gli organi cleevono per gli esperimenti successivi e si
postfissa da 2 ore a tutta la notte (ON) in 4% RBBA il 25% di saccarosio per la crioprotezione.

8% Paraformaldeide (PFA): scaldare 100 mL dDHlistillata a 60°C; aggiungere 8g di PFA in

polvere; mescolare 5-10 min fino a che sia compietate disciolta; spegnere la parte riscaldante
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dell'agitatore e aggiungere 2 gocce di 10N NaOHi a@OmL di soluzione 8% PFA; mescolare 5-
10 min fino a che la soluzione non si chiarificiétydre e conservare a 4°C; per fare la 4% PFA,
diluire 1:1 la soluzione all'8% con 0.2M di PB (p2}.

3.4. Preparazione sezioni istologiche
Produzione di sezioni su vetrino al criostato gaidazione in situ (ISH

Dopo post-fissazione e crioprotezione con sacoardasiessuti vengono immersi in mezzo di
inclusione e congelati omogeneamente in isopentaaatenuto freddo da ghiaccio secco o azoto
liquido. A questo punto gli organi possono essereservati per mesi a -80°C. Si sistema il tessuto
incluso su un blocchetto per criostato, si tagliaemioni di 6-2(0m alla temperatura di -20°C e si
sistemano in modo seriale su dei vetrini carictsifpeamente. Dopo aver raccolto tutte le sezioni
necessarie, si lasciano qualche minuto ad asci@gsmperatura ambiente e si possono conservare

per qualche settimana a -80°C.

3.5. Ibridazione della sonda
Data la delicatezza e la fotosensibilita della sotudti i trattamenti e lavaggi in jar di vetro son
effettuati con soluzioni RNase free e al buio.

L’esperimento si divide in tre giorni.

1. Primo giorno:

* Fissare subito le criosezioni dal -80°C metteaa@o#°C per 20 min in 4% PFA e PBS 1X.
 Lavare in 1X PBS 2 volte per 5 min a RT.

* Permeabilizzare con 1@/mL di proteinasi K in 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10in a RT.
 Lavare in 1X PBS una volta per 5 min a RT.

* Lavare in 0.1M TEA per 2 min a RT.

* Acetilare in 0.25% di anidride acetica in TEA g€&rmin a RT.

 Lavare in 2X SSC per 10 min a RT.

» Seccare all'aria i vetrini a 60°C per 5-10 minmire ci Si prepara per lo step successivo.
» Mescolare il buffer di ibridazione con la sondar{c. Finale di 5-30 ng/mL)

» Denaturare a 80°C per 5-10 min.

» Circondare le sezioni con rubber cement per aomgcire la mix di ibridazione che
aggiungeremo.

» Mettere i vetrini dentro ad un box umido e pipe#t50uL di mix di ibridazione sopra ogni
sezione.

* Ibridare nell'incubatore (16-20 ore) a 40-65°(hamse al contenuto in G-C della sonda.
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2. Secondo giorno: (tutti i trattamenti e lavaggbbx piani con agitazione lieve e al buio)
* Lavare in 2X SSC per 10 min a 45°C.

* Lavare di stringenza 2 volte per 15 min in 50¥%famide e 1X SSC alla temperatura di
ibridazione.

* Lavare in soluzione di lavaggio per 1 min a RT.

* Bloccare in soluzione di bloccaggio 1 per 60 mi87°C.

* Incubare in anti-DIG-AP (diluito 1:750 in solunie di bloccaggio 1) per 90 min a RT.

* Lavare in soluzione di lavaggio tre volte per @ RT.

* Lavare in soluzione di detection per 10 min a RT.

* Incubare al buio in soluzione di substrato NBTIB@ camera umida dalle 4 alle 48 ore a RT 0 a
4°C.

3. Terzo giorno:
» Fermare la reazione di colorazione con un laxadgirE.
* Risciacquare in acqua poi montare in GelMount.
» Conservare i vetrini a 4°C.
Soluzioni utilizzate:
* PBS: 145 mM NaCl, 1.MmH2P0O4, 8 mM Na2HPO4, pH 7.4
» 20X SSC.: 3M NaCl, 300mM sodiaitnate, portare a pH 7.0 con acido citrico
* 50X Denhardt’s: 1% BSA, 1% Polyvinylpynadne, 1% Ficoll
* Hybridization buffer: 50% formamide, 2X SSC, Dé¢nhardt’s, 10% dextran sulphate,
0.5 mg/mL getRNA, 0.5 mg/mL salmon sperm DNA idrolizzato
Aliquote di 1 mL messe a —20°C.
» Wash buffer: 100 mM maleic acid, 16 NacCl, 0.3% Tween-20, pH 7.5
* Blocking buffer 1: 1% blocking reagent (Rorirewash buffer
* Blocking buffer 2:  0.5% blocking reagent (KeElmer), 150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI
(pH 7.5)
* Detection buffer: 100 mM NacCl, 100 mM THEEI (pH 9.5), 50 mM MgCI2
 Substrate solution:  33@y/mL NBT, 175ug/mL BCIP, 5 mM levamisole in detection buffer

. TE: 10 mM Tris-HCIHp7.5) 1 mM EDTA
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3.6. Lista primer

Primer utilizzati nelle indagini di RT-PCR dellaniglie dei Tas1lRs e Tas2Rs e per la produzione

di frammenti di cDNA utilizzabili per la produziortk sonde di RNA.

gene
a-Gustducin (Gnat3)
Tas1lR1 (rT1R1)
TaslR2 (rT1R2)
Tas1R3 (IrT1R3)
Tas2R1/119 (rT2R1)
Tas2R5/114 (rT2R5)
Tas2R7/121 (rT2R7)
Tas2R10/107 (rT2R4)
Tas2R13 (rT2R8)
Tas2R14/123 (rT2R2)
Tas2R4/108 (rT2R16)
Tas2R126 (rT2R12)
Tas2R105 (rT2R9)
Tas2R134 (rT2R34)
PKD2L1

PKD2L2

GAPDH
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UniGene
Rn

Rn.10456

Rn.92309

Rn.222086

Rn.10456

Rn.48782

Rn.48785

Rn.48786

Rn.48784

Rn.48787

Rn.48792

Rn.154318

Rn.48794

Rn.48788

Rn.143008

Rn.162531

Rn.207191

Rn.91450

forward

CTGCTCTGACGATCTATCTC

CGGTTCACTGTTGAGGAGAT

CAGTTCTGCATAACCTCACG

ATGTGCTACGCCAAGTGAAC

CATGGACTGGCTCAAGAGGA

TCATTCTCACTGGCTTGGCA

TCGGAGCTGTGACCAATGGA

CAGGATGCTTACTTACCTCG

TAGTCACTTCAGCCTCTGGT

GATCTGCTTCATTTTGCCTG

GCTTGGCCATCACTAGATTC

GGCTTCATTGTGCTGATGCT

GCCAAGAACAAGAAGCTCTC

CGGTAAGAGTGGAGTCAGTC

ACACAGCCGAGAACAGAGAG

CATGACCTGCATTACCGAAG

ACTGGCGTCTTCACCACCAT

- MATERIALI E METODI -

reverse

GGTCACTTACAGCTCACTTC

CCTGAAGAACACTCTAGCCA

CTTGTAGGACCACATGGAAC

AGGTGAAGTCATCTGGATGC

CTAAGACAAGGCAGCACAGA

TAGGATAAGTGAGTGGCAGC

AGAGTAAGAGGAAGGAGACC

CTTCAAGGAGGCTTGCTTCA

GTATCCAACGAGAAGTCTGC

AGCATTGCACTGATGTCAGC

GGCTCTCAGATTCTTCCTCA

GTGCCTCGGAACTTGAGATT

GGATAGACGGATGCAGTTGT

CGCCTCTTGTCTTGTGATCT

CCATCAGTCGGTTCACTTCC

GAGCCGAGTGCCTCCATTCT

ATCCACAGTCTTCTGGGTGG

lenght
1443 bp
618 bp
716 bp
855 bp
544 bp
701 bp
666 bp
472 bp
605 bp
855 bp
629 bp
809 bp
710 bp
945 bp
980 bp
498 bp

273 bp
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Lista primer per le altre indagini di RT-PCR

Gene Forward primer Reverse primer
GADHP 3-ACTGGCGTCTTCACCACCAT -3 5ATCCACAGTCTTCTGGGTGG -3
CFTR  3GCGATGCTTTGTCTGGAGATT -3 B-CCACTTGTAAAGGAGCAATCCATA -3

CC26 5>AAGCTACCATTTCCCATCATCGACG -3 3-TTGCCAGATGGGAGCTCTTTGG -3
CC10 STTACAACATCAGCCCACATCTACA -3 5-TGTGATGCCGATCTTCATGGT -3
Acquaporina2 5-CTTGGCTCAGCCCTCCAGTG-3' 5-GCAGGHCCCAGGTTGTC-3
Acquaporina3 5-CTTCGCTGTCACCCTTGCCA-3’ 5-AGACTTGAACCCCAGCCA-3
Acquaporina4 5-GAGTGACGGAGCTGCAGCGA-3' 5-ATGAA@GIGGTGACTCCCA-3’
Acquaporina5 5-CCGGCTGTTCCATGAACCCA-3 5'-CTGAGGTGAGCTGTGGCA-3’

FATP4 5-GGCACTGGGCAACGGTCTCC-3 5-GCCTGGCTGGOBGTTGAC-3’

CD36 5'-AATGGCACAGATGCAGCCTCCT-3" 5-AATGTCCAGCABCCATACGACGT-3'
CFTR 5-GCGATGCTTTGTCTGGAGATT-3'  5-CCACTTGTAAAGAGCAATCCATA-3
CC10 5-TTACAACATCAGCCCACATCTACA-3 SITGTGATGCCGATCTTCATGGT-3

CC26 5-AAGCTACCATTTCCCATCATCGACG-3 5'@CCACAATCTTTCTACGGAACTGC-3
SGLT1 5-CACCAGTTACCTGGGGCCAC-3 5-TGGCAGAAGACAGCCACTGC-3’
GLUT2 5-GTCCAGAAAGCCCCAGATACC-3 5-GTGACGTCCTCAGTGCCCCTTAG-3
GLUT-5 5-CGACGTCCAATATGTGACGGCTG-3 5'-TGCCTCCGATCATGTAGGCGGA-3’
PEPT-1 5'ATGGCCCTGCAGATCCCACAGTA-3’ 5-TCAGCCCACTGTTTGTCGAAGTGG-3’

3.7. PCR Real Time

Le sequenze dei primer utilizzati sono stati:

CD 36 forward primefCCTCTGACATTTGCAGGTCCA
reversem@r CAGTGGTTGTCTGGGTTCTGGAGT
NAPE-PLD forward primer CCGGTCCAAAGAGGAGCTTG
reversem@r CACGTGACTCGTAGGCCAGC
PPARwa forward primer CCCTBGTCCCCACCAGTA
reversemmr TCGCCGAAAGAAGCCCTTGC
B-actin forward primeCCTGGCCTCACTGTCCACCTT
reversermr CGCAGCTCAGTAACAGTCCGC
HPRT1 forward primé@TGGATACAGGCCAGACTTTGTTGG

reverse primer ACTTGGCTTTTCCACTTTCGCTGA

L'RNA totale € stato estratto dai tessuti con TstR&uroclone, Milano, Italia), seguendo le

istruzioni del produttore. Dopo la determinaziopetrofotometrica del contenuto totale di RNA,
tracce di DNA genomico sono stati rimossi perattaamento con RNasi-free DNasi | Amp Grade
(Invitrogen, Milano, Italia) e la elica stampo dMNA é stato sintetizzata con la trascrittasi ingers
M-MLYV (Invitrogen). La PCR Real-time quantitativaséata condotta in un sistema di PCR Real-

47 - MATERIALI E METODI -



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

Time Mx3000P (Stratagene, La Jolla, CA, USA) chpiega il Platinum ® SYBR ® Green qPCR
Supermix-UDG (Invitrogen) e livelli di espressiotienRNA sono stati normalizzati utilizzan@e
actina come standard interno. Per ogni reaziofCdR e stato eseguito anche il controllo negativo
della mancata reazione di trascrittasi inversa YRT-

La PCR € iniziata con un ciclo di 50 ° C per 2 miano di 95 ° C per 10 minuti seguita da 40 cicli
a95°Cper30s,55°Cper30s,e72°C pea. 2prodotti non specifici della PCR sono stati
identificati dalle curve di dissociazione, nessantmllo negativo RT- é stato amplificato e i
prodotti della reazione a catena della polimerasosstati separati su gel di agarosio e colorato co
bromuro di etidio per confermare la presenza aejad prodotto.

| dati sono stati quantificati utilizzando metodwparativo del ciclo soglia (Ct) (Livak e
Schmittgen, 2001) e sono stati normalizzdtiactina, e questo valoreARCt) é stato regolato in
modo che i campioni di tessuto della dieta di agidrabbiano una media relativa del livello di
MRNA uguale a 1. | dati sono presentati come med@® (n = 3). L'analisi statistica della

differenza nei livelli di mRNA é stato eseguitotd@st Student a due code.

3.8. Immunoblotting

Le proteine sono state estratte utilizzate dauteseguendo le indicazioni del kit TriZol reagent
(Invitrogen). Sono state quindi quantificate spdtttometricamente (metodo di Lovry).
10 o 20 pg di ogni estratto proteico viene corsttieiforeticamente in un gel di poliacrilamide (6—
10%) con sodium dodecylsulfate.
Successivamente le proteine sono state trasfeuita membrane di nitrocellulosa e questa bloccata
con una soluzione di latte in polvere a 5% in Tusdfered saline and 0.1% Tween 20
(pH 7.4)(TBS-T). Successivamente la membrane viecidata per 1h e 30 a RT o ON a 4 C° con
la soluzione contente anticorpo primario anti raBBb bovine serum albumin in TBS-T. Dopo dei
lavaggi un anticorpo secondario horseradish peasdadabelled diluito 1:1000 viene incubato 1h. Il
legame delle immunoglobuline viene visualizzatonita impressione su lastra fotografica della
reazione di chemioluminescenza sviluppata con ilagg del reagente “Luminol” (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany). Per normalieza quantita di proteina € stato utilizzato
come standard interno il gene della GAPDH o dglétina.

Anticorpi primari utilizzati:
rabbit polyclonal antibody anti T2R6 (Santa CruntBchnology) diluted 1 : 1000
rabbit polyclonal antibody anti T2R38 (Santa Cruat&chnology) diluted 1 : 1000

mouse monoclonal anti-amylase (Santa Cruz Biotdolggddiluted 1 : 1000
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4. Risultati e discussione

4.1. Il DCS nella cavita orale

Vista la recente grande mole di lavori riguard@dnflCS nelle vie aeree e nell’apparato digerente
grazie all'utilizzo dei nuovi marcatori, sono statiidenziati alcuni pathways o recettori tipicildel
cellule recettoriali gustative (TCRs) anche in welldifferenti dalle SCCs.

Queste coespressioni aprono possibili scenari dilutagione gia accennati nell'introduzione
(capitoli 1.6 e 1.7). Sulla base della presenzaeldmenti gustativi in cellule specializzate
nell'assorbimento e nella secrezione esocrinastnoogruppo di ricerca sta valutando se non venga
anche I'opposto. Sono stati ricercati nelle TCR=spnti nei calici gustativi elementi di meccanismi
cellulari legati all’'assorbimento e alla secrezione

Diverse sono le possibili ipotesi di alcune coesize di meccanismi cellulari di origine differeinti
sottopopolazioni di TCRs. Certamente la forte imaeione dei taste buds e I'invio del segnale al

sistema nervoso centrale aumenta di molto la miezaalei possibili ruoli di queste coespressioni.

Proteine esaminate coinvolte nella secrezione

Il “cystic fibrosis transmembrane regulator” (CFT&un canale trasportatore di ioni cloro regolato
da cAMP, che permette I'assorbimento di e la séonezdi Sali in diversi tessuti epiteliali e che &
stato estesamente studiato per il suo coinvolgimealie fibrosi cistica (Cheng et al. 1980; Bear et
al. 1992).

Le cellule di Clara, anche chiamate cellule broolehmi, secernono materiale di tipo sieroso nei
bronchioli per mantenere fluido il materiale mucpsodotto dalle cellule caliciformi mucipare.

La proteina secretoria specifica delle Clara d€liSSP) avente peso in kDa 10 (CC10) oltre che nei
polmoni risulta espressa in altri organi (Hermand Bernard 1999) ed e stata rilevata in diversi
fluidi biologici (fluido alveolare, sputo, urinasero)(Singh et al. 1985). Nei polmoni il suo ruolo
secretorio € protettivo sia contro agenti infiammniathe stress ossidativi.

La proteina secretoria specifica della Clara cedirde peso in kDa 26 (CC26) € molto espresso
nell'epitelio olfattivo e respiratorio (Novoselov&. 1999; Hofman et al. 2002).

Possiede una attivita perossidasica che proteggslide contro stress ossidativi come perossido di
idrogeno, acidi grassi e fosfolipidi idroperossidgtsher et al. 1999).

CC26 e CC10 sono espresse principalmente nelleleelbn ciliate dell’epitelio della trachea e dei
bronchi e con una maggior densita nei bronchiokd@ti et al. 1987; Lund et al. 1988), ma in

maniera distinta e con differenti meccanismi dreeione (Stripp et al. 2002).
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Le acquaporine sono una famiglia di proteine camali@volte nel movimento transmembrana
dell’acqua in diversi epiteli. Tre tipi di acquapw (AQ1L, AQ2, and AQ5) sono state recentemente
osservate nei taste buds di ratto (Watson et 720

Proteine esaminate coinvolte nell'assorbimento

SGLT1 (Sodium/GLucose coTransporter 1) € un cotndafore controgradiente di glucosio, sodio
dipendente ed & espresso nella mucosa del picotdstino, e nel rene dove contribuisce al
riassorbimento del glucosio.

GLUTZ2, Glucose transporter 2 (GLUT2) conosciutorencome solute carrier family 2 (facilitated
glucose transporter), member 2 (SLC2A2) e una pratearrier di transmembrana che permette il
movimento passivo di glucosio attraverso le memilulari. E il principale trasportatore di
glucosio nel trasferimento dal fegato al sangueeleiassorbimento renale.

GLUTS5 un trasportatore indispensabile per I'assuo#dsito del fruttosio che permette il trasporto dal
lume intestinale dentro gli enterociti per diffuséo facilitata. E espresso anche nel rene, nel

muscolo scheletrico ed in altri organi.

4.1.1. Localizzazione del CFTR e di CCSP nella papilla caumvallata di ratto

Il nostro gruppo di ricerca ha recentemente osserche cellule immunoreattive per &
gustducina e la P2 nelle vie aeree colocalizzavano con I'espressihriied=TR e di CC10 e CC26
(Merigo et al., 2007). Per estensione € stato sstppche anche le TCRs stesse all'interno dei taste
buds potessero esprimere questi marcatori di Secez

Quindi e stato indagatala loro presenza con ardilisimunoistochimica e microscopia confocale a
scansione laser.

Gli esperimenti di RT- PCR hanno rilevato la presedi tutti e tre i trascritti genici all’interno
della papilla circumvallata e anche nei bronchehella trachea (si veda figura 4.1.1) dove sono
ben espressi, mentre come organo negativo e stdizzaio I'esofago confermando i dati di
immunoistochimica.

CFTR

Gli studi di colocalizzazione hanno riportato leegenza del CFTR nei taste buds della papilla
circumvallata anche all'interno di cellule che nesprimono la gustducina per circa la meta dei
casi. Dal lato opposto solo poche cellule che esmmb la gustducina risultano prive di CFTR. Per i

dettagli delle immunoreattivita si veda Merigo et 2008, “Immunohistochemical localization of
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cystic fibrosis transmembrane regulator and Clatlbsecretory protein in taste receptor cells of ra
circumvallate papillae”.

Questo studio ha dimostrato per la prima voltgptasenza di CFTR nelle TCRs. Altri tipi di canali
del cloro si trovano nei TCRs (Herness and Sun ;1BBgamoto et al. 2001; Huang et al. 2005). La
loro funzione non & ben compresa ma € stato suggehie potrebbero avere un ruolo nella
trasduzione del gusto (Herness and Sun 1999).

CCl1l0e CC26

Anche le cellule immunoreattive per CC10 e CC26altamo numerose nei taste buds ma
colocalizzano solo in parte con la gustducina, naafra di loro confermando I'espressione distinta
osservata in altri tessuti.

Poiché appare che le CCSP agiscano a necessainddga I'epitelio delle vie aeree e il sistema
immunitario (Reynolds 2007), il nostro gruppo diefica suggerisce CC10 possa partecipare a
meccanismi di difesa dell’'epitelio gustativo inpasta a stimoli esterni attraverso un segnale
paracrino.

I CC26 grazie alla sua attivita perossidasica i proteggere i tessuti da specie reattive

all’'ossigeno e regolare il metabolismo fosfolipmlic

4.1.2. Localizzazione di CCSP nelle ghiandole salivari

La stessa indagine di RT-PCR su CFTR, CC10 e CCst6ta estesa anche alle ghiandole salivari
maggiori di ratto, ( si veda figura 4.1.1), poic@ recentemente stato riportato che CC10 risulta
presente nello sputo e nella saliva umani ((Nichata al., 2006). Si conferma cosi in ratto
I'espressione delle CCSP nelle ghiandole mucosesona presenti.

Nella cavita orale la saliva, secreta dalle ghidmdalivari maggiori e minori, € il primo tramite
biologico che viene in contatto con le sostanzarasscome cibo, bevute o inalate e contribuisce ad
una prima linea di difesa orale. Recentemente figideza di CC10 e stata correlata alla proteina
Annexina-1 (ANXA1l), la quale ha proprieta immunoratadorie e antinflammatorie. Per cui
considerati il rilevante ruolo difensivo delle CCPdi ANXALl nell'apparato respiratorio e
importanza della secrezione salivare nella difesale e anche nella protezione dell’apparato
respiratorio e gastrointestinale il nostro grupp@a Indagato la localizzazione tramite
immunoistochimica nella parotide, la ghiandola®ditiguale e quella sotto mandibolare (Cecchini
et al., 2008, “Immunohistochemical localization@#ra cell secretory proteins (CC10-CC26) and
Annexin-1 protein in rat major salivary glands”)o Istudio riporta un’eterogeneita di espressione

dei tre marcatori nelle differenti porzioni dellbigndole, credendo che queste cellule hanno delle
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identita individuali e suggerisce che possa esstercomplesso sistema di segnalazione paracrina

che attivi i meccanismi di difesa.

Figura 4.1.1. Indagini di
RT-PCR sull’'espressione
di CFTR, CC26 e CC10.
L’analisi tramite PCR
rileva la presenza dei
trascritti dei tre geni
all'interno della papilla
circumvallata e delle
ghiandole sierose, come
nella trachea e nei
bronchioli dove
risultavano ben espressi.
Non viene rilevata alcuna
presenza nella ghiandola
mucosa e nell’esofago
(controllo negativo). Il
gene costitutivo GAPDH é
stato utilizzato come
normalizzatore e
controllo.

4.1.3. Espressione di amilasi nei taste receptors della p#la circumvallata

La sensivita percettiva delle cellule chemosenBaiaolto influenzata dalla possibilita di riuseir
captare i composti sia da un punto di vista fisewe chimico mediante la loro degradazione. Una
funzione particolarmente importante e data da dgllandole salivari minori situate al di sotto dell
papilla circumvallata dette di von Ebner.

Si tratta principalmente di una ghiandola sierosétosil controllo del nervo simpatico e
parasimpatico. Dal punto di vista sensoriale lafsnaione e importante perché secerne enzimi che
frammentando le molecole rendono accessibili i @iimici riconosciuti dai recettori. Per questo
suo ruolo é stato proposto (Sbarbati et al. 198@) assieme alla papilla circumvallata costituisca
un’unita funzionale del meccanismo di gusto peicter

Per esempio le lipasi linguali che sono secretée dgthiandole di von Ebner oltre a iniziare la

digestione dei trigliceridi introdotti con la dietée lipasi linguali sono acido resistenti e lador
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attivita prosegue anche nello stomaco) rendoncodibgi gli acidi grassi liberi rendendo possibile
percepire il livello di grasso contenuto in un cibo

Questo oltre ad aumentare I'appetibilita degli &limth grassi, permette di attivare le secrezioni
biliari per preparare l'intestino all’arrivo delbm e di percepire prima dell’arrivo di stimoli post
assorbitivi la quantita di cibo ingerito (Laugeeett al., 2005).

Il coinvolgimento delle ghiandole di von Ebner im wuesto tipo di secrezione permette la
diffusione dell’amilasi direttamente nel solco otieconda la papilla circumvallata (Azzali et al.
1989; Riva et al. 1999) approvvigionando il micralaente (Mese and Matsuo 2007) in cui sono
esposti i recettori dei calici gustativi. Cio petteea rilevazione da parte dei recettori dedieéti
sensing del dolce di polisaccaridi e di oligosaickafTremblay and Charest 1968; Field et al.
1989), che altrimenti non verrebbe percepito coomeef zuccherina.

| roditori hanno una grande capacita di riconosceit® ricchi in amido e di distinguerne le diverse
concentrazioni che pero non e collegata alla semreali amilasi salivare (Ramirez 1991). Quindi i
roditori possiedono un meccanismo di chemocezi@i@alisaccaridi che non richiede I'amilasi. E
stato proposto che abbiano un recettore specitea polisaccaridi non ancora caratterizzato che
utilizza gli stessi meccanismi di traduzione dejrede del dolceofgustducin e TRPM5) (Sclafani
et al. 2007), ma non il recettore (T1R3) (Zukerragaal., 2009).

La recente scoperta che gli enterociti dell'epiteluodenale sono in grado di esprimere le amilasi
luminali pancreatiche ha suggerito che allo stessalo le TCRs potessero esprimere I'amilasi
espressa nella cavita orale.

Il lume duodenale ha un’associazione anatomicalearellule esocrine del pancreas attraverso i
dotti pancreatici che drenano I'amilasi pancreasiclla superficie dell’epitelio duodenale. Questa
organizzazione strutturale ricorda quella dellailapircumvallata e delle sottostanti ghiandole di
von Ebner. Il nostro gruppo ha sondato la postibithe come per gli enterociti anche TCRs
possano esprimere amilasi tramite immunocitochirbigeerigo et al., 2008, “ Amylase expression
in taste receptor cells of rat circumvallate pagil). Poiché stata trovata una marcatura positiva |
presenza della proteina e la specificita della atara € stata confermata tramite western blot
(figura 4.1.2). Come organo di controllo positivo titilizzato campioni tessutali di pancreas, come
controllo negativo il rene. La banda che da immaatiivita € di circa 53 kDa, ossia il peso atteso
in kDa dell’amilasi, confermando la specificita Idmiticorpo. Come standard interno e stata usata
la beta actina. Il raffronto delle immunoreattivitarso la beta actina indica che nei taste buds
'amilasi € come atteso molto meno espressa ris@dle ghiandole di von Ebner. Come ulteriore
controllo la membrana é stata ibridata anche cantiCorpo primario bloccato con il peptide di

bloccaggio, che non da alcun segnale. Un'ulteriegfica della presenza dell'amilasi & stata
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effettuata sugli stessi tessuti amplificando 'RN®&ssaggero mediante reazione di RT-PCR (figura
2D).

In seguito a queste verifiche lo studio & proseguitercando le colocalizzazione nei TCRs con altri
marcatori immunocitologici: protein gene producd PGP 9.5) e chromogranin A (CgA) per le
cellule endocrineg-gustducin and phospholipase e BRG:ome marcatori delle cellule di tipo I,
CFTR e CC10 come marcatori di secrezione.

L'utilizzo di tecniche di immunoistochimica ha pexsso di evidenziare per la prima volta la
presenza di amilasi all'interno dei calici gustaBvia loro colocalizzazione con proteine coinvolte
nella traduzione del segnale gustativeg(stducin, PLB2) e la secrezione (CC10 e CFTR).
L'immunoreattivita dell’amilasi nella zona apicatkelle TCRs e la conferma della trascrizione
genica di questo enzima suggerisce che le TCRaupamd e secernano amilasi prendendo anche
essi parte alla digestione dei carboidrati. Indtireolocalizzazione con cellule capaci di traselulrr
segnale chemosensoriale suggerisce che tale porsuziossa essere regolata, e conferma |l

concetto che all'interno dei taste buds agiscawerdi pathways.
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Figura 4.1.2. Indagini di RT-PCR sull'espressione
i di CFTR, CC26 e CC10.L'analisi tramite PCR rileva
c la presenza dei trascritti dei tre geni all'intedsdla
gg%ﬂse_, - . papilla circumvallata e delle ghiandole sieroseneo
a nella trachea e nei bronchioli dove risultavano ben
443&%?!" - - - : - espressi. Non viene rllev,ata alcuna presenza nella
p— ghiandola mucosa e nell’esofago (controllo negativo
D Il gene costitutivo GAPDH e stato utilizzato come

Amnlase normalizzatore e controllo.
446bp
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4.1.4. Espressione di trasportatori dello zucchero nei TCR

Le recenti scoperte realizzate nel nostro gruppalifferenti pathways nelle TCRs unita alla

considerazione che nellintestino cellule esprimemtarcatori gustativi possono possedere
meccanismi di assorbimento dei nutrienti ha allargia ricerca anche ai trasportatori degli

zuccheri. Le indagini di immunocitochimica sono @mcin corso stanno rilevando la presenza di
SGLT1, GLUT2 e GLUTS5 all'interno dei taste buds. lbao presenza e confermata da indagini di
RT-PCR (figura 4.1.3). Curiosamente risultano esgiranche nelle ghiandole di von Ebner.

M PCV VE duo pan liv kid spl

GAPDH

273 bp

SGLT1

318 bp

Glut 2
738 bp

Glut 5

467 bp

Figura 4.1.3. Espressione di trasportatori dello zechero nei TCRs della papilla circumvallata.
Le indagini di RT-PCR indicano la presenza deigoastatori degli zuccheri SGLT1, GLUT2 e
GLUTS all'interno dei taste buds. PC, papilla croeallata; VE, ghiandole di von Ebner; DUO
duodeno; pan, pancreas; liv, fegato; kid, rene;rapka)
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4.1.5. Caratterizzazione di cellule SCCs mediante sonde &NA

| recettori della famiglia TAS2R o T2R sono una igia multi-genica di GPCRs specializzata
nella rilevazione delle sostanze amare. Oltre @rgustativo sono interessanti per la loro fungion
di monitorare composti potenzialmente pericologie csono generalmente amari. Nel loro
complesso i Tas2R si sono specializzati nel rilesatm di molecole dalle caratteristiche chimiche
piu svariate. Hanno infatti subito un processo idedjenza genica che ha specializzato alcuni di
guesti recettori a percepire solo alcune classimdiecole. Infatti posseggono una diversita
un’identita aminoacidica variabile dal 21 al 90%uf{8et al., 2002), e alcune specie, per esempio i
roditori, hanno prodotto geni che non hanno ortoiag altre specie.

Molto recentemente € stato suscitato interesseovquesti recettori da un punto di vista
farmacologico e nell'uomo molti dei recettori Tas220 su 25) sono stati “deorfanizzati” di alcuni
dei loro ligandi.

In base a questa loro specializzazione il lorazziil come marcatori non sarebbe solo un ulteriore
criterio di marcatura di cellule con capacita cheemsoriali, ma la presenza selettiva di alcuni
recettori rispetto ad altri aiuterebbe a caratrenie funzionalmente sotto insiemi di SCCs e
aumenterebbe le conoscenze sui ruoli del DCS irergds oltre ad avere un interesse di tipo
farmacologico.

La scarsa disponibilita di anticorpi per 'immunoishimica aggiunto al malfunzionamento di
quelli commercializzati ha da sempre ostacolatdilifao di questi marcatori molecolari nella
caratterizzazione delle SCCs e piu generalmente dellule gustative. La produzione di animali
transgenici per questi geni non e stata ancor&resh per via del costo e dell'interesse non ancor
elevato.

Comungue il problema € stato in parte aggiratalpeendo delle sonde di RNA complementari
al’lmRNA messaggero, una tecnica chiamata ibridazio situ, poiché I'appaiamento della sonda

non avviene in vitro ma sul preparato istologico.

4.1.5.1. Produzione della sonda e ibridazione
Il lungo processo di produzione della sonda e tgiomei materiali e metodi, ma e qui riassunto per
semplicita.
Il frammento di RNA che si desidera utilizzare cosmnda viene amplificato a partire dal RNA
totale mediante RT-PCR. L'amplicone prodotto viépeevio sequenziamento al fine di verificare
la specificita) inserito in un vettore plasmidiamn cui si trasformano delle cellule batteriche

competenti al fine di clonarlo. Le cellule battbecvengono disseminate su una piastra petri. Le
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colonie batteriche positive alla transfezione (eagbno un gene di resistenza ad un antibiotico e un
gene in grado di degradare un composto generandoolame) vengono poste in una coltura
cellulare liguida. Le cellule vengono lisate e aghidi vengono recuperati. Tramite reazione di
restrizione il frammento viene exciso dal plasme&dseparato su gel di agarosio. | frammenti di
DNA recuperati possono essere infine utilizzati esstampo per la produzione in vitro di un’elica
di RNA con orientamento complementare (antisensa)gaale (senso, usata come controllo
negativo) al messaggero tramite le RNA polimerasioTSP6. Il filamento viene sintetizzato con
una mix di ribonucleotidi in cui l'uracile & coniat alla digossigenina, una molecola che sara il
target di un anticorpo legato ad un enzima comeninmmunoistochimica. Diversamente da un
immunoistochimica vi € una delicata fase di ibridae della sonda in cui la temperatura gioca un
ruolo importante sull’appaiamento specifico dethada.

La sonda essendo di RNA a singola elica € mol@il&alnoltre I'alta temperatura utilizzata (45-60
gradi) per un tempo protratto tende a concentrarsoluzione che interagisce con i preparati
istologici aumentando la possibilita che si creiadefatti e richiederebbe una camera di
incubazione speciale.

Rispetto ad un immunoistochimica questa tecnica&egmia una potenzialitd molto maggiore di
legarsi al giusto target.,

Infatti un anticorpo € selezionato casualmenteroonh particolare antigene della proteina che si
vuole marcare, ma non e escluso che vi possanceadsigarget simili.

Invece l'ibridazionein situ se messa a punto rispetto questa tecnica conseatespecificita
virtualmente assoluta poiché si basa sull’appaiamed una sequenza nucleotidica che € unica.
Poiché non é una reazione che avviene in vitrooviosdiverse cause che rendono complesso
ottenere un buon risultato di ibridazione. La ripgene di alcuni domini conservati in altre protin
come quellia-eliche transmembrana dei Tas2R, potrebbe intrecunevi sequenze di omologia con
altri target, ed essere un motivo per cui per amdrcatori le sonde di RNA non hanno molto
successo.

D’altronde le proteine GPCRs sono una super fammgginica con quasi 800 geni predetti

nell'uomo, che rappresentano ben il 4% dell'intgemoma codificante per proteine.

4.1.5.2. Risultati di ibridazione di sonde per i @s2Rs
All'inizio di questo progetto di tesi era stato piticato di creare diverse sonde basate su alceini d
recettori Tas2Rs conosciuti in ratto.
A causa della complessita di questa tecnica e dellaatezza del processo ibridazione della sonda

che avrebbe richiesto una camera di ibridazionegw@ata i risultati di marcatura non hanno
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corrisposto alle aspettative. Il costo relativareentto della sintesi delle stesse ha bloccato |l
progetto, per cui sono state testate solo pochaéesdnRNA.

| maggiori problemi sono stati creati dalla non ewuta ibridazione o dall’alto segnale di fondo
dovuto al trattenimento fisico della sonda in mantér modo in certi tessulti.

Il riuscito utilizzo di questi marcatori sarebbatstun potente mezzo per indagare la loro presenza
all'interno elle vie aeree e lungo l'apparato degge, dove contemporanei studi di espressione
del’mRNA messaggero hanno indicato la loro preaenz

In letteratura sono gia stati riportati esempi diroatura con sonde ma limitate alla cavita nasale e
alla cavita orale o a colture di cellule differeatai.

Ad oggi infatti sia per le vie aeree inferiori chel tratto gastrointestinale non sono pubblicatdst
che mostrino marcature di cellule positive ai Tas2R

Comungue le sonde utilizzate hanno mostrato unéiyptzsnon dubbia per quanto riguarda i calici
gustativi della papilla circumvallata, mentre iicabustativi della papilla fungiforme come atteso
non risultano marcati. L'utilizzo della sonda senshe non essendo complementare ad alcuna
sequenza non pud appaiarsi ha confermato la sp&cifiel metodo. Sebbene vi sia background
sembrano marcate positivamente anche alcune cejitieliali della trachea.

Piu distalmente nelle vie aeree nelle diverse poiziell’apparato digerente non é risultata alcuna
marcatura.

Sono stati amplificati e clonati i frammenti perpgeoduzione delle seguenti sonde: Tas2R1/119
(rT2R1), Tas2R5 (rT2R5), Tas2R7 (rT2R7), Tas2R1D2R4), Tas2R13 (rT2R8), Tas2R14
(rT2R2), Tas2R34 (rT2R16), Tas2R41/126 (rT2R125ZRi05 (rT2R9), Tas2R134 (rT2R34) per

i recettori del’'amaro e PKD2L1 e PKD2L2 come régetcandidati per la percezione dell’acido.
Ad eccezione dei recettori per T2R1 e T2R5 tuttonaggi sono andati a buon fine. Per i primers e
la lunghezza dei frammenti si vedano i dettaglianekzione materiali e metodi. Dai frammenti
isolati sono state prodotte e testate le sondetdiamente a quelle per i recettori dell’amaro
T2R9(Tas2R105) e T2R7 (Tas2R121)(figura 4.1.4) lcheno dato i risultati sopraccitati per il
recettore candidato dell’acido PKD2L1(figura 4.1(Spno riportate alcune immagini qui sotto a

titolo dimostrativo), mentre quella per il T2R4 nloa prodotto alcuna marcatura.

4.1.5.3. Sonda per il recettore candidato dell'ado PKD2L1
Il PKD2L1 € un canale ionico non selettivo chelerege a PKD1L3 forma un eterodimero che e il
maggior candidato per la percezione del gusto acido
All'interno dei taste buds risultano espressi $sel@iente dalle cellule di tipo 1ll, (Huang et al.,

2006; Ishimaru et al., 2006; Lopez Jimenez eR80BG), ovvero cellule presinaptiche. Studi di
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Papilla circumvallata, ingrandimento 40x% FPapilla circumvallata, ingrandimenta G0x Trachea, ingrandimenta B0x
(sonda sensa)

Sonda TasZR121/T2R7

Papilla circumvallata, ingrandimenta 100x
(sonda senso)

Papilla fungiforme, ingrandimento 20x Trachea, ingrandimento 20

Papilla circumwvallata, ing randimento 100x Sonda Tas2R105/T2R9

Figura 4.1.4. Ibridazione in situ con sonde versoTias2Rs nelle papille e nella trachea.
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colocalizzazione all'interno dei taste buds trovawiamente assenza di coespressione con dli
elementi della trasduzione del gusto come TrpM3.ER2 (Kataoka et al., 2008) e probabilmente
anche la gustducina.

In ogni modo attualmente PKD2L1 € il marcatore piamettente delle cellule adibite al sensing
dell'acido, ed e quindi un nuovo potenziale markeslla caratterizzazione di una distinta
sottofamiglia di SCCs, sebbene la sua espressambrspiuttosto limitata rispetto gli altri recetito
gustativi.

Comunque la disponibilita di anticorpi verso queSpm di marcatori ha reso meno interessante
I'utilizzo di una sonda di RNA.

| risultati di ibridazione (vedere immagini sott@nfermano la positivita nei taste buds della papil
circumvallata. Risultano positive anche diversdutelsolitarie nella glottide. Piu distalmente eell
vie aeree non € piu presente, cosi come nell'afgpdigerente, in accordo con lo screening fatto

sull’espressione del messaggero tramite analRITdPCR (figura 4.1.6).
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Fapilla circumwallata, ingrandimenta 100 Glottide, ingrandimento 40x% Glottide, ingrandimenta 100

Sonda PKD2L1

Figura 4.1.5. Ibridazione in situ per il recettoredell’acido nelle papille e nella glottide.

Figura 4.1.6. Espressione del gene
PKD2L1

1=papilla fungiforme; 2=papilla foliata;
3=papilla circumvallata; 4=epitelio nase
5=palato molle; 6=laringe;

7=trachea; 8=bronchi; 9=polmoni;
10=cuore; 11=milza; 12=intestino;
13=stomaco.
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4.2. 1l DCS nelle vie aeree

4.2.1. Espressione di CFTR e CC26 nella cavita nasale durte lo sviluppo

La superficie della cavita nasale dei mammiferiig@perta da una mucosa respiratoria che in
ristrette aeree presenta due distinti epiteli cheamsoriali: I'epitelio olfattivo e I'epitelio sensale
dellorgano vomero nasale. Sono due epiteli semsinatomicamente separati e specializzati il
primo nel percepire gli odori, il secondo i feromna Negli ultimi anni il nostro gruppo ha
caratterizzato il fenotipo chimico dell'organo vamenasale di topo dallo stadio embrionale a
quello della maturita sessuale (Zancanaro et 209,12002; Merigo et al., 2005).

Piu recentemente € stato ipotizzato per I'olfaticunlo regolatorio, secretorio per il canale gtor
attivato da CAMP CFTR (Grubb et al., 2007), le pno¢ secretorie delle cellule di Clara (Merigo et
al., 2008) e le proteine canali per 'acqua acquapdAblimit et al., 2006).

Con lo scopo di studiare le basi strutturali decoamismi operanti nell’epitelio chemosensoriali del
naso, il nostro gruppo ha analizzato la distriboeie I'espressione di CFTR, CC26 e acquaporine
nell'epitelio olfattivo e nell’epitelio sensorialdel vomero nasale di topo durante lo sviluppo dalla
fase embrionale all’'eta adulta .

In questo studio ancora in fase di pubblicazioner{lyb et al., “Epithelial Membrane Transporters
Expression in the Developing to Pubertal Mouse Vimmasal Organ and Olfactory Mucosa”) sono
state utilizzate tecniche di RT-PCR per verificdrivello di espressione, di immunoistochimica
per studiare la distribuzione e di doppia marcaimaunofluorescente con la proteina marcatrice
di cellule olfattive OMP (olfactory protein markey@r studiare la colocalizzazione.

Tramite analisi di RT-PCR e stati ricercato semautfitativamente il livello di espressione di CFTR
e CC26 nell'epitelio respiratorio, nell’epiteliofattivo e nell’epitelio sensoriale del vomero nasal
al primo giorno di nascita, al quindicesimo e a thesi di eta. Le analisi sono stati fatte su uol po
di 9 animali per ogni eta della fase post-natasséita, 15 e 60 giorni) e i livelli di espressiammo
stati normalizzati verso il GAPDH.

| risultati di RT-PCR (figura 4.2.1) indicano clmeentre i livelli mRNA di CFTR nell’organo
vomero nasale sono piu alti ah € al ;5 che al o mentre per il CC26 si evidenzia un trend
opposto.

Invece nell’organo vomero nasale si hanno due tagpmbsti tra CFTR e CC26, con il primo che
decresce e il secondo che cresce durante lo soijuppivello dell’epitelio respiratorio al 1§ si
rilevano i picchi di espressione per entrambi i catori. Questi dati risultano essere in buon

accordo con le osservazioni di immunoistologia. IDagperimenti di microscopia confocale al
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laser le cellule immunoreattive a CFTR e CC10 neunltano colocalizzare con OMP in nessuno

degli epiteli sensoriali. Nel complesso viene ditret® che CFTR, CC26 e le acquaporine vengono

espresse nell’epitelio chemosensoriali a diveesdisdello sviluppo e con pattern di espressione non

identici fra epitelio sensoriale dell’organo vomeiasale ed epitelio olfattivo.

GADPH CFTR CC26

M OIf Res VN Res Olf Res VN

Figura 4.2.1. Espressione di CFTR e CC26, nell’e@lio olfattivo (OIf) nell’epitelio

respiratorio (Res) e nell'epitelio sensoriale delamero nasale (VN) al primo giorno di nascita

(To), al quindicesimo (T;5), € a due mesi di eta (gb).
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4.2.2. Espressione dei recettori gustativi del’amaro e delolce nelle vie aeree

Lirritazione della mucosa delle vie aeree induce unolteplicita di riflessi protettivi come |l
tossire, I'apnea e la chiusura della laringe. A sjpieprocesso partecipano sia le terminazioni
nervose libere che i taste buds presenti nelladarie le cellule solitarie chemosensoriali (SCCs).
Queste ultime sono situate anche nell’epitelio iragprio nasale, nell’organo vomero nasale nella
faringe come pure piu distalmente nelle vie aemésiori.

Come ampiamente descritto nell'introduzione le SEGQ% caratterizzate dall’esprimere i recettori
gli elementi coinvolti nella cascata di segnaldadgasduzione del gusto: la G-protengustducin,

la fosfolipasi C beta2 (PLg2), e il “transient receptor potential channel MFtpM5) (Finger et

al., 2003; Tizzano et al., 2006; Kaske et al.,7200in et al., 2008; Sbarbati et al., 2004a; Sharb

et al., 2004b; Merigo et al., 2007; Merigo et 2005).

In particolare in topo la creazione di animali @s@nti la proteina GFP (Green Fluorescence
protein) sotto il promotore del gene TrpM5 o deihgeTaslR3 ha permesso di localizzare
facilmente lungo le vie aeree la presenza di SQCsske et al., 2007; Lin et al., 2008; Tizzano et
al. 2010; Gulbransen et al., 2008).

Studi di “gene knockout” del TrpM5 hanno dimostratee questo canale € necessario sia per la
trasduzione del degnale gustativo nei taste bumssper quello chemosensoriali nelle SCC (Tizzano
et al., 2010; Perez et al., 2002; Zhang et al.3200

L’espressione di recettori della famiglia dei Tasld& parte delle SSCs non ha un ruolo gustativo
ma ha la capacita di indurre una sensazione direlaodi irritazione, poiché sono connessi a
nocicettori polimodali del nervo trigemino (Finggtral., 2003; Gulbransen et al., 2008a).
Recentemente e stato dimostrato che le SCCs ralithmasale sono attivate da varie sostanze,
comprese quelle amare e dalle molecole di segoal@ziel “quorum sensing” (Lin et al., 2007;
Gilbransen et al. 2008; Tizzano et al., 2010) ctiricono riflessi protettivi delle vie aeree. Queste
scoperte sono per cio in accordo con la preseniaaavita nasale sia di ratto che di topo di SCCs
esprimenti i recettori Tas2R (Finger et al., 20@Bymoto et al., 2008). A questi meccanismi di
monitoraggio iniziali dell’aria inspirata si aggigono quelli dell'epitelio chemosensoriale della
laringe e quelli delle SCCs localizzate nelle viere inferiori che sono gia stati analizzati
nell’introduzione.

La disponibilita di topi transgenici per questi wetori ha reso semplice l'individuazione delle
SCCs, ma diverse questioni rimangono aperte.

Per meglio caratterizzare i meccanismi di chenemene presenti nelle vie aeree é stata studiata

in ratto I'espressione degli elementi della casdataasduzione del segnale gustativo e dei regetto
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nelle vie aeree inferiori (dalla laringe ai polmpni
| risultati mostrano che nel tratto piu distalelel@ie aeree vi € a una diminuzione delle SSCsae un
differente espressione dei recettori gustativiadi&miglia dei GPCRs.

Risultati

Nello studio (Tizzano et al., 2011, Expressiontadte receptors in solitary chemosensory cells of
rodent airways”) in cui sono stati inseriti i praserisultati di RT-PCR (mostrati in figura 2 ) le
osservazioni sui topi transgenici hanno permessmustatare che le SSCs sono presenti con una
densita minore nelle vie aeree profonde e tendorssare assenti nei bronchioli con diametro
inferiore ai 400um. La marcatura istochimica con traccianti dei n@AGP 9.5) indica che mentre
nella cavita nasale e nella laringe le SSCs samttainente associate alle fibre peptidergiche dei
nervi, mentre nella trachea risultano meno innerv&@&tome atteso le cellule esprimenti Tas1lR3
sono un sottoinsieme di quelle esprimengustducin o TrpM5, e inoltre risultano presentiatto

fino alla trachea. Nella trachea e nei bronchi meeguasi tutte le SSCs marcate con la GFP per |l
TrpM5 esprimono PLE2, solo poche colocalizzano cargustducin,

Uno studio simile € stato condotto in ratto in aalinmon modificati geneticamente ricercando la
presenza di SCCs nella cavita orale e nelle vieeeaenferiori tramite marcatura mediante
ibridazione in situ con sonde peigustducin e Tas1R3.

La a-gustducin risulta presente nelle vie aeree nedlehea tramite ibridazione in situ, e nei bronchi
e nei polmoni e presunta tramite gli esperimenR@PCR, confermando quanto trovato in topo.
Ugualmente anche Tas1R3 risulta espresso nellaeriee ma in maniera meno abbondante nella
trachea mentre piu distalmente le indagini di RTRP@gura 4.2.2) mostrano I'assenza di tutta la
famiglia dei Tas1Rs. | risultati dell'espressiors @as2Rs indicano che tutti i geni sono espressi
nelle vie aeree, alcuni anche nei polmoni mostramaodifferenza di espressione tra le famiglie dei
TaslRs e dei Tas2Rs.

Pochi risultano espressi nella papilla fungiformppeiché e una struttura dedita maggiormente alla
rilevazione dei composti dolci. E interessante reothe nella papilla fungiforme risulta espresso il
gene Tas2R105 o T2R9 che € l'unico recettore dedi® di ratto ad essere stato “deorfanizzato”
(Bufe et al., 2002). Riconosce infatti il cicloeil®, un inibitore della biosintesi delle proteiregh
organismi eucarioti, che € molto tossico e repé&dgrer i roditori. La soglia di rilevazione € molto
bassa anche rispetto agli altri composti amari mginl uM), e quindi non sorprende che possa
essere presente anche nei taste buds delle gapijgormi.

Controlli di verifica del cDNA e su campioni RT-rem stati esequiti (figura 4.2.3).

64 - RISULTATI E DISCUSSIONE - 1l DCS nelle vie aeree



-Tecniche di biologia molecolare nello studio dstemi chemosensoriali -

M FF Fol CV RE Lyx Tra Bro L Hea Spl Br . . .
Figura 4.2.2. Espressione dei

recettori TaslR s e di alcuni
membri della famiglia dei
Tas2Rs nelle vie aeree di ratto.
Tutti i geni Tas2Rs analizzati
risultano espresso nelle papille
CV e Fol, mentre soltanto
Tas2R105 e Tas2R134 risultano
presenti nella FF. Tutti i Tas2Rs
testati sono espressi
nell’'epiteliorespiratorio nasale,
nella laringe e nella trachea e
anche nei bronchi con
'eccezione Tas2R13. Solo
Tas2R119 e Tas2R126 risultano
- presenti nel polmone. Nessuno
dei tessuti utilizzati come
controllo negative risultano
positive ai Tas2Rs o TaslRs. M
= marcatore di peso molecolare;
CV = circumvallata; Fol =
papilla foliata; FF = papilla
CVFol FFRELyxTra Bro L M Spl Br fungiforme; RE = epitelio
respiratorio; Lyx = laringe; Tra
= trachea; Bro = bronchi; L =
polmoni; Hea = cuore; Spl
=milza; Br = cervello.

gustducin

Tas2R119

Tas2R126

Tas2R105

Tas2R123

Tas2R134

Tas2R107

Tas2R121

Tas2R13

Tas1R1

Tas1R2

Figura 4.2.3. Controllo su
cDNA RT-. Come standard
interno e stato utilizzato il gene
g della gliceraldeide fosfato
273vp >t A A B R R L L L L L L L2 B deidrogenasi (GAPDH).
L’amplicone contiene un introne
di circa 200 bp, che permette di
discriminare la presenza di
contaminazioni di DNA

M FF Fol CV RE Lyx Tra Bro L Hea Spl Liv Br Gut Sto Tes
GAPDH, +RT

GAPDH, -RT : .
genomico. A ulteriore conferma
= le reazioni di PCR su cDNA RT-

273bp > come templato non danno

I'amplificato.
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Discussione

La funzione delle SCCs nelle vie aeree inferioangora in parte solo speculativa, come riportato
nell'introduzione, ma sulla base di alcuni studnbea coinvolgere la modulazione di risposte locali
a livello epiteliale come I'azione mucociliare, fenzioni secretorie e I'attivazione del sistema
immunitario innato. Per queste funzioni il nostragpo di ricerca ha riportato che anche le SCCs
situate nella trachea, come gia dimostrato perleyeksenti nella cavita nasale, rispondono alle
molecole di “signaling” utilizzate dai batteri (Sbati et al., 2009). Diversamente da quanto accade
per le SCCs nasali la risposta rimane solo loca#iea cellule dendritiche o macrofagi tramite il
rilascio di citochine.

La presenza della classe dei recettori del’lamamoaee quindi essere causa del riconoscimento
delle molecole del “quorum sensing”, e quindi detluzione della risposta da parte delle SCCs.
Tuttavia recenti studi su colture di cellule di#faziate umane hanno prodotto conferme sul ruolo
strategico dei Tas2Rs nelle vie aeree, ma hannadimito anche nuove questioni sul tipo di cellule
che dispongono di questi recettori. Da un latoistuditro su cellule epiteliali umane di trachea o
di muscolo liscio polmonare rispettivamente confamm l'influenza dei recettori dellamaro sul
movimento ciliare (Shah et al., 2009) e sull'indi2 di un effetto bronco-dilatatorio che é stato
convalidato in vivo in modelli di asma in topo, @pande et al., 2010). Dall’altro estendono i tipi
di cellule che presentano i recettori e gli elem@masduttivi del segnale. Questi risultano preisent
all'interno delle ciglia stesse delle cellule etk ciliate (Shah et al., 2009) e addirittura leel
cellule muscolari lisce del tratto respiratorio §bpande et al., 2010). Queste osservazioni mettono
in dubbio I'ampiezza del ruolo delle SCCs nelle aeree inferiori in mammiferi di grandi
dimensioni come l'uomo.

Comunque il fatto che le famiglia di recettori d&aslRs, che nella lingua hanno il compito di
rilevare aspetti positivi del cibo, risulti presentanche nelle vie aeree inferiori, sebbene
limitatamente alla laringe e alla trachea apre miMaterrogativi sul loro ruolo.

Gli stessi recettori implicati nella rilevazione domposti desiderabili nella cavita orale e
nell’intestino, nella cavita nasale, dove monitarda presenza di sostanze irritanti, e nella laing
inducono riflessi protettivi delle vie aeree. Netlachea e probabile che inducano meccanismi

simili a quelli elicitati dai recettori dell’amaro.
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4.3. 1l DCS nell’'apparato digerente

4.3.1. Espressione dei recettori del’amaro nell’apparataigerente

| composti amari sono percepiti nella cavita orateaverso la famiglia multigenica dei TAS2Rs
che e presente oltre che nelle vie aeree e andheatie , dove gli scopi di questo tipo di sensing
sembrano essere la modulazione della motilitd tintde, dell’assorbimento, e la segnalazione
paracrina ed endocrina.

La comprensione del ruolo della famiglia dei TASZR® essere interessante nella prevenzione di
disagi umani e i suoi recettori potrebbero essargarget per i farmaci.

Non e conosciuto estesamente quali dei singoltt@tsiano espressi nell’apparato digerente.

Ho ricercato con la tecnica della RT-PCR l'espm@ssidi alcuni TAS2Rs lungo l'intero apparato
gastrointestinale di ratto. Di un iniziale set dspibili ampliconi, sono state utilizzate solo tgpie

di primer che hanno prodotto una positivita ned@ifla circumvallata. In aggiunta ho eseguito dei
western blot con anticorpi verso due geni addidippar un totale di 10 recettori TAS2Rs vagliati.
Sebbene in ratto sia stato deorfanizzato un smettore (il T2R9/TAS2R105; Bufe et al., 2002),
in base a relazioni di ortologia e omologia di sa con recettori di altre specie di cui sona stat
caratterizzati dei ligandi, per alcuni dei geni Natg ho potuto dare un’interpretazione funzionale.
Infatti nel’'uomo attualmente sono stati trovati tigandi per 20 su 25 recettori umani (Meyerhof et
al., 2010) e nel topo 2 su circa 33 (Chandrashekat., 2000).

Risultati

| risultati di RT-PCR (si veda figura 4.3.1 e 4)3i2dicano che tutti i geni vagliati sono trasecritt
nella papilla circumvallata, nella laringe e neltjano organo vomeronasale, mentre solo un subset
di questi (T2R4, T2R12 e T2R16). risulta presenieha nel tratto digerente. In particolare il
recettore T2R16, che €& stato caratterizzato essgeeifico per il classico composto amaro
denatonium benzoato, appare presente in tutti Sutessprimenti cellule chemosensoriali. In
accordo con I'abbondanza di trascritto attesa makegli amplificazioni nelle papille circumvallage
papille foliate sono molto forti, mentre nelle pépifungiformi risultano spesso assenti 0 sono
molto deboli, come del resto nell’apparato intesgn

In totale abbiamo esaminato i geni dieci: T2R2, 32R2R4, T2R7, T2R8, T2R9, T2R12, T2R16
con RT-PCR, e T2R6, T2R38 con Western Blot. Solw dimjuesti geni del ratto sono stati
direttamente deorfanizzato (il rT2R9), ma per ajtrattro, considerando I'alta omologia di

sequenza, e ragionevole supporre che esse indiaidunedesimo ligando dei loro ortologhi umani
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e murini. Qui di seguito sono riportati i nomi aftativi, ortologhi e ligandi putativi di questi ¢jne
recettori:

I r'T2R9 o Tas2R105 (e il suo ortologo in mT2RBuse) € un recettore per cicloesimide (Cyx)
(Bufe et al., 2002), un inibitore della biosintdsile proteine negli organismi eucarioti, prodatté
batterioStreptomyces griseushe € molto tossico per i ratti. Il Cyx € un rég@e per roditori e la
sua soglia di repulsivita per ratti e topi € mqito bassa di quella di altri stimoli amari (mendLdi
uM), tale che i ratti preferiscono morire di setatfmsto che ingerire una soluzione di 15 microM di
Cyx (Hettinger et al., 2007).

Il rT2R3 0 Tas2R16 (ortologo di hT2R16 e mT3Rper omologia con il recettore umano e
putativamente attivato dalfaconfigurazione del legame glicosidico e dalla piosie sterica del
gruppo idrossile in C4 del piranosio di beta-glugaposidi (Bufe et al., 2002) , una famiglia di
composti che comprende ad esempio la salicinenggalina, ma anche vari glucosidi tossici
cianogeni. Nell'uomo la variante allelica che pdtsmana dieta con un’ingestione cronica di basso
livello degli alimenti cianogeni é stata collegatan una maggiore protezione contro la malaria, ma
in genere in zone dove la malaria non € piu presgatempo € selezionato positivamente l'allele ad
alta sensibilita (Soranzo et al., 2005).

Il FrT2R4 o Tas2r10, ortologo di hT2R10 (al Bt al., 2002) (e mTas2R107 o mT2R4) per
omologia con quello umano sarebbe il recettorerairsna, un fitoalcaloide che provoca
convulsioni muscolari e che viene utilizzato corestjzida per i roditori (il letale la dose e di I m
/ kg), ma e anche una delle sostanze piu amarescoe e il suo sapore € rilevabile in
concentrazioni fino a 1 ppm.

Il rT2R16 o rTas2R108 e ortologo del receteeclassici composti amari denatonium benzoato
e PROP in topo T2R/Tas2R8 o T2R/Tas2R108 (Chanekaslet al., 2000) e in Homo sapiens
hT2R4 o Tas2R4 (Chandrashekar et al., 2000) .

Il rT2R38 e ortologo di mT2R38 e hT2R38, ch&tato definito come un rilevatore di PTC e di
PROP (al Bufe et al., 2005). Comunque date le teaistiche di questi due composti probabilmente
sono rilevati anche da ulteriori recettori dell’axméHayes 2008).

Il feniltiocarbamide (PTC) e il composto tiouredlegato 6-n-propiltiouracile (PROP) sono dei
classici composti amari perché hanno un gruppo icbiin comune, il tiocianato (NC = S), che ha
un sapore amaro e attiva il recettore T2R38 (Bu#d.£2005 ), e che € presente anche in composti
glucosinolati che si trovano naturalmente in Bresstae verdure (broccoli, cavolini di Bruxelles,
cavoli e cavoli) e che e associato con potentitetiati-cancro (Fahey et al., 1997). Non e
conosciuto se oltre questi vantaggi, la presenzaeste sostanze modificare il flusso intestinale o

regolare positivamente la digestione.
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Homo sapiens |rat mouse ligand

hT2R16 rIT2R3 mT2R18 beta-glucopyranosides

hT2R10 rT2R4/Tas2r10 mT2R4/mTas2R107] strychnine

hT2R4 rT2R16/rTas2R108| mT2R8/Tas2R8 denatonium benzoate and 6-n-propylthiouracil ( PROP)

hT2R38 rT2R38 mT2R38 phenylthiocarbamide (PTC) and 6-n-propylthiouracil ( PROP)
- rT2R9/Tas2R105 |mT2R5 cycloheximide

Tabella riassuntiva dei ligandi ipotizzati di alcuri dei recettori studiati in base a considerazioni dortologia. Per
ogni specie e riportato il corrispettivo ortologo & presente. | recettori “deorfanizzati” sono riportati in grassetta

Discussione

Porzione orofaringea

Il primo risultato della presente indagine e ch#i tuT2R indagati sono presenti nella lingua
risultano presenti anche nella laringe. Questone@ale con i dati presenti nella letteratura, e @on
sorprendente se si considera la grande complelsitaste buds. Anche sulla laringe sono presenti
taste buds simili a quelle sulla lingua e moltdutelchemosensoriali che formano un continuo
funzionale con la cavita orale nella rilevazioné @mmposti. Invece fra la cavita orale e I'apparato
digerente vi e un’interruzione di continuita poidhesofago non presenta cellule chemosensoriali.
La presenza di recettori T2R € quindi in accordo @ presenza di un epitelio ricco di cellule
chemosensoriali nella posizione strategica deltende, che é l'ultima barriera di monitoraggio

durante la deglutizione per evitare l'ingestionalginenti nocivi.

Apparato digerente

T2R2, T2R3, T2R7, T2R8 e T2R9

Mentre nella lingua e nella laringe i recettori Naify sono tutti espressi ci sono diversita di
espressione nell’'apparato intestinale. La maggiberdnza € I'assenza di alcuni recettori amaro
(T2R2 cioe T2R3, T2R7, T2R8 e T2R9).

Non e possibile dare una interpretazione certdtrinauesto particolare dato € in contrasto con il
precedente report (che si limita alla parte superdtel tratto gastrointestinale) di Wu e Rozengurt
(2005). Da tempo € nota la diversita di comportaimém riposta all’amaro tra le varieta di ratto.
L’assenza di espressione da noi rilevata per questitori puo significare un livello di espres&on
piu basso e non rilevabile o la mancanza dovusadidersa varieta (in questo caso Wistar rispetto a
Sprague-Dawley). L'importante ruolo delle rT2Réttore per il Cyx) avrebbe fatto ipotizzare la

sua presenza. Comungue la sua assenza potrebbe fessonalmente irrilevante, poiché Cyx e
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per i roditori tanto repellente che la presenzasdel recettore nel tratto gastrointestinale pueress
superflua. E’ interessante notare che risulta esseo dei pochi recettori del’amaro espressi nella
papilla fungiforme (si veda il capitolo precedenf@pbabilmente a causa della sua specializzazione

nel rilevare il Cyx.

T2R16 e T2R4

Questo studio riporta la presenza diffusa in tuttoatto gastrointestinale ad eccezione del colon,
del recettore rT2R4 che probabilmente ¢ il recettiwlla stricnina nel ratto. Questa € un ulteriore
diversita con la precedente sopraccitata ricereanghsegnala la mancanza e che supporta da un
punto di vista funzionale la differenza percettwesiso i composti amari dei differenti ceppi di oatt
Anche I'TT2R16, il recettore del classico compod&d gusto amaro denatonium benzoato e di
PROP, € presente in tutto I'apparato digerente.

Questo dato e in linea con la recente scopertdiofigsione intragastrica di denatonium benzoato
attiva un meccanismo di detossificazione che raala digestione (Glendinning et al., 2008).
Considerata la diffusione e il ligando di rT2R4ggeriamo che allo stesso modo del recettore del
denatonium benzoato anche il ruolo di rT2R4 possere coinvolto in questo meccanismo di
protezione. La presenza di cellule chemosensosiige un ruolo critico nel controllo delle
funzioni di digestione, come l'attivita secretoriattivita di assorbimento e di afflusso di sangue
nel tratto intestinale. Una sostanza amara nebtigdstrointestinale puo ridurre la velocita a cui
sono ingeriti alimenti e prolungare il tempo diektjone. Una capacita indispensabile per i roditori
che sono privi della capacita di espellere le sasdossiche una volta ingerite, perché mancano del
riflesso del vomito.

Cosi come il rT2R16, € ragionevole che il rT2R4lteriori recettori dell'amaro siano coinvolti in
guesto meccanismo, ed e probabile che assiemenabhbi@ampia capacita di rilevazione per
diverse sostanze amare (Meyerhof et al, 2005;.KBiaft et al, 2007 ).

Poiché lintestino pud monitorare i nutrienti imiiti (Hofer et al., 1999) e impiegare diverse
strategie di rilevamento a seconda delle concenttazuminali e le lunghezze di esposizione
intestinale, € corretto ritenere che come per TiliRkcettori dell'umami e dolce (Bezencon et al.
2007; Mace et al, 2007; Margolskee et al, 2007)rdm®@o una diversita di espressione e differente
presenza lungo l'intestino, anche i recettori arpagsenti nel tratto digerente non siano presenti

ovunque.

T2R12, T2R6 and T2R38

| risultati di espressione di T2R12, T2R6 and T2R88fermano i dati concernenti lo stomaco e il
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duodeno riportati in precedenti studi (Wu e Rozend@002 e 2006).

I 'T2R12 e presente nell'apparato digerente sel@arpuse nel tratto tra il digiuno e il colon. |

dati supplementari di Western blot (limitato alpapato digerente) indicano la presenza di rT2R6 in
tutti i tratti ad eccezione del digiuno e dell'ildafine, troviamo che il rT2R38PTC, recettore di
PROP e glucosinolati, & presente solo nello storeawal ceco. | glucosinolati sono scomposti in
isotiocianati dalle mirosinasi vegetali (questoaat se le piante sono consumati crude) nel piccolo
intestino o da mirosinasi batteriche del colon|aoe metaboliti sono rilevabili nelle urine uma?e

3 ore dopo I'assunzione di verdure del geBeessica(Cartea e Velasco , 2008). Questo recettore e
presente anche nel colon umano (Rozengurt e0@8.%, e cio suggerisce una correlazione con la
formazione di isotiocianati.

Se nei ratti i glucosinolati hanno un qualche é&ffdh presenza del recettore rT2R38 permette di
rilevare la loro presenza prima della loro degeamtze; in ogni caso anche i prodotti della
degradazione degli isotiocianati sono amari. QueEstiposti possono essere responsabili di
induzione selettiva all’apoptosi delle cellule tualg a sostegno della potenziale prevenzione e/ o
beneficio terapeutico dei prodotti di idrolisi dgiicosinolati contro diversi tipi di cancro (Fahety

al., 1997).

Generalmente la percezione di una sostanza amareotee con la capacita di una specie di
mangiare una pianta che e velenosa per le altrau@que vi possono essere alcune differenze
intraspecifiche dovute a differenze alleliche.

La capacita di percepire il PTC e un carattere rakaab e persone che possono o che non possono
sentire il sapore del PTC si trovano in tutte lpgdazioni umane, perché c’e stata una selezione
bilanciata di entrambi gli alleli. Se i “PTC tastéhanno meno probabilitd di mangiare alimenti che
potrebbero essere tossici, i non “tasters” handisgosizione una dieta con piu varieta di scelta.
Comunqgue la variabilita nella percezione del gast@ro puo influenzare il rischio di malattie
cardiache, dell’obesita (I'adiposita in donne dizzee eta € associata all'insensibilita genetica al
gusto per PTC e PROP), del diabete, del cancraleede sensazioni emotive (i “super tasters” per
il PROP risultano molto emotivi, Macht et Al. 2007)

Allo stesso modo sono presenti differenze nellagmone del gusto fra i roditori (i topi per
esempio non sono sensibili alle amarezze del PTi(2)le varieta all'interno della stessa specie
(Tobach et al., 1974). Topi che sono ingenierizaatiesprimere il recettore umano del PTC
sviluppano avversita verso questo composto (Muetlat., 2005). Tutte queste evidenze palesano
limportanza dell’espressione o meno di questi tteceo dell’allele presente sia nell'influenzare |

comportamenti alimentari che nell'incidere sullatistica dei disagi.
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Figura 4.3.1. Espressione dei membri della famiglidei Tas2Rs RT-PCR(*) I risultati
perT2R6e T2r38, sono stati prodotti tramite weskdon e limitatamente all'apparato digerente.
Legenda: organo vomero nasale (VNO), laringe (lteaghea (Tra), bronchi (Bro), papilla
circumvallata (CvP), fore stomach (FS), gastriadius (GF), piloro (Pyl), duodeno (Duo), digiuno
(Jej), ileo (lle), ceco (Cec), colon (Col).

CvP Sto Duo Cec Kid Lar Tra

RT+RT- RI+RT- RT+RT- RT+RT- RT+RT- RT+RT- RT+RT-

GAPDH

Figura 4.3.2. Controllo della qualita del cDNA e dassenza di contaminanti negli
esperimenti di RT-PCR. Come standard interno e stato usato il gene A€I03H. Per verificare
'assenza di contaminanti genomici gli esperimeatio stati condotti su campioni di cDNA RT-. .

Legenda: papilla circumvallata (CvP), fore stomé&hO), duodeno (Duo), ceco (Cec), laringe
(Lar), trachea (Tra).

Conclusioni
Le SCCs sparse all'interno del tratto respirataiogastrointestinale, possiedono similitudini

morfologiche e molecolari con le cellule gustatlreguale sostenendo l'idea dell'esistenza di un
sistema diffuso chemosensorial (DCS).
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Quando le spiacevoli sensazioni gustative susaitatenolti composti amari sono mascherate dalla
presenza di zuccheri o di sodio o dall’adattamémdoviduale per il gusto amaro di alcuni innocui
0 se non vantaggiosi (per esempio per la resistalieanalaria) il meccanismo di protezione orale
dall'ingestione di sostanze nocive amare puo essamggirato. La presenza di cellule
chemosensoriali nel tratto gastrointestinale pelergitmonitorare i composti presenti nel suo lume
e puo stimolare meccanismi di detossificazione, ifitade la motilita (Glendinning et al., 2008), la
secrezione, l'assorbimento (Mace et al., 2007grze e anche provocare la risposta inflammatoria
(Bezencon et al., 2008).

Abbiamo osservato che in confronto alla lingua k& dringe, nelle vie aeree e nel tratto
gastrointestinale vi € un numero minore e seledivd2R. E interessante notare che tra i recettori
T2R che risultano espressi nell’apparato digerealeyni sono espressi limitatamente in tratti
distinti. Questa variazione del pattern di espoessiT2R puo riflettere funzioni differenti in diwer
porzioni del tubo digerente e aiutare a ipotizahraolo svolto, ma suggerisce anche che possano
esserci cellule chemosensoriali che esprimano fsgettusters di recettori T2R.

Questo € uno studio preliminare che prende in denazione l'esistenza nei diversi tessuti di
un’espressione selettiva dei recettori T2Rs e dwessita di ulteriori indagini. Oltre ad estendere
guesto vaglio a tutti i geni T2Rs conosciuti, oceoebbe indagare le differenze fra le diverse
varieta. Inoltre occorrerebbe che venissero ideatif i diversi alleli per poterne dare una
interpretazione funzionale. Comunque questo darsblmeun’idea del tipo di specializzazione delle
cellule chemorecettoriali presenti. Per questo specessari studi di microscopia accoppiati a
tecniche di marcatura citologica. La marcatura imouhimica delle cellule che li esprimono
incontra delle difficolta a causa scarsa repetiiked efficienza di anticorpi. Per aggirare la
mancanza di anticorpi disponibili contro la famagli2R e di discriminare con maggiore specificita
rispetto allimmunoistochimica tra le cellule cheseasoriali esprimenti i recettori amaro, Si
potrebbe ricorrere all'impiego di tecniche di ilatbnein situ, andando a rilevare tramite una
sonda di RNA il trascritto genico. Tuttavia quetgenica sebbene dia una specificita molto elevata
e di difficile messa a punto, specie in alcuni iéissCome anticipato nella sezione dei risultati
dedicata alla cavita orale I'utilizzo di sonde potid per I'amaro, che avrebbe dovuto essere di
compendio al presente screening dei tessuti imexdiante PCR, ha dato dei responsi positivi
limitatamente ai taste buds della papilla circudatal D’altronde al momento in letteratura
risultano ancora assenti dati riguardanti la mareatli cellule per i recettori del’amaro nelle vie
aeree e nell'intestino, lasciando pensare che oitapessere aggirato solo con la creazione di
animali transgenici. In aggiunta la piena compremsi della funzione dei recettori dell’amaro

necessita anche di determinare specificita frantigarecettore per ogni singolo T2R, dato che molti
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recettori amari sono ancora orfani del loro ligapairché i test funzionali per T2R espressionesnell
cellule eterologhe hanno avuto poco successo, madchere questa lacuna € possibile sviluppare
diversi modelli di espressione eterologa (Contal.e2006). Molto recentemente la loro funzione in
campo umano ha suscitato interesse sono statdfaéisi sforzi e al momento 20 dei 25 recettori
dell’amaro umani sono stati deorfanizzati (Meyeréoél., 2010).

In conclusione risultati mostrano che in confroatlingua e la laringe, nel tratto gastrointestireale
presente un numero minore e selezionato di recéfiR. La loro espressione lungo il tratto
digerente € variabile, e questo potrebbe rifletteredifferenti funzioni di diverse porzioni e

suggerisce inoltre I'esistenza di clusters di tecet 2R.
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4.3.2. Regolazione dei sistemi di assorbimento duodenalefunzione della dieta

Nel nostro gruppo di ricerca é stata posta I'attame sull'impatto che possono avere gli alimenti
sulla salute. Con il fine di mettere appunto uresig in grado di discriminare gli effetti di alcuni
alimenti sono state elaborate diverse diete integran tali alimenti e sono state amministrate ad
animali di laboratorio. Il progetto coordinato ahitt. Degli Innocenti é stato finalizzato a valetar
con differenti tecniche gli effetti sugli animali.

Sono state impiegate analisi imaging di risonanagmatica nucleare, valutazioni metaboliche sui
metabolici presenti nel siero mediante spettroscMR (risonanza magnetica nucleare), indagini
istologiche e citologiche mediante microscopiacatted elettronica a scansione e a trasmissione, e
analisi di biologia molecolare su alcuni tessuti.

Per quanto riguarda la biologia molecolare si estedi vagliare una porzione dell'intestino in
guanto ha una grande capacita di adattamento fogizi@l tipo di dieta e perché é I'organo dove
gli effetti sono piu diretti.

L’arrivo stesso dei nutrienti &€ paradossalmenteatssiderarsi una fonte di stress per I'organismo,
poiché rompe 'omeostasi, e devono essere attiwatii meccanismi che limitino I'assunzione del
cibo, mentre i pasti sono in corso (Woods, 1991).

La veloce rigenerazione dell’epitelio intestinalereindicatore della capacita di adattamento dovute
a eventi di compensazione. Tuttavia il perdurarendi situazione di stress alimentare oltre a essere
causa di inflammazioni croniche puo attuare deltdificazioni che possono essere prolungate e
comprendere meccanismi di desensibilizzazione. Quesomeno pud avvenire per esempio da
parte di un alimentazione ricca in grassi, e vanalizzato nel prossimo capitolo.

E possibile che anche le SCCs vengano coinvoltguiesti meccanismi, e che possano essere
sensibili a certi tipi di dieta.

Per esempio si conosce che la completa attivazlenmeccanismi adibiti all’'uptake degli zuccheri
(SGLT1 e GLUT?2) e dovuta alla stimolazione delltetdimero recettore del dolce Tas1R2-Tas1R3.
E interessante notare che dato che questi receftmmoscono a livello intestinale anche i
dolcificanti artificiali. Ne consegue che questilaiicanti dal basso contenuto calorico e l'alta
capacita dolcificante hanno comunque la capacitaatisimizzare I'assorbimento intestinale degli
zuccheri ponendo degli interrogativi sull’effett&videlle loro proprieta dietetiche (Mace et al.,
2007).

Sono state quindi vagliati se vi erano cambi nglifessione dei recettori delle famiglie dei Tas1lRs
e dei Tas2Rs.
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Poiché le diete integrate introducono rispetto digde standard degli sbilanciamenti nella quantita
di peptidi, zuccheri, o acidi grassi e stato valutse sono stati indotti dei mutamenti a livello di
espressione degli elementi coinvolti nel loro assoento e nella secrezione. Le indagini di RT-
PCR sono semiquantitative e sono finalizzate aarke solo cambiamenti macroscopici rispetto agli
animali di controllo che hanno seguito la dietandtad, e la loro abbondanza relativa e rapportata

al livello di espressione del gene GAPDH che éatéitizzato come gene normalizzatore.

Materiali e metodi

A ratti Wistar di 6 settimane di eta di circa 20@igpeso e stata somministrata per 1 mese una dieta
supplementata con alcuni alimenti utilizzati neliteentazione umana. Gli oli e la margarina sono
stati somministrati utilizzando pane come vettpes, cui la dieta di controllo € supplementata con
pane rispetto a una dieta standard)

Le diete testate:

Dieta controllo

Olio di cocco

Olio di oliva

Margarina

Farina di castagne (cruda)

Formaggio “abbucciato”

Carne chianina (cruda)

Per le indagini é stato estratto 'RNA totale dampioni di tessuto di duodeno di 5 animali per
gruppo dietetico, utilizzando il reagente TriFaBuroclone, Milan, Italy), secondo le istruzioni
indicate dal produttore.

Dopo il controllo dell'integrita su gel e la quditazione spettrofotometrica, per ogni gruppo e
stato fatto un pool dei singoli RNA. g di RNA totale é stato trattato con RNase-freeaBd|
Amp Grade (Invitrogen, Milan, Italy) per rimuoveegentuali tracce di DNA genomico ed é stato
sintetizzato il cDNA utilizzando M-MLYV reverse tragriptase (Invitrogen). Le RT-PCR sono state
eseguite utilizzando un termociclatore Eppendorstdicycler e i livelli di espressione sono stati
normalizzati utilizzando il gene GAPDH come standaterno.

| prodotti ottenuti con la PCR sono stati idensficin base alla loro dimensione mediante
elettroforesi su gel al 1,5% di agarosio. Per ofgaitamento si € proceduto alla valutazione
dell'espressione del seguente pool di geni:

T1R2 per la rilevazione del dolce,
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SGLT1, GLUT2, GLUTS5 per il trasporto di glucosidrattosio,

T1R1 per la rilevazione di aminoacidi,

PEPT1 per l'uptake di peptidi

T2R2, T2R3, T2R4, T2R6, T2R7, T2R10, T2R12, T2R88Bla rilevazione di sostanze amare,
CD36 e FATP4 per 'uptake di acidi grassi,

CC26 per la secrezione esocrina

La subunitd alfa della G-protein gustducina pemate gli elementi esprimenti recettori

chemosensoriali.

Risultati

La presenza dei marcatori delle cellule chemoséiser risultata di difficile rilevabilita a causa
della bassa presenza degli stessi, e del sistepra&léivo del tessuto per I'estrazione del RNA, che
non e stato limitato al solo epitelio ma estestnédiro organo. Per cui hon sono riportati risultat
riguardanti la loro espressione. L'espressiongid&nenti geni sono riportate in figura 4.3.3.

Per quanto riguarda il gene per I'assorbimentoidcemtli grassi FATP4, il trasportatore attivo del
glucosio SGLTL1. In contemporanea alla nostra ree€rstato riportato che in ratti Sprague-Dawley
un infusione duodenale di tre ore di glucosio aumdimo a 3 volte I'espressione di questo
trasportatore rispetto a una infusione di acqueai®s et al., 2010). Potrebbe trattarsi di un teffet
acuto, e comunque un caso limite con un contralor@essun nutriente, quando in una situazione di
alimentazione normale vi sono comunque gli zuccklerivati dalla digestione dei carboidrati.
Comungue se nel nostro studio vi fosse un effeifloS$GLT1 la grossolanita della tecnica di
guantificazione non lo rileverebbe.

Se l'espressione del trasportatore attivo del glic&GLT1 non appare incrementabile in queste
diete, non e cosi per i trasportatori passivi degticheri. Come ipotizzabile appare un incremento
del trasportatore solubile di membrana GLUT5 chedeadicato al trasporto del fruttosio
limitatamente alla dieta con farina di castagngnita contenente in maniera apprezzabile questo
nutriente.

Inoltre vi € in aumento anche del GLUTZ2, che é cii al glucosio, sempre nella dieta con farina
di castagne ma in particolar modo con la dietegratia da carne.

Stranamente in questa ultima dieta il trasportattirgpeptidi appare espresso piu debolmente.
Potrebbe trattarsi di un meccanismo di compensazidovuta all’eccessiva assimilazione di
proteine.

Per quanto riguarda la proteina di secrezione Q@6vi sono cambi di espressione eccetto per la

dieta con la margarina. Su questo effetto si pasdare solo delle ipotesi ma sicuramente puo
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essere interpretato negativamente. Infatti CC2&ipde un’attivita perossidasica che protegge da
stress ossidativi (Fisher et al. 1999).

Un discorso a parte € dedicato al trasportatordi deidi grassi CD36, che oltre a facilitare
'assorbimento funge anche da rettore di questipmst funzionali svolgendo diverse mansioni
all'interno dell’organismo (recettore gustativontwllo del’'omeostasi e “scavenger receptor”). La
sua espressione appare fortemente diminuita nedla drricchita con formaggio e carne. Il suo
livello espressivo potrebbe avere delle oscillaziorrisposta a i pasti, anche se sembra che venga
diminuito da assunzione cronica di elevate quadiigrassi. Queste differenze richiedono maggiori
approfondimenti a causa del coinvolgimento di quegicoproteina di membrana in meccanismi

che inducono sazieta. Questa interessante possiagine discussa nel prossimo capitolo.

=

pane cotco  oliogl. marg.  castagna formaggio carne

GAPDH

SGLT1

GLUTZ

GLUTS

PEPT1

FATP4

CL36

CC26

Figura 4.3.3. L’espressione dei geni indagati nellsette diete testatgcontrollo, olio di cocco,

olio di oliva, margarina, farina di castagne, fogg& “abbucciato”, carne chinina).
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4.4.3 Influenza delle diete lipidiche sul sensing intestale degli acidi grassi e sul controllo

della saziazione

Ambito del progetto

Sempre nell’lambito del progetto volto alla di valnibne degli alimenti umani su animali da
laboratorio, sono stati studiati gli effetti di afg oli alimentari.

Sono stati presi in considerazione degli oli ex@érgine di oliva, alimento caratterizzante la dieta
mediterranea e risaputamente provvisto di diversprieta benefiche per la salute.

L’intero studio coordinato dal dott. Degli Innoceatstato progettato per trovare delle differemae f
3 miscele di oli extravergini di oliva di origine@ertata (lago di Garda, Arezzo, Grosseto) grazie
alla sensibilita della NMR nel rilevare i metabolie! siero.

Si tratta di un protocollo innovativo per testam@rsolo I'impatto degli alimenti sull’organismo
tramite la loro somministrazione controllata, malaper valorizzare la tipicita degli stessi.

A confronto sono state poste una dieta suppleneentat olio di oliva extravergine di bassa qualita,
una con olio di cocco e un gruppo di controllo.

Complessivamente sono state testate 6 differeeti din altrettanti gruppi di 5 ratti maschi e Sirat
femmine, per un totale di 60 ratti. La dieta éastablto prolungata per circa 2 mesi, e il contenuto
di energia proveniente da grassi € stato del 20%hddo da massimizzare gli effetti prodotti.

In questo progetto I'utilizzo della biologia moldae e stato focalizzato nell’evidenziare quali
fossero gli aspetti negativi di una dieta riccaacidi grassi saturi rispetto al consumo di olio di
oliva, oltre agli eventuali vantaggi del consumootio di oliva. Come organi sono stati presi in
considerazione l'intestino prossimale a causa al&ll’'carico diretto di grassi ingeriti, il tessuto
adiposo inguinale e il fegato poiché coinvolti metabolismo dei grassi sono molto suscettibili ad
un elevato apporto cronico di lipidi.

Per prima cosa é stata vagliata se I'espressioneEayeli due trasportatori degli acidi grassi, il
FATP4 e il CD36, cambiasse fra le diete median& tiene PCR semiquantitativa. L'espressione
della proteina FATP4 non risultava cambiare fradieerse diete, come confermato anche nel
capitolo precedente. Invece e stato notato chpréssione del CD36 diminuiva rispetto al controllo
principalmente nella dieta con olio di cocco.

Non essendoci differenza apparente tra gli oliaaergine di oliva pregiati la ricerca é stata et

al gruppo di controllo e alle diete supplementare clio di cocco, olio di oliva di Arezzo e olio di
oliva di basso pregio merceologico. Quindi é stioiso di verificare e quantificare tramite PCR
real time i livelli di questi cambiamenti. Le difemze trovate hanno spinto a studiare anche altri

due geni che coinvolgono il CD36 nella produzionardsegnale di sazieta.
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Riassunto

Introduzione Il consumo di olio di oliva & implicato nei benefdella dieta mediterranea, e il suo
piu abbondante componente, I'acido oleico, é itprsore metabolico del mediatore lipidico OEA.
Nell'intestino prossimale livelli postprandiali dDEA attivano PPARx inducendo un effetto
anoressico. E’ noto che una dieta lipidica infleissulla espressione della traslocasi degli acidi
grassi CD36, e che la delezione di questo genesahbalivelli intestinali di OEA, ma sono
mancanti studi di diete che prendano in considerezquesta relazione.

materiali e metodi Abbiamo indagato in ratto gli effetti sul duoderidggato e il tessuto adiposo
di una dieta di 2 mesi supplementata con olio taob con olio di cocco (olio saturo) valutando i
livelli di trascrizione genica di CD36, di NAPE-PL{Denzima che sintetizza OEA), di PPAR€
affiancando indagini di istologia e MRI.

risultati  Riportiamo che una dieta iperlipidica rispetto ahtrollo comporta nel duodeno un calo
di tutti e tre i marcatori molecolari ma in manienaggiore per I'olio di cocco, che induce anche
inflammazione, mentre a livello del fegato portauadgrande incremento di espressione di CD36.
Conclusioni Come presupposto nel duodeno la diminuzione di C®2@compagnata ad un calo
di NAPE-PLD e PPAR+. L'esistenza di una correlazione di espressiongudsti geni supporta
l'ipotesi che CD36 abbia un importante ruolo nefladulazione di NAEs e quindi nel controllo
dell'appetito. La diminuzione di questo tipo di sieg intestinale unito agli effetti infammatori
sono ulteriori elementi dannosi della tipica dietzidentale ricca in grassi, soprattutto se saturi.
grassi saturi hanno un evidente impatto negatiahemel fegato dove e presente una tendenza alla

steatosi, mentre la dieta con olio d’oliva non seardmmportare effetti indesiderati.

Introduzione

Proprieta dell’olio di oliva

E conosciuto che un regolare consumo di olio dieole associato a diversi benefici come la
riduzione dei disagi alle coronarie del cuore,’dtdlogenesi, la prevenzione dell'ossidazione delle
LDL, e proprieta anti inflammatorie e vasodilatator

Questo alimento e una miscela di composti che agscdifferenti vie metaboliche, e da tempo

molte ricerche sono state e vengono tuttora irmhtz a valutare l'effetto della componente

polifenolica, terpenica e di sostanze antiossidsuita salute (Cicerale et al. 2009, 2010; Camargo
et al., 2010; Estruch, 2010; Konstantinidou et2010), ma ultimamente 'attenzione si € spostata
anche sul contenuto in acidi grassi insaturi €aitlo oleico, I'acido grasso piu presente nelboli

d’oliva. Infatti & stato individuato nell'intestintenue un meccanismo di controllo dell'uptake di
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acidi grassi e dell'induzione di “saziazione” (cioe senso di sazieta che aumenta la latenza fra un
pasto e l'altro) che funziona controllando il likeldel mediatore lipidico Oleoylethanolamide
(OEA), di cui l'acido oleico € il precursore metdibo, e che in altri tessuti € coinvolto nel

controllo del metabolismo dei lipidi.

L’assorbimento degli acidi grassi per via diffusiva

Negli ultimi anni approcci biochimici hanno suggerun coinvolgimento di specifiche proteine nel
trasferimento attraverso le membrane cellulari dong-chain fatty acids” (LCFA), e
conseguentemente € stato pensato che solo i cortedt acidi grassi venissero assorbiti per
diffusione.

Sono state caratterizzate tre proteine preseraHataffinita per gli LCFA che sono localizzati leel
membrane con orsetto a spazzola (“brush border mereh BBM) degli enterociti: la “plasma
membrane—associated fatty acid-binding protein”’BPAm), la “fatty transport protein 4” (FATP4)
e il “fatty acid transporter” (FAT) o CD36. Recemtente nuove evidenze sui meccanismi cellulari
e molecolari coinvolti nell'assorbimento del grassdl’intestino hanno spinto a riconsiderare il
meccanismo di assorbimento dei grassi nell'intesfper una review vedere Niot et al., 2010). Ora
e stato proposto che tutti gli acidi grassi lib¢free fatty acids”, FFA) possano attraversare le
membrane plasmatica degli enterociti a grazie astrado “non mescolato” (unstirred water layer)
in contatto con le BBM degli enterociti che cosste un microclima in grado di promuovere la
permeazione degli LCFA. Infatti un complesso dcgjiroteine formato dal muco e dai glicocalici e
un li confinato basso pH generato da pompe prdtenmermette agli LCFA di protonarsi e di
attraversare spontaneamente la superficie. Una yotitonati gli LCFA sono assorbiti all'interno
della membrana superficiale e in seguito ricollbdat foglietto esterno a quello interno del doppio
strato di fosfolipidi mediante un movimento “flifpp”, ed infine de-assorbiti dal foglietto interno
dentro vescicole. Proprio il movimento flip flogratverso il doppio strato di fosfolipidi sarebbeoun
step limitante nell’assorbimento a causa di limdae steriche, ma é stato proposto che queste nella
punta dei microvilli sarebbero minori e che quiridi li sarebbe maggiormente favorita la
permeazione degli FFA (Kampf et al., 2006).

A causa di questo occorre notare che non soldgl sull’assorbimento dei grassi in altri tessuti
non da indicazione sull'assorbimento intestinala,ehe anche gli studi effettuati su cellule isolate
perdono di rilevanza, mentre rimangono validi glids condottiin vivo con metodi che rispettano il

microclima intestinale e la circolazione linfatica.
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Ruolo di CD36 negli enterociti

In questa innovativa visuale le tre proteine di rhema con affinita per i lipidi isolate nella BBM
degli enterociti acquistano nuove possibili funzidn particolar modo la glicoproteina CD36, che
presenta un largo dominio extracellulare idrofobtom un’alta affinita per gli LCFA protonati e
un’espressione modificabile dalla dieta, che pdteetavere interessanti coinvolgimenti nella
segnalazione cellulare.

Infatti Niot riporta che loro dati non pubblicatidicano che quando ratti tenuti a digiuno sono
alimentati vi € una rapida e lipide-dipendente igpame del CD36 dalla BBM degli enterociti
attraverso un meccanismo sconosciuto. L’autore ewiggge un possibile coinvolgimento nella
segnalazione cellulare seguito da degradaziorevatso la ubiquitina. L’ipotesi della degradazione
appare possibile dato che studi su linee celludEK e su ovociti hanno gia riportato
l'ubiquitazione di CD36 a seguito di esposizionacao palmitico e acido oleico (due ligandi di
CD36), mentre linsulina ha un effetto opposto —itBn2008). Comunque gia in precedenza
Schwartz ( 2008) aveva suggerito che CD36 potessere coinvolto nel controllo del messaggero
lipidico oleoylethanolamide (OEA), un mediatoreidigo anoressizzante membro della famiglia

delle N-acylethanolamines (NAES).

L’ effetto anoressizzante dei NAEs e la loro modulaone

Le NAE sono una famiglia di lipidi che includonoeido-cannabinoide anandamide (o
Arachidonoyl Ethanolamide, AEA), e che possiedonifetit antinfiammatori, analgesici,
neuromodulatori e agiscono sulla regolazione dmbléito.

Questo ultimo aspetto € molto interessante perctsda®d dimostrato che il livello NAEs é
influenzato dall’alimentazione e dalla dieta e cha@o precursori sono LCFA. Considerando che il
livello di anandamide aumenta durante il digiunmetando I'appetito e diminuisce dopo il pasto, il
livello dei lipidi anoressizzante OEA, palmitoila@amide (PEA) e linoleoylethanolamide (LEA)
(e dei loro precursori corrispondenti) hanno unaanento opposto (Petersen et al. 2005; Fu et al,
2007). Questo effetto anoressizzante sembra essti@ato attraverso l'attivazione degli attivatori
trascrizionali “peroxisome proliferator-activateeceptorsa” (PPAR-0), € necessita di una fibra
sensoriale vagale intatta perché agisce attrad@atsivazione del nucleo del tratto solitario nella
corteccia cerebrale e il nucleo paraventricolatéipalamo (Hansen e Diep 2009; Borrelli e 1zzo
2009). Fu (Fu et al., 2007) ha riferito che la msoinistrazione di cibo nel ratto a digiuno per 24
ore induce un veloce (10 minuti) aumento del lvell OEA negli enterociti mentre quello di PEA
rimane invariato e quello di AEA diminuisce. | lliiredi OEA sono aumentati sia da un immediato

aumento di attivita di sintesi dell'enzima NAPE-PkcBe da una maggiore espressione dell’enzima
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(a 60 minuti € misurato un aumento di trascrizideemRNA). Successivamente lo stesso autore
(Fu et al., 2008), attraverso I'impiego di vettemali per aumentare localmente la trascrizione di
guesto gene, conferma che il semplice aumentopdessione del mMRNA di NAPE-PLD induce un
aumentare del livello di OEA e PEA, un incremengdl’dspressione di PPAR: e di CD36, e
stimola un effetto anoressico. Comunque OEA senelssere il mediatore piu importante tra i
NAEs anoressizzanti perché LEA, attraverso sominaane orale, non inibisce I'assunzione di
cibo (Petersen et al., 2005), e PEA possiede umarntapacita di attivazione rispetto a OEA
(concentrazione a cui attiva PPARal 50% , EC50 = 3.itM per PEA, EC50 = 120 nM per OEA).
In condizioni fisiologiche PEA attiva PPARmMolto piu lentamente di OEA, che raggiunge invece
concentrazioni nel piccolo intestino che possotivaae completamente PPAR{300 nM) (Fu et
al., 2007).

Effetto delle diete sui NAEs

E rilevante che la dieta ad alto contenuto di gré&sE%) riduca i livelli di NAE nel digiuno in
modo diverso a seconda del tipo di grasso ammandgstfArtmann et al. 2008). L'elaborazione
ulteriore di questo studio (Diep et al. 2010) ripoche i livelli di PEA, OEA e Lea hanno una
diminuzione in funzione del livello del contenutograssi presente nella dieta e della lunghezza del
periodo di somministrazione e suggerisce la presafizun "sensore del grasso" nel piccolo
intestino. Questo aspetto € molto interessantd'gienentazione umana, perché I'alto contenuto in
grassi della dieta occidentale potrebbe ridurieajaacita di percezione di un segnale anoressizzante

corretto attraverso la modulazione dei NAEs.

Possibile ruolo di CD36 nella segnalazione cellular

Come gia menzionato Schwartz (Schwartz et al., PB@8roposto per primo che poiché CD36 e
necessario per la risposta di OEA al “refeedingingieme al PPAR: stesso € uno dei geni
bersaglio dell’attivatore trascrizionale PPARFuU et al., 2003), CD36 potrebbe partecipare ad
un’amplificazione del meccanismo anoressico incraarelo il livello di OEA. Successivamente &
stato riportato che l'eliminazione genetica di C[@36orrelata alla diminuzione nel digiuno (ma non
nel duodeno) del livello di OEA (Guijarro et alQID), che assieme ai riferimenti riportati da Niot
sulla scomparsa di CD36 dalla BBM degli enterogiiot et al., 2010) suggeriscono un suo ruolo

nella segnalazione cellulare.

Il nostro studio

| pochi studi condotti sugli effetti di brevi dietperlipidiche o di somministrazione LCFA hanno
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riportato riferito di contrasto sull’espressionedid36. Mentre alcuni riportavano un incremento del
CD36 (Poirier et al, 1996; Petit et al., 2006)iialha diminuzione (Che net al., 2001). In paricel
Chen riporta per la prima volta che esiste un’espome differenziale lungo 'asse intestinale, @ ch
una dieta iperlipidica diminuisce i livelli di CD36 maniera significativa limitatamente al digiuno
e al duodeno (questo ultimo in maniera maggiora).canduzione di una dieta prolungata per 2
mesi di una dieta povera in grassi e di una dietarin LCFA grassi insaturi (olio di oliva) o LCFA
saturi con una buona presenza di acidi grassi dliankinghezza (olio di cocco), & stata la
condizione di partenza per indagare aspetti chespan stati ancora chiariti. Infatti attualmente in
letteratura manca uno studio che prenda in coresadre gli effetti di una dieta iperlipidica sid su
livello di espressione CD36 che sulla sintesi diBE¢Aanoressizzanti, e che potrebbe chiarire se
esiste una relazione tra la variazione glicoprateanil livello di segnalazione anoressizzante, che
candiderebbe CD36 come sensore del grasso nellgictestino. Con I'obiettivo di rispondere in
parte a queste questioni e valutare anche l'impzatia salute e sui tessuti abbiamo I'espressione
del mRNA di CD36, NAPE-PLD and PPAR-nel piccolo intestino, estendendo la ricerca anche

nel fegato e nel tessuto adiposo inguinale.

Risultati

Intestino

La quantificazione attraverso la real time PCR moshe l'implementazione della dieta con oli
grassi induce una diminuzione pronunciata deiliidélespressione di CD36 nel duodeno (fig. 4.4.1
A). Tuttavia abbiamo trovato che nelle diete can di oliva la riduzione € minore rispetto a quella
con olio di noci di cocco e questo presume un itepainore.

Simile e il profilo di espressione del mMRNA di NAFHED, con una minor riduzione nella dieta con
olio extra vergine di oliva di qualita rispetto alire diete ad alto contenuto di grassi. Anche per
I'espressione del mRNA di PPARYVi € un calo importante rispetto alla dieta a basmtenuto di
grassi. Interessantemente tra le differenti dietevello di espressione di NAPE-PLD e PPAR-
sembra seguire lo stesso trend di espressione CD36.

Per valutare la potenziale relazione tra I'espoessidi questi geni nel duodeno si € calcolato il
coefficiente di correlazione di Pearson. Abbianuvato I'esistenza di una correlazione positiva tra
i livelli di mRNA di CD36 e NAPE-PLD (r = 0,757, p 0,004), CD36 e PPAR-(r = 0,725 P =
0,008) e NAPE-PLD e PPAR{r=0,595, P =0,041).

Le analisi istologiche hanno evidenziato a livelloodenale nei gruppi a dieta iperlipidica un

modesto aumento dell'infiltrato linfatico nella noga. Tale infiltrato, negli animali sottoposti a
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dieta supplementata con olio di cocco da luogadadml ammassi nella tonaca propria che arrivano
a scompaginare I'architettura villare.

L’esame ultrastrutturale in duodeno ha evidenzrépetto ai controlli una riduzione dell’orletto
microvillare negli animali trattati con cocco (11@fn rispetto a 1242 del controllo), mentre per le
diete con olio d'oliva l'orletto appare ben consdo: Successivamente per verificare se questa
tendenza € simile piu distalmente nell’ intestiabbiamo esteso I'analisi sull'espressione dellRNA
anche nel digiuno mediale degli animali stesstdfatcezione per I'olio d'oliva di alta qualitap(f
4.4.1 B). A livello di digiuno vi € una diminuziorsggnificativa, ma piu piccola nell’espressione di
CD36 e di NAPE-PLD, ma senza differenze signifiatira le diete iperlipidiche, mentre tra
'espressione di PPAR-non c'e differenza nemmeno tra le diete ricchgrassi con quella povera

in grassi.

Figura 4.4.1.1 livelli di espressione dei tre geni misurati nedduodeno e nel digiunol dati di
PCR real time relativi ai tre geni nel duodeno @) igiuno (B) sono raffrontati fra le diete,
ponendo arbitrariamente a 1 il valore della dieta cdntrollo. L'abbondanza relativa
dell'espressione dei tre diversi geni viene contfata tra il duodeno e il digiuno (C,B,E)(e viene
riportato il rapporto ponendo il valore misuratd deodeno uguale a 1). Le diverse lettere indicano
gruppi significativamente diversi, gli * indicanbgrado di significativita calcolato con il test di
Student (* = < 0.05, ** = < 0.01, *** = < 0.001)aldeviazione media standard e indicata dalle
barre; n = 3.
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Come conseguenza nel digiuno abbiamo trovato umealamione di Pearson significativa di solo tra
i livelli di mRNA di CD36 e di NAPE-PLD (r = 0,92 = 0,001).

Il confronto tra I'abbondanza relativa tra duodenel digiuno (figura 4.4.1 C, D, E) permette di
osservare che, mentre i livelli espressivi di C@&fla dieta a basso contenuto di grassi sono simili
nelle diete iperlipidiche il livello di mRNA digilwle CDD36 sono molto piu elevata di quella
duodenale (5 -10 volte).

Inoltre nel trattamento dietetico povero in grashvelli di espressione di PPARx duodenale
risultano 20 volte piu abbondanti di quello delidigp.

Per controllare che I'effetto dieta sull'espressiganica sia dovuto alla somministrazione cronica e
non alla singola assunzione abbiamo somministrataniunica dose una quantita di olio pari a
guella somministrata giornalmente. Dopo sei orédadsdmministrazione acuta di olio d'oliva non

sono rilevate differenze di espressione per i ém@ gonsiderati (figura 4.4.2)

Fegato

Nel fegato i dati di espressione dei 3 geni prastonsiderazione (figura 4.4.3A) non mostrano
correlazioni tra le loro variazioni di espressiorie. ogni modo riportiamo delle differenze
significative all’interno delle diete. C’é un gramdffetto di sovraespressione di CD36 causato dalla
grande quantita di acidi grassi saturi presentargieta con olio di cocco, mentre le diete cow oli

di oliva non differiscono da quella di controllo.

Per quanto riguarda il NAPE-PLD c’é una sotto ragmne rispetto al controllo, ma non per l'olio
di oliva ad alta qualita. Invece I'espressione BAR- o decresce indiscriminatamente in tutte le
diete ricche in grassi.

acute induction

B8 control
@ olive oil

adbundance relative

Figura 4.4.2. Effetti sul duodeno di una somministzione acuta di olio A sei ore dalla
somministrazione non si misurano differenze sigatfive mediante I'analisi della varianza (n = 5).
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La MRS ha mostrato che in tutti i gruppi trattagnadieta iperlipidica si ha un aumento significativ
rispetto al tempo O dei lipidi intra-epatici. Talamento non e tuttavia significativamente superiore
a quanto si ha nei controlli a dieta standard nstésso lasso di tempo. Tra i vari gruppi a dieta
iperlipidica non si hanno differenze di rilievo pgunanto riguarda la quantita di lipide misurata
tramite rapporto idrolipidico.

Negli animali trattati con olio di oliva si ha ins® un significativo aumento dell'indice di

insaturazione, che non si ha negli altri gruppi.
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Figura 4.4.3.1 livelli di espressione dei tre geni misurati nefegato e nel tessuto adiposd.dati

di PCR real time relativi ai tre geni nel fegato) @nel tessuto adiposo (B). sono raffrontati &a |
diete, ponendo arbitrariamente a 1 il valore ddikta di controllo. Le diverse lettere indicano
gruppi significativamente diversi, gli * indicanbgrado di significativita calcolato con il test di
Student (* = < 0.05, ** = < 0.01, *** = < 0.001)aldeviazione media standard e indicata dalle
barre; n = 3.
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Nessuna differenza significativa si € invece avigiiiindice di poliinsaturazione. Che si abbassa in
tutti i gruppi a dieta iperlipidica rispetto ai dowlli.
| controlli istologici hanno rivelato una normalerfologia del fegato in tutti gruppi.

Tessuto adiposo

Nel tessuto adipose inguinale I'espressione del ARINCD36 € diminuita dalle diete ricche in
acidi grassi, ma in maniera piu elevata nelle dosta olio di cocco, mentre I'espressione NAPE-
PLD diminuiscesi molto ma indiscriminatamente itidue diete grasse (figura 4.4. 3 B).

Il PPAR-a e diminuito dalla dieta con olio di cocco, ma menwlio di oliva economico non crea
cambiamenti rispetto al controllo, I'olio di olivdi alta qualita raddoppia i suoi livelli. Riportiam
I'esistenza di un link tra 'abbondanza relativaxd®NA di CD36 e PPARe. (r = 0.656, P = 0.020).

Discussione

Intestino

Studi che si sono avvalsi dell'utilizzo di delezéogenica di CD36 e PPAR-hanno evidenziato il
loro necessario coinvolgimento nell’induzione dehso di sazieta da parte dei NAEs (Schwartz et
al., 2008). In aggiunta la loro espressione risulthucibile attraverso la somministrazione esogena
o endogena di OEA (Yang et al., 2006; Fu et al,020che & utilizzabile per indurre “saziazione”,
al contrario la delezione genetica di CD36 e cateelalla diminuzione del livello di OEA nel
digiuno (Guijarro et al., 2010). Questi dati caratid a nuovi ruoli il trasportatore di membrana
CD36 e spingono a fare nuove considerazioni saldigrigliceridi introdotti con la dieta, poiché é
stato riportato come differenti oli alimentari, paso influenzare i livelli di NAEs sia nell'intest

che in altri tessuti a causa della differente cosigione dei loro precursori metabolici (Artmann et
al., 2008). Inoltre I'attivazione di PPARx a livello intestinale gioca un ruolo importantel ne
regolare diversi pathway metabolici, I'apoptosl eiclo cellulare e nella repressione della rispost
inflammatoria (Blnger et al., 2007). Date questenm@sse era presumibile supporre che l'acido
oleico assunto con la dieta, essendo il precunsm®bolico del mediatore lipidico OEA, potesse
agire nell’intestino alla stregua di un farmaco redye sulla stessa catena di amplificazione del
segnale tramite 'aumento dei livelli di OEA, avendn’azione di induzione di PPAR: e del

trasportatore CD36.

Le diete lipidiche abbassano I'espressione duodedalCD36

Pochi studi di somministrazione alimentare prolindgemnno considerato il cambiamento dei
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trasportatori degli acidi grassi intestinali, irrjg@olare per la glicoproteina CD36.

Da tempo € chiaro che la sua abbondanza nei diseggnenti intestinali di trasportatori di acidi
grassi rispecchia il maggior uptake di acidi graediintestino prossimale (Chen et al., 2001).

In ratto e stato riportato che una breve dietareligiorni con olio di girasole accresce in tutto
lintestino i livelli di CD36 (Poirier et al., 1996 mentre in topo viene riportato che una high-fat
diet induce un incremento nel digiuno di CD36 eidhasportatori lipidici (Petit et al., 2006)
trovando che l'intestino si adatta alla richiestamimaggior assorbimento di grassi.

In letteratura non sono presenti lavori che ripwtauna dieta ricca in grassi diminuisca
I'espressione di CD36. Noi riportiamo un calo dpressione duodenale di CD36 in seguito a una
dieta iperlipidica di 2 mesi piuttosto marcato (attimmento di circa 10 volte).

A questo calo si accompagna anche quello di espressli NAPE-PLD e PPAR & (che € in
accordo con i cali dei livelli di NAEs gia desdaritla altri autori (Diep et al., 2011). Inoltre
riportiamo l'esistenza di una correlazione diretta le espressioni di questi tre geni che
confermerebbe il possibile ruolo di CD36 nella madione dei NAEs almeno nel duodeno,
sebbene siano state considerate diete differenti.

Effetto dovuto a una regolazione di feedback

Il calo di espressione di questi geni, come avvigiadironde per gli “anorectic” NAESs in risposta
ad una dieta iperlipidica, potrebbe essere doviacad un effetto postprandiale (Petersen et al.,
2006; Fu et al., 2007) che a un effetto cronicaefDet al., 2011).

Infatti potrebbero avvenire veloci regolazioni detflback anche per CD36 in concomitanza delle
modificazioni dei livelli di NAEs che sono legateliaelli di attivitd enzimatica e trascrizionali d
NAPE-PLD (Fu et al., 2007).

| livelli intestinali di NAPE-PLD cambiano in relaane al feeding e al digiuno, e sebbene questo
ciclo di attivazione e repressione genica nontsiginemente studiato i dati presenti in letiera
permettono di fare alcune considerazioni .

Viene riportato che in ratto in seguito ad un digiiprolungato 24 ore, il refeeding causa un quasi
istantaneo aumento dell’attivita enzimatica e wreémento nella trascrizione genica che € massimo
attorno ad un’ora, per poi ritornare ai livelli Be€ondizione free feeding dopo 4 ore di espos&ion
al cibo (Fu et al., 2007). Similmente I'espressidn€D36 subisce un decremento in seguito ad un
ora di somministrazione di oleato tramite gavageduodenale (Chen et al., 2001).

Potrebbe quindi esistere anche a livello deglirexig dei meccanismi di feedback sul traslocatore
CD36 che potrebbe coinvolgere il trafficking nebebl, il riciclo e la degradazione. Uno studio su

cellule HEK e ovaociti (Smith et al., 2008) ripontm’ubiquitinazione in seguito a esposizione ad
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acido palmitico o acido oleico. Questo sarebbeceoedo con quanto riferisce Niot (Niot et al.,
2010) che riporta una sparizione del CD36 dalla BBM

Schwartz ha proposto che CD36 oltre ad avere ulo mell'incentivare la produzione dei NAEs,
abbia un ruolo di amplificazione del segnale poithéivazione di PPAR-a induce anche la
trascrizione di CD36 andando quindi a incrementiteziormente il livello di NAEs.

Noi ipotizziamo che alla luce di una sua probatlidgradazione € maggiormente probabile un ruolo
nella modulazione del segnale di saziazione. indagpo aver indotto la produzione di NAEs la sua
degradazione verrebbe rimpiazzata dall’attivazidnePAR-a, che attiva la sua trascrizione genica

permettendo il suo ripristino per il prossimo cidicsegnalazione.

Effetto dovuto alla cronicita del trattamento digte

Un aspetto sicuramente importante dal punto diaviglla nutrizione e della salute umana e
I'effetto cronico di una dieta iperlipidica su qteespoco conosciuto sistema di fat sensing
intestinale. La prova di singola somministraziorifeteuata non fa registrare cambiamenti fra i
controlli negativi (somministrazione di soli cartati) e positivi (carboidrati implementati conmli

di oliva) a 6 ore dall'induzione (e con 5 ore dgidno), quando plausibilmente dovrebbero essere
ricondotte allo stato basale i cambiamenti espresiiquesti geni. E’ possibile che il maggior
impatto di una somministrazione cronica in segalt@dattamento dell’intestino crei cambiamenti
trascrizionali molto importanti e non subitament®mnducibili ai livelli di una singola induzione.
Sarebbe inoltre interessante approfondire dopotquampo si manifestano questi effetti e in che
misura e tempi siano reversibili. Infatti, uno stu@Petit et al., 2006) di somministrazione di diet
iperlipidiche in topi per tre settimane riporta éHvelli di FATP4 rimangono piu elevati anche tre

settimane dopo al ritorno ad un’alimentazione néema

Il possibile effetto delle alterazioni alla mucdséestinale

| cambi trascrizionali che riportiamo potrebbemmunque essere legati al fatto che a livello
intestinale I'espressione di queste proteine seragsare colocalizzata negli enterociti maturi @ ch
quindi potrebbero essere rapportati anche allarSojeevillare.

Infatti la proteina di membrana CD36 nell'intestio espressa nei microvilli degli enterociti
localizzati nella parte superiore dei villi intestli mentre risulterebbe assente nelle cripte (Eoir
et al., 1996), e anche I'enzima NAPE-PLD (Fu et 2007) e PPAR« (BlUnger et al., 2007)
vengono espressi negli enterociti. Quindi possiiiierazioni alla mucosa intestinale dovute alla
dieta iperlipidica potrebbero aver influenzato lisume dei livelli trascrizionali di questi tre gela

tempo € noto che a causa del delicato equilibagpfoliferazione cellulare e desquamazione, una
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situazione di stress prolungato della mucosa inist causa una desquamazione accelerata con
perdita dei villi (Menge 1976).

In topo é stato riportato che una dieta ricca jrdlie da considerarsi un forte stimolatore della
rigenerazione della mucosa (Buts et al., 1990; Dine et al., 2001) e anche in ratto in condizioni
di “bowel resection” da iperplasia epiteliale e eandare vantaggi al riadattamento nel tratto
distale dell'intestino (Sukhotnik et al., 2003, 208nd 2008) sebbene ulteriori indagini hanno
mostrato che gln-3 fatty acids hanno effetto positivo sul riadattanto solo se somministrati
intraperitonealmente, e non tramite la dieta (Stikikeet al., 2010).

Tuttavia a livello intestinale un carico consisteptprolungato di acidi grassi € da considerarai un
situazione di stress che da inflammazione. E’ stafarecedenza riportato che somministrazioni di
grassi saturi (burro) causano una migrazione thditi T a causa di un aumento nell’espressione di
molecole di adesione, che sono mediate da aNfmor necrosis factor) prodotte dai macrofagi
intestinali, che invece non vengono indotte da@oieéico e linoleico (Fujiyama et al., 2007).

Anche la somministrazione di acidi grassi insatnduce tramite un meccanismo differente un
accumulo di linfociti ma confinato alle placche Rieyer (Tsuzuki et al., 1997) e una secrezione
maggiore di citochine infiammatorie da parte detéule epiteliali (Yoshida et al., 2001). Nel 2009
viene riportato che una “high saturated fat dietimanta I'apoptosi degli enterociti dei villi
duodenali di ratto in maniera dipendente dal terf@oiuli et al.,2009, 2010). D’altro canto é pure
riportato che Il'attivazione di PPAR-eprime la risposta inflammatoria intestinale,rimee i geni
coinvolti nellapoptosi e nella proliferazione avéae della differenziazione degli enterociti con un
incremento dell’altezza e dell'area dei villi (Bierget al., 2007).

Anche noi abbiamo osservato zone inflammate cheeptano l'orletto a spazzola accorciato
accorciati, che assieme a una minor superficieardll potrebbero contribuire ad un calo

dell’'espressione delle proteine di membrana.

Effetto a livello prossimale e distale

Questi effetti sono presumibilmente massimi netdrarossimale del duodeno a causa del grande
carico iniziale di lipidi, mentre nell'intestino stale non é attesa una consistente alteraziona dell
struttura. Infatti, in accordo con le espressiamighe misurate nella porzione duodenale attigua al
piloro(1-4 cm distalmente dallo sfintere piloricapbiamo registrato un aumento dellinfiltrato
linfatico, uno sfaldamento dei villi nelle dieteeitipidiche, in particolare nella dieta con FA satu
che presenta anche un generale assottigliamentwrigdio microvillare. Quindi una minor
espressione del CD36 sembrerebbe dovuta non sol@ntin meccanismo di downregulation del

gene CD36, ma anche ad una diminuzione del numexnaterociti esprimenti la proteina a parita di
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segmento intestinale e di superficie epitelialelidsggssi. Poiché dagli stessi animali avevamo
prelevato anche un segmento di digiuno centralee doprevisto il maggior uptake degli LCFA,
abbiamo potuto valutare che la downregulation éngpito minore (all'incirca si dimezza) sebbene
sia sempre superiore per l'olio di cocco. Comungque a valle potrebbero non avvenire
modificazioni dell’espressione di CD36 a causaadpéirdita di significato biologico o per la ridotta
guantita di lipidi transitata, come riportato niédl® da uno studio di cambio di espressione
sull’intero intestino (Chen et al., 2001).

Infatti e stato riportato che l'infusione di acidteico ha la capacita di aumentare la latenza fra |
pasti se somministrato a livello del duodeno, ma adivello dell'ileo dove ha solo la capacita di
indurre sazieta (decresce cioe la quantita di @bosumato durante il pasto) (Woltman and
Reidelberger, 1995).

Il calo di espressione di NAPE-PLD nel digiuno @ pttenuato e con un’abbondanza relativa di
trascritto non differente dal duodeno, mentre nosono mutamenti nei livelli di espressione di
PPAR-a rispetto alla dieta low fat.

Sebbene vi sia un decremento in tutte le dietdipgiche, interessantemente I'olio di oliva ha un
impatto minore rispetto all'olio di cocco, probabénte non solo a causa del basso contenuto in
corti e medi FA, ma anche del maggior contenuti@®A precursori dei NAEs

Questo e suggerito dal dato che un’infusione intoaiénale di acido oleico stimola la produzione di
OEA (Schwartz et al., 2008), o che fra diversedliategrate con oli vegetali quella con olio di
oliva abbatte di meno i livelli di OEA (Artmann a&it, 2008)

Perché i dati presenti in letteratura sono conteast

Anche in questo caso risulta differente I'effeticuda dieta rispetto alla singola somministrazione,
ma occorre considerare un’altra differenza. Memmlo studio effettuato tramite infusione
intraduodenale di acido oleico e stato misurajmato postprandiale in seguito a una situazione di
digiuno perdurante da 6 ore, i risultati di Artmasono opposti a causa del diverso tempo di
prelievo. Inoltre poiché sono i prodotti della diiene dei grassi ad essere rilevati dal “nutrient
sensing” dell'intestino e non i trigliceridi intefper una review recente vedere Little e Feinle-
Bisset, 2010) nell'esaminare gli studi dietetigpaitati in letteratura occorrerebbe valutare il
possibile differente effetto fra la somministrazah un trigliceride mediante gavage, che evitando
il trattamento delle lipasi linguali arriva nel digo non completamente emulsionato e la
somministrazione di acido grasso libero complessato un sale (e quindi gia pronto ad essere
assorbito. Pochi sono gli studi in letteratura sk@o direttamente confrontabili per modalita e

tempi di somministrazione, rendendo i dati ripor@pparentemente contrastanti e di difficile
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interpretazione. Risulta evidente che nel determeirrueste risposte molecolari, entrino in gioco
molte variabili, non solo le fasi oscillanti di @spsione dovute al ciclo di digiuno e alimentazione
di cui manca uno studio esaustivo. A cominciaretighel di somministrazione che potrebbe dare
risultati ben diversi se si discosta da quella rag¢uche consente l'inizio della digestione mediant
le lipasi linguali (Roy et al., 1979; Armand et, dl997) e I'invio di segnali all'apparato intestia
(Laugerette et al., 2005; Greenberg et al., 1988)yindi dalla differenza fra la somministraziome d
trigliceridi o acidi grassi complessati (Greenbet@l., 1988), dal livello di emulsificazione e ldal
taglia delle gocce di grasso (Borel et al., 1994mand et al., 1999), dalla stabilita nell'acido
ambiente gastrico (Little et al., 2007; Marcianiagét 2007, 2009) dal tipo di olio (Artmann et al.,
2008),dal livello lipidico e dalla durata della hgDiep et al., 2010).

Occorre poi valutare il punto il segmento monitordel tratto intestinale e gli effetti postprandial
Inoltre occorre considerare che l'intestino prodottee 20 tipi di differenti ormoni (si vedano le
review Capasso and Izzo 2008; Hameed et al., 2R@fry and Battherham 2009),e che quindi
probabilmente il subentro di altri meccanismi isposta al tipo di dieta e somministrazione
potrebbe ulteriormente influenzare il tipo di rispa

Inoltre era gia stato riportato in ratto che unghhfat diet condotta per 2 settimane riduce sia
l'inibizione del “gastric emptying” che I'effettoi daziazione indotti dall'infusione intraduodenale
di oleato (Covasa and Ritter, 1999; 2000 ), o dabbanministrazione intraperitoneale di CCK
(Covasa and Ritter,1998; 2001) attraverso una tseletiduzione nella risposta neuronale alla
stimolazione intestinale con acidi grassi (Covdsa.e2000). Questo effetto di perdita di senggiv
interessantemente non avviene in varieta non ibduall’obesita mediante high fat diet (Donovan
et al., 2009), aprendo la questione sul differemdelo di rispondere dei soggetti umani all’aumento
di peso (Blundell et al., 2005) e alla perdita elnsvita intestinale agli acidi grassi (Boyd et al.
2003) in seqguito a una dieta grassa. (anche seraarhé gli individui magri siano percettibili di un

calo di sensibilita verso CCK esogeno (Little ef 2008).

Oli d'oliva e salute

Questo lavoro essendo basato su una dieta prolupgal mesi ha inteso monitorare cambiamenti
cronici a livelli basale nell'intestino, piuttostthe downregulation legate al ciclo del digiuno @ar
sono necessari degli approfondimenti.

Abbiamo rilevato una differenza consistente fraelsicuramente l'effetto diverso é dovuto alla
componente di FA per due motivi. La grande quawityiCFA (in particolare I'acido laurico che &
presente per il 47%) e la varieta di LCFA satudagenti nell'olio di cocco non agisce direttamente
su CD36 (Nassir et al., 2007; Laugerette et aDp20né sembra indurre un effetto sui NAEs (infatti
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e riportato che l'acido palmitico non agisce su PE3chwartz et al., 2008) probabilmente e
dannosa non solo su tutto I'organismo, ma ancharuente sull’intestino, perché i corti e i medi
FA vengono assimilati per via diffusiva (Kamp andrhllton, 2006; Niot et al. 2009) senza
apparenti meccanismi di membrana per controllarngoeitorarne I'assorbimento, e inoltre come
sopra citato inducono un accumulo di linfociti. lin@ vi € un ulteriore danno, poiché mancando di
un effetto “saziazione”, i pasti sono (come é staitato durante le ore di somministrazione della
dieta implementata ) piu prolungati e vicini tradoAlcuni studi in animali riportano, infatti, che
diete sbilanciate verso un’alta quantita di graspmgono ad un consumo eccessivo di Kcal e
desensibilizzando progressivamente i meccanisnsadiazione (Covasa et al., 1999;Diep et al.,
2010), e anche nelluomo la risposta del trattotrgagestinale attraverso altri meccanismi di
soppressione del food intake risulta attenuatandedieta high fat (Boyd et al., 2003).

Fegato

Il fegato € un organo chiave nel metabolismo d&diie nella detossificazione, ed e colpito da
disagi dovuti a diete ad alto apporto caloricooghe in grasso. E gia stato riportato che una dieta
inducente obesita ( 60% Kcal da lardo) increméatpressione di CD36 nel fegato di (Koonen et
al., 2007).

Sebbene le diete con olio extravergine di olivasidcche in FA quanto quella con olio di cocco,
sorprendentemente non abbiamo riscontrato alcuifi@rehza di espressione nei confronti della
dieta povera in grassi. Invece i dati di real tifr@R rivelano che la dieta con olio di cocco, benché
i soggetti dopo due mesi di dieta non presentasaammra un’anormale struttura del fegato,
aumenta di ben quattro volte i livelli di CD36. élespressioni di CD36 nel fegato sono associate
con la steatosi (Zhou et al., 2008; Guillén et 2009) e la steatoepatite (Larter et al. 2009) e
generalmente viene suggerito che siano causatdtidiavelli di trigliceridi nel sangue, i quali
generano infine un accumulo di grasso nel fegato.

Poiché i livelli epatici di CD36 nelle diete coriamHi oliva sono normali, i nostri dati indicanoech
'innalzamento dell’espressione di CD36 nel fegaddrebbe essere dovuta soltanto all’effetto degli
acidi grassi saturi. Questa osservazione suggectseain consistente livello di lipidi insaturi reell
dieta non sembra pericolosamente coinvolto neliiigere dalla steatosi.

In ogni caso in tutte le diete testate né le anaiwmlogiche, né quelle di MRS indicano
cambiamenti nell’aspetto citologico o immagazzinatoedi grassi saturi. Invece I'aumento del
grado di insaturazione del fegato da parte del¢edcon olio di oliva potrebbe essere un effetto

positivo della dieta mediterranea.
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Per quanto riguarda gli altri due geni studiatibiamo trovato un decremento nell’espressione
rispetto al controllo che indica presumibilmenteefiietto negativo su questo organo.

E stato riportato che il livello di OEA & innalzatia una dieta con olio di oliva, ma non da altri
(Artmann et al., 2008), e che la somministrazion®MEA induce lipolisi e contrasta la dislipidemia
epatica (Guzman et al., 2004; Fu et al., 2005gfletti abbiamo trovato che i livelli di espresston
di NAPE-PLD non cambiano tra la dieta di contraldolio di oliva di alta qualita ma decresce di
approssimativamente 3 volte nelle altre due diete.

Sebbene sia stato riportato che nel topo PRAIRduce l'attivazione di CD36 nel fegato (Motojima
et al.,, 1998; Sato et al., 2002) anche PPA&Rdiminuisce in tutte le diete iperlipidiche e non
troviamo nessuna correlazione di espressione ¢worlli di CD36. Comunque la diminuzione di
espressione di PPAR-¢é probabilmente legata ad un minore livello debessidazione degli acidi
grassi (Larter et al., 2009). L'osservazione ché&po una dieta ricca in n-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFA)(i cosiddetti acidi grassi omega 3),moa in n-9 PUFA (come é principalmente l'olio
di oliva), aumenta I'espressione di PPAR; potrebbe significare che vengono coinvolti dever
PPAR agonisti (Jump 2008; Cho et al., 2008).

Tessuto adiposo

A livello del tessuto adiposo riportiamo un auncedell’'espressione di PPAR:- da parte della
dieta con olio di oliva (ma interessantemente Boitedsolo dall’'olio d’oliva di elevata qualitad),
senza alcuna correlazione con i livelli espressgli altri due marcatori. Questo E in buon accordo
con un precedente studio in topo che riporta wrelsumento espressivo di tutti i PPARf ey) a
seguito di gavage con olio d’oliva, mentre in arlikd36 -/- i livelli sono fortemente innalzati ma
non sembrano influenzati dalla dieta (Drover andb@rad 2005). L’attivazione negli adipociti di
PPAR-a E presumibilmente un effetto positivo, poichéalza I'espressione degli enzimi coinvolti
nella beta ossidazione e nell'attivita lipoliticancuna diminuzione di trigliceridi nella massa geas

e nel fegato (Guzman et al., 2004) e recententestato riportato anche negli adipociti umani una
selettiva upregulation della beta ossidazione munor utilizzo di glucosio  ( Ribet et al., 21
Registriamo invece un decremento da parte dellta dien cocco, in accordo con recenti dati
riportati in topo (Zhang et al., 2010) che sarepbiedi da interpretare in chiave negativa.

Nel tessuto adiposo CD36 E un gene correlato glagénesi ma anche alla lipolisi, essendo
riportato una CD36 upregulation a seguito di sonstiazione esogena di OEA con riduzione del
peso corporeo (Yang 2006), e sembra inducibile @deholi contenenti PUFA (Alexander Aguilera

et al., 2006). Noi riportiamo che sia una suppleiaEone di oli saturi 0 monoinsaturi inducono un
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decremento notevole dei livelli di CD36 e NAPE-PLiBpetto al controllo, suggerendo anche una
possibile correlazione tra i due marcatori molegoldali diminuzioni sono da interpretarsi
negativamente, comunque 'effetto negativo sullfespione di CD36 E minore nell’'olio di oliva

rispetto all’olio di cocco.

Conclusioni

Nel duodeno e nel digiuno la somministrazione @iealiiperlipidiche inducono la diminuzione di
CD36 accompagnata da un calo di NAPE-PLD e PP#&Rgeni coinvolti nella induzione della
saziazione tramite i NAEs e principalmente 'OEA.darticolare nel duodeno risulta esservi una
correlazione positiva fra i tre geni che suggeridoe CD36 funga come sensore degli LCFA e che
moduli la produzione dei NAEs. Il calo piu marcatadndotto dalla dieta high fat ricca in acidi
grassi saturi, che induce anche una evidente aiber@a della mucosa, che riducendo I'area villare, e
il numero di enterociti in condizione di esprimayeesta pathway di uptake e segnalazione , e
potrebbe aver influito sulla misurazione dei tragcr Comunque l'azione infiammatoria di acidi
grassi saturi e a catena corta e media introdattiite I'alimentazione potrebbe avere un’influenza
negativa sull'intero regime alimentare andandodarre la capacita dell'intestino di inviare un
corretto segnale di saziazione. Il calo di espoessregistrato diviene minore nel digiuno indicando
una maggior sensibilita dell'intestino prossimale.

Suggeriamo inoltre che i dati contrastanti ripartatetteratura sui mutamenti dei livelli intestin

di OEA e CD36 in seguito a diete possano esserarithdalla differenza del metodo di
somministrazione anche a parita di sostanza soratrata, e dall’esistenza di un possibile ciclo di
espressione legato all’alimentazione.

Anche nel tessuto adiposo le diete iperlipidichmiduiscono sia livelli di CD36 che NAPE-PLD,
mentre I'olio d’oliva di qualitd innalza il grada dspressione di PPARy, un effetto che sembra
positivo.

A livello del fegato non risultano relazioni fradspressioni dei tre marcatori molecolari, comunque
risulta molto evidente I'impatto negativo di unaetadi ricca in acidi grassi saturi che indica una

tendenza alla steatosi, mentre la dieta con olisoe sembra comportare effetti indesiderati.
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Abbreviazioni

5-HT, serotonin;

AEA: Arachidonoyl Ethanolamide

AP: Alkaline phosphatase;

BBM, brush border membrane;

BCIP: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
CC10, Clara cell secretory protein 10 kDa;
CC26, Clara cell secretory protein 26 kDa;
CCK, colecistokinin;

CCSP, Clara cell secretory protein;

CFTR, cystic fibrosis trans-membrane regulator;
CGRP: Calcitonin gene related peptide;

DCS, diffuse chemosensory system;

FA: Fatty Acids

FABPpm, plasma membrane—associated fatty acidrgnutotein;
FAT, fatty acid transporter;

FATP4, fatty transport protein 4;

FFA, free fatty acids;

GFP, green fluorescent protein;

GFP: green fluorescent protein;

Gl, gastrointestinal;

GLP-1, glucagon-like peptide-1;

GLUTZ2, glucose/hexose transporter isoform 2;
GLUTS5, glucose/hexose transporter isoform 5;
GPCRs: G protein coupled receptors;

HEK: Human Embryonic Kidney

ISH: in situ hybridization;

LCFA: long-chain fatty acids;

LEA: linoleoylethanolamide;

LSCM: confocal laser scanning microscope;
MCFA: medium-hain fatty acids;

MRI: Magnetic Resonance Imaging

MRS: Magnetic Resonance Spectroscopy
NAEs: N-acylethanolamines;
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NAPE-PLD: N-acyl phosphatidylethanolamine phospiasde D
NBT: nitro blue tetrazolium;

NMR: Nuclear Magnetic Resonance;

NO, nitric oxide;

OCT: Tissue-Tek embedding medium;

OEA: oleoylethanolamide;

PB: phosphate buffer;

PBS: phosphate-buffered saline;

PCR: Polymerase Chain Reaction

PEA: palmitoiletanolamide;

PFA: Paraformaldehyde;

PGP9.5: Protein gene product 9.5 of the ubigeirboxy-terminal hydrolase;
PLC, phospholipase C;

PId32: phospholipase C beta?2;

PPAR-a : peroxisome proliferator-activated recepteors
RT: room temperature;

RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chaactioga
SCCs: solitary chemosensory cells;

SGLT1, sodium-dependent transporter isoform 1;
SSC: saline-sodium citrate;

SubP: Substance P peptide;

T1R, taste receptor (type 1);

T2R, taste receptor (type 2);

Tas1R: taste receptor family 1;

Tas2R: taste receptor family 2;

TNF- a: tumor necrosis factor;

TRCs, taste receptor cells;

TrpM5: transient receptor potential channel M5
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