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Abstract

La genetica abilita a sentire il sapore amaro delle tiouree, come il PROP, varia
grandemente tra gli individui condizionando la scelta del cibo e la composizione
corporea. Gli individui sensibili e non sensibili sono stati definiti rispettivamente
“taster” e “nontasters”. Il termine “supertasters” viene usato per distinguere gli
individui che percepiscono il PROP come estremamente amaro da quelli “medium
tasters” che lo percepiscono come moderatamente amaro. La sensibilita al PROP ¢
associata con gli aplotipi (PAV e AVI) del gene del recettore TAS2R38 e potrebbe
essere associata a polimorfismi del gene della gustina (CA6). La gustina ¢ un enzima
zinco dipendente presente nella saliva umana implicata nello sviluppo delle papille
gustative. Lo scopo di questo lavoro era quello di analizzare I’associazione tra la
sensibilita al PROP, i polimorfismi del TAS2R38, il polimorfismo 1s2274333 (A/G)
del gene della gustina, lo Zinco salivare e il BMI.

In 76 volontari di eta compresa tra i 21 e i 28 anni sono stati determinati il BMI e lo
Zn*" salivare. La sensibilita al PROP ¢ stata determinata mediante valutazione
dell’intensita della sensazione evocata da soluzioni soprasoglia ¢ determinazione
della soglia di percezione. L’analisi molecolare del TAS2R38 e del gene della gustina
¢ stata effettuata mediante tecniche di PCR e sequenziamento dei frammenti ottenuti.
I valori medi =+ ES della concentrazione dello Zinco salivare e del BMI sono risultati
piu alti negli individui “nontasters” rispetto a quelli determinati nei “supertasters”. La
bassa sensibilita gustativa al PROP dei “nontaters” ¢ risultata fortemente associata
alla variante AVI del TAS2R38 ¢ all’allele G del polimorfismo del gene della gustina,
mentre 1’alta sensibilita dei “supertasters” ¢ risultata fortemente associata all’aplotipo
PAV del TAS2R38 ¢ all’allele A del gene della gustina. Inoltre, mentre 1’allele A del
gene della gustina ¢ risultato essere piu importante per la percezione delle basse
concentrazioni di PROP, la variante PAV del TAS2R38 ¢ risultato piu importante per
la valutazione dell’intensita della sensazione evocata da alte concentrazioni di PROP.
Oltre a cio, la combinazione dei genotipi dei due geni pud giustificare il 60% della
varianza fenotipica della valutazione della sensazione evocata da alte concentrazioni
e il 40% di quella della soglia.

Questi dati mostrano che la sensibilita al PROP ¢ inversamente correlata al BMI e
allo Zinco salivare e direttamente associata al dimorfismo del gene della gustina che
si ipotizza possa influenzare la funzione della proteina. Inoltre, questi nuovi risultati
spiegano come la combinazione dei genotipi TAS2R38 e del gene della gustina
possano modulare il fenotipo sensibilita al PROP fornendo uno strumento
addizionale per la valutazione del comportamento alimentare umano e dello stato
nutrizionale.
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INTRODUZIONE

La percezione gustativa fornisce informazioni sulle caratteristiche chimiche delle
sostanze che vengono a contatto con le cellule gustative della mucosa orofaringea. Le
cellule gustative infatti rappresentano i recettori sensoriali gustativi capaci di
interagire con le molecole chimiche disciolte nella saliva e di trasdurre il contenuto
informativo dello stimolo chimico in segnali nervosi. La maggior parte degli stimoli
gustativi ¢ costituita da molecole idrofile, non volatili, che includono sali, acidi,
zuccheri, aminoacidi, e proteine. Il gusto di una sostanza ¢ una caratteristica
dipendente dalla sua composizione chimica. Si ritiene che le diverse centinaia di
sapori percepibili derivino dalla combinazione di cinque qualita primarie: dolce,
salato, amaro, acido e 1'umami. La parola umami che deriva dal giapponese umai,
delizioso, viene utilizzata per indicare il sapore del glutammato monosodico e
attualmente costituisce una quinta qualitd gustativa a se stante. Il gusto salato ¢
attivato da sali ionizzati, come il cloruro di sodio e ha la funzione di mantenere
I’equilibrio elettrolitico. Il gusto acido dipende dal pH della soluzione stimolante ha
la funzione di monitorare il pH dell’organismo. Il gusto dolce e quello amaro sono
evocati da classi eterogenee di sostanze, la maggior parte delle quali di natura
organica e hanno la funzione di assicurare le riserve energetiche il primo, e quella di
evitare sostanze tossiche potenzialmente dannose per I’individuo il secondo.

I gusti primari differiscono oltre che per la natura chimica dei composti in grado
di evocarli, per i meccanismi di ricezione e di trasduzione dei segnali che si
verificano a livello dei recettori gustativi. I recettori gustativi o cellule gustative (Fig.
1) sono cellule epiteliali specializzate, organizzate in strutture dette bottoni gustativi

(Fig. 2). I bottoni gustativi contengono alcune decine di recettori sensoriali, oltre ad



elementi cellulari immaturi (cellule basali). La porzione apicale dotata di microvilli
delle cellule gustative primarie entra in contatto con la saliva che bagna la superficie
epiteliale mediante un canalicolo (poro gustativo). Tramite la porzione basale, i
recettori gustativi stabiliscono contatti sinaptici di tipo chimico con le terminazioni di
fibre afferenti primarie. Ogni fibra innerva numerosi bottoni anche in zone
dell’epitelio linguale molto distanti tra loro e, nello stesso bottone, diversi recettori.
Allo stesso tempo, ogni recettore gustativo ¢ innervato da piu fibre afferenti. Le
cellule basali costituiscono una popolazione di cellule staminali che garantisce il
ricambio dei recettori gustativi (il ciclo vitale delle cellule gustative mature ¢ di circa
dieci giorni, nei mammiferi). I bottoni gustativi sono largamente diffusi nell’epitelio
della lingua, particolarmente nella sua porzione dorsale, ma sono presenti anche nella
mucosa del palato, della faringe, dell’epiglottide e del terzo superiore dell’esofago.
Nella lingua, sono per lo piu localizzati nelle papille, strutture specializzate di cui si
distinguono diversi tipi: nell’'uomo, solo le papille circumvallate, fogliate e
fungiformi hanno bottoni gustativi (Fig. 3). Le papille circumvallate e fogliate
contiengono migliaia di bottoni gustativi. Le papille circumvallate sono concentrate
nella parte posteriore del dorso della lingua, a livello della “V” linguale. Le papille
fogliate sono maggiormente presenti sui lati della lingua. Le papille fungiformi si

trovano numerose sulla punta della lingua e contengono i bottoni gustativi.
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Figura 1. Schema di recettore gustativo. La superficie apicale contiene sia canali sia
recettori accoppiati a proteine G che sono attivati da stimoli chimici. La superficie baso-
laterale contiene canali al Na, K e Ca voltaggio dipendenti, come pure un apparato per la

trasmissione sinaptica mediata dalla serotonina.



Figura 2. Fotografia al microscopio ottico di un bottone gustativo (A) (B). Schema
di un bottone gustativo con i vari tipi di cellule e i nervi gustativi. La superficie
apicale dei recettori gustativi ¢ provvista di microvilli orientati verso il poro
gustativo (C).
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Figura 3. Rappresentazione schematica dei tre tipi delle papille gustative e loro
localizzazione sulla superficie dorsale della lingua.

I microvilli dei recettori gustativi sono la sede della trasduzione degli stimoli. Nel
poro gustativo, le sostanze disciolte nella saliva entrano in contatto con la porzione
apicale della membrana delle cellule gustative. I meccanismi di ricezione e di
trasduzione avvengono con modalita diverse a seconda della natura chimica della
sostanza [1-8].

La ricezione degli stimoli chimici avviene grazie all’interazione di questi con

proteine transmembrana a sette domini ad alfa elica che sono accoppiati a una
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proteina G eterotrimerica denominata gustoducina. Queste proteine appartengono a
due principali classi o famiglie: la famiglia TASIR (T1R) e la famiglia TAS2R
(T2R) [9]. I recettori che interagiscono con molecole organiche che evocano la
sensazione dolce e di umami appartengono a tre sottotipi TIR1 TIR2 T1R3 della
famiglia di recettori TIR. I recettori TIR eterodimerizzano per formare il recettore
funzionante: il dimero TIR1/ TIR3 costituisce il recettore per 1’ umami, mentre il
dimero T1R2/ T1R3 per le sostanze dolci. In alcuni casi le sostanze dolci si legano a
omodimeri TIR2 e/o TIR3 che perd mostrano una minore sensibilita. Mentre circa
30 sono i recettori che interagiscono con le molecole che evocano 1’amaro e
appartengono alla famiglia dei T2R. Questi recettori non dimerizzano.

I meccanismi di trasduzione come gia detto sono diversi a seconda del tipo di
sostanza chimica. Ad esempio la stimolazione gustativa prodotta dall’NaCl ¢
caratterizzata dal passaggio dello stesso ione attraverso canali ionici amiloride
sensibili. Il canale amiloride sensibile ¢ permeabile anche agli ioni H+, quindi la
trasduzione delle sostanze che vengono percepite come aspre ¢ dovuta ad un
ingresso di questi ioni attraverso canali Na+ sensibili all’amiloride. Acido e salato, in
relazione alle loro concentrazioni nella saliva, interferiscono in parte tra loro a livello
periferico [10]. Analogamente anche la trasduzione dei sali di K+ potrebbe
comportare I’ingresso di questi ioni attraverso i canali K+ apicali. Le differenze che
si osservano nella capacita di percepire il gusto dei diversi sali di Na+ potrebbero
anche dipendere dalla diversa permeabilita dei rispettivi anioni attraverso le
giunzioni strette e dalla conseguente diversa capacita di interessare i canali ionici
localizzati a livello delle membrane basali laterali delle cellule gustative. La
trasduzione dei segnali evocati dai composti dal sapore dolce comporta 1’attivazione

di recettori accoppiati a proteine G (GPCR) presenti sulla superficie apicale delle

11



cellule gustative [11]. Negli zuccheri, 1’attivazione di questi recettori (GPCR)
depolarizza le cellule gustative per attivazione dell’adenilato ciclasi, che a sua volta
aumenta la concentrazione di cAMP che causa la chiusura diretta o indiretta dei
canali del potassio presenti sulla membrana basale laterale. 1 dolcificanti sintetici
come la saccarina attivano recettori accoppiati a proteine G (GPCR) differenti, che a
loro volta attivano la fosfolipasi C con formazione di inositolotrifosfato (IP3) e
diacilglicerolo (DAG). Un aumento di IP3 fa aumentare la concentrazione
intracellulare di Ca++, determinando il rilascio del trasmettitore. Un aumento del
DAG attiva la proteina chinasi “A” (PKA), che a sua volta fosforila e causa la
chiusura dei canali K+ della membrana basale laterale, amplificando in questo modo
I’effetto. Entrambe queste vie di percezione delle sostanze dolci possono coesistere
nella stessa cellula gustativa. I composti dal sapore amaro comprendono molte classi
chimiche distinte. Alcune di queste sono alcaloidi come il chinino che bloccando i
canali al K+ determina la depolarizzazione delle membrana. Altri come la caffeina,
gli L-amminoacidi, 1'urea e anche sali come 1’MgSO,4 non utilizzano gli stessi
recettori o le stesse vie di trasduzione del segnale. I composti organici dal sapore
amaro si legano tipicamente a recettori accoppiati a proteine G (GPCR) che attivano
la gustducina (una proteina G presente nelle cellule gustative), che a sua volta attiva
la fosfodiesterasi, riducendo la concentrazione di nucleotidi ciclici e causando la
chiusura dei canali attivati dai nucleotidi ciclici presenti sulle membrane basali
laterali delle cellule gustative. Il gusto umami, verrebbe trasdotto da un particolare
tipo di recettore metabotropico del glutammato che viene anche espresso in alcune
regioni cerebrali. Le grosse molecole lipidiche sono scisse dalla lipasi linguale in
molecole di minor peso molecolare [12], capaci di stimolare i recettori gustativi.

Inoltre, le membrane apicali dei bottoni gustativi contengono trasportatori degli acidi
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grassi, molecole che permettono I’entrata degli acidi grassi nelle cellule [13].
Gilbertoson et al. [14] hanno rilevato che la presenza degli acidi grassi chiude il
canale del potassio, normalmente aperto, depolarizzando la membrana. La maggior
parte dei meccanismi di trasduzione determina la depolarizzazione della membrana
della cellula gustativa (potenziale del recettore), che a sua volta determina aumento
della concentrazione di Ca++ per apertura di canali voltaggio-dipendenti o per
mobilizzazione da riserve intracellulari. L’aumento del Ca++ provoca I’esocitosi del
mediatore chimico e la conseguente trasmissione del segnale alle fibre afferenti
gustative primarie (Fig.1).

Le fibre afferenti che convogliano le informazioni gustative alle strutture centrali
appartengono a tre paia di nervi cranici (VII, IX, X) e possono avere funzioni diverse
a seconda della loro provenienza dalle diverse parti della lingua (Fig. 4). Ogni fibra
puo rispondere, in genere, a 2, 3 o tutte e 4 le qualita gustative, anche se con intensita
che sono differenti. La porzione anteriore della lingua ¢ innervata da un ramo del
nervo facciale (corda del timpano VII). Infatti i bottoni gustativi delle papille
fungiformi e delle papille fogliate, sono innervate da tale ramo [15-18]. Gli assoni
della corda del timpano si proiettano alla porzione anteriore della lingua insieme al
nervo linguale (una diramazione della divisione mandibolare del V nervo), il quale
porta I’innervazione somato-sensoriale dalla stessa area. La corda del timpano porta
inoltre le fibre efferenti pregangliari parasimpatiche al ganglio submandibolare, per
I’innervazione delle ghiandole salivari sublinguali e submandibolari [19]. Un altro
ramo sensoriale del facciale, il gran petroso superficiale (GSP), attraverso il nervo
palatino minore, innerva i bottoni gustativi presenti sul palato molle e attraverso il

nervo nasopalatino, quelle dei dotti nasoincisori [20-22]. Inoltre il gran petroso
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superficiale contiene le fibre pregangliali parasimpatiche che giungendo nel ganglio
pterigopalatino, sinaptano con le cellule postgangliari, che a loro volta

innervano le ghiandole mucose del palato duro e molle [19]. Le fibre sensitive del
facciale originano dalle cellule a T del ganglio genicolato situato nel canale petroso
del Falloppio. La sensibilita gustativa, attraverso i rami centrali e il nervo
intermediario, viene veicolata al nucleo del tratto solitario del ponte (NST) che,
rispondendo in maniera particolare a sostanze nutritive, assume il significato

funzionale di nucleo gustativo [23-25].
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Figura 4. Organizzazione del sistema gustativo umano. (A) Il disegno a sinistra mostra il
rapporto tra i recettori della cavita orale e della parte superiore del canale alimentare, e il
nucleo del tratto solitario del bulbo. La sezione frontale sulla destra mostra il nucleo
ventrale posteriore mediale del talamo e le sue connessioni con le regioni gustative della
corteccia cerebrale. (B) Schema delle vie fondamentali deputate all’elaborazione delle
informazioni gustative.
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La sensibilita gustativa per un determinato stimolo varia grandemente tra gli
individui e condiziona la scelta del cibo e quindi lo stato nutrizionale dell’individuo.
Il sapore di un cibo o di una bevanda ¢ infatti, fondamentale nel determinarne la
commestibilita e I’appetibilita; il rifiuto di un cibo a causa del suo sapore sgradevole
¢ importante per la sopravvivenza di molte specie animali. Di norma, le sostanze
dolci, fonte di energia per 1’organismo, provocano una sensazione piacevole e
I’innesco di riflessi di salivazione, di deglutizione e di preparazione del tubo
digerente alla digestione e all’assorbimento. Il sapore amaro provoca sovente il
rifiuto del cibo o della bevanda e, se molto intenso, stimola il riflesso del vomito:
questo ¢ presumibilmente in relazione al fatto che la maggior parte delle sostanze
tossiche presenti in natura ha sapore amaro. La sensibilita gustativa ¢ normalmente
alta per il gusto amaro, in accordo con quanto detto sulla funzione di monitoraggio
della presenza di sostanze potenzialmente tossiche rispetto a quelle invece che
possono essere utili per I’organismo. Il grado di piacevolezza di un sapore ¢ tuttavia
soggettivo e puo essere influenzato dall’esperienza e dalle necessita nutrizionali. Sia
I’animale che I'uomo tendono a rifiutare un cibo dal quale in passato siano stati
intossicati. Lo stesso cibo puo essere avvertito come molto gradevole e desiderabile
all’inizio del pasto e sgradevole quando viene raggiunta la sazieta. In base alle
informazioni gustative e olfattive si ha la capacita di operare una scelta tra diversi
cibi e preferire quello che fornisce 1’apporto nutritivo pit consono alle esigenze
dell’organismo [26]. E interessante ricordare che il sapore puo essere in relazione
alla concentrazione. Ad esempio, il sale da cucina a bassa concentrazione viene
percepito come dolce, ad alta concentrazione come amarognolo. La sensibilita
gustativa pud variare grandemente anche in funzione dell’eta e del sesso

dell’individuo [27,28]. E noto che le donne mostrano una maggiore sensibilita
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rispetto agli uomini per gli stimoli dolci e salati, e una sensibilitd minore per gli
stimoli acidi [29-31] . E’ noto che anche I’invecchiamento pud determinare
modificazioni della sensibilita gustativa che possono essere dovute anche a fattori
diversi dalle sole modificazioni dell’invecchiamento delle strutture coinvolte. Non ¢
stato infatti dimostrato che il numero dei calici gustativi e delle papille diminuisca
con l’invecchiamento. In realta, molti dei farmaci che sono assunti dai soggetti
anziani alterano la percezione gustativa e influiscono negativamente sull’output
salivare (peggiorando ulteriormente il senso del gusto). Anche la perdita delle
capacita olfattive, legata all’eta o a patologie, pud giocare un ruolo importante nel
diminuire la sensibilita gustativa [32-34].

Il ruolo fisiologico della variabilitd individuale della sensibilita gustativa
potrebbe essere ricondotto quindi a meccanismi di adattamento evolutivo a specifiche
condizioni ambientali per riconoscere sostanze potenzialmente dannose o necessarie
per le funzioni corporee [35,36]. In particolare per quanto riguarda il gusto amaro,
per esempio ¢ noto che le piante producano una grande varieta di composti dal sapore
amaro come meccanismo di protezione contro i predatori [37], e I’abilita dell’uomo a
riconoscere basse concentrazioni di questi composti amari e spesso altamente tossici,
tra i quali amminoacidi, peptidi, polifenoli, isoflavonoidi e glucosinati, alcaloidi
come il chinino, isotiocianati, acidi grassi ecc.., [38-40], rappresenta un importante
meccanismo di adattamento evolutivo che ne limita il consumo determinando
nell’individuo risposte di rifiuto e reiezione [35]. Diversamente la possibilita di
riconoscere alcune classi di composti amari che invece possono agire come
antibatteri e/o antiossidanti, come per esempio quelli presenti nel te, nel caffe, in
alcuni frutti, negli agrumi e nel cioccolato [37], puo essere di grande beneficio per la

salute dell’uomo [41].
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Il gusto amaro ¢ mediato da recettori accoppiati a proteine G appartenenti alla
sottofamiglia di TAS2R [42,43] della membrana delle cellule gustative. Questi
recettori presentano 7 domini trans membrana ad alfa elica e un residuo
amminoacidico conservato. L’uomo possiede ~25 TAS2R recettori per I’amaro
codificati da claster di geni localizzati sui cromosomi 5p, 7q, 12p [44] e finora,
sono stati identificati circa 550 molecole in grado di legarsi a questi recettori [45].
Tuttavia, questo numero rappresenta solo una piccola frazione delle migliaia di
composti dal sapore amaro di origine vegetale che esistono in natura. Poich¢ il
numero di composti supera notevolmente il numero di recettori, sembra probabile
che 1 singoli recettori rispondono a piu di un tipo di composto chimico dal sapore
amaro [46] . E’ noto infatti che esistono recettori che rispondono a un numero
limitato di composti, altri che invece rispondono a una vasta gamma di sostanze
chimiche [47]. Il TAS2R8 ¢ un esempio di recettore altamente selettivo per il quale
sono noti solo 3 ligandi con strette analogie strutturali. I recettori TAS2R10, -14 ¢ -
46 sono invece recettori altamente promiscui. Infatti, quando espressi su cellule,
sono stati in grado di rispondere al 50 % dei composti amari provati. Il recettore
TAS2R38 che si lega al gruppo chimico N-C=S delle tiouree, come Ila
feniltiocarbammide (PTC) e il 6-n-propiltiouracilel (PROP) [48], viene considerato
un recettore modestamente restrittivo ed ¢ stato dimostrato in grado di rispondere
anche a stimoli privi del gruppo N-C=S [47].

Le differenze individuali nella percezione gustativa dell’amaro sono ereditate
geneticamente [37] e riflettono la ricca diversita allelica dei recettori TAS2Rs.
Variazioni nella sequenza nel gene TAS2R19 ¢ stata associata con le differenze
nell’abilita a percepire il sapore amaro del chinino [49]. Mutazioni nei geni TAS2R31

e TAS2R43 (in misura minore) possono essere responsabili per le risposte individuali
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al retrogusto amaro della saccarina e acesulfame-k (acesulfame potassico) [50,51].
Inoltre, variazioni nella sequenza dei geni TAS2R16, TAS2R19 e I’aplo-blocco
composto di TAS2R3, -4, -5 sono responsabili delle differenze individuali della
percezione rispettivamente dell’alcool, del succo di pompelmo e del caffé [52]. La
genetica variabilita nella sensibilita a sentire il sapore amaro delle tiouree come il
PROP e la PTC, rappresenta il piu studiato fenotipo del gusto amaro nell’uomo
[35,53]. Le tiouree sono composti che contengono il guppo chimico N-C=S che ¢ il
responsabile del loro sapore amaro [54-56]. Il gruppo chimico tiocianato ¢ anche
presente nei glucosinati e nelle goitrine [35], sostanze comunemente trovate nelle
crocifere ed in altre piante appartenenti alla famiglia delle Brassicacee [55]. Le
goitrine hanno una potente proprieta antitiroidea e possono essere tossiche quando
consumate in grandi quantita in popolazioni ad alto rischio per deficienza tiroidea
[56]. Una intrigante spiegazione per |’esistenza di questa caratteristica genetica
nell’uomo, € che possa essere servita come meccanismo di adattamento evolutivo
conseguente alle abitudini alimentari locali [57]. Un maggior rifiuto nei confronti
delle Brassicacee sarebbe stato un meccanismo di vantaggio per la selezione di
quegli individui con piu elevata sensibilita per I’amaro. La diversa sensibilita
gustativa nei confronti delle tiouree ¢ nota da tempo e risale a quando
accidentalmente Fox [58] la scopri mentre sintetizzava nel suo laboratorio dei
dolcificanti. Alcune polveri di PTC si dispersero nell’aria provocando delle
lamentele tra i suoi colleghi a causa del sapore amaro che sentivano sulle loro labbra
mentre Fox invece non avvertiva nessun sapore. Prove successive rivelarono che il
PTC era insapore per circa il 30% degli individui e moderatamente o intensamente
amara per la maggior parte [59]. Gli individui possono essere definiti come tasters o

nontasters sulla base della loro sensibilita al PROP e alla PTC. La frequenza dei non
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tasters varia largamente tra la popolazione, oscillando da un minimo del 7% ad un
massimo del 40% [53]. Nella popolazione Caucasica la frequenza dei nontasters ¢ di
circa il 30% [57,58,60,61]. Una spiegazione intrigante di questa differente frequenza
della sensibilita gustativa alle tiouree nelle diverse popolazioni, ¢ stata suggerita per
le popolazioni africane dove, 1’alta frequenza delle persone con bassa sensibilita alle
tiouree, risulterebbe dalla selezione per la resistenza alla malaria [26]. E’ stato infatti
ipotizzato che la bassa sensibilita, osservata in aree con malaria endemica, ¢ la
conseguenza del fatto che certi composti amari delle piante sono fattori di protezione
contro la malaria. Per cui, nelle aree con malaria endemica, il beneficio che si ottiene
dal consumo di piante amare, che normalmente vengono escluse come
potenzialmente dannose, potrebbe superare il rischio di avvelenamento.
Successivamente gli individui “PROP taster” sono stati ulteriormente divisi in
“supertaster” e “medium tester” sulla base della valutazione dell’intensita della
sensazione evocata da soluzioni soprasoglia di PROP rispetto a quella evocata da
soluzioni soprasoglia di NaCl [35,62-66]. Bartoshuk fu il primo ad utilizzare il
termine supertasters per distinguere gli individui che percepiscono il PROP come
estremamente amaro da quelli che lo percepiscono come moderatamente amaro
[62,63]. Sebbene numerosi studi supportano la classificazione degli individui nei tre
gruppi fenotipici (nontasters, medium tasters and supertasters) [60,64,66-72,86], altri
lavori suggeriscono che la sensibilita al PROP possa essere un piu continuo fenotipo
[69-72,74,86]. Tuttavia, numerosi lavori hanno messo in evidenza come i
supertasters presentino una maggiore densita di papille fungiformi sulla superficie

anteriore della lingua, quando comparati con gli altri gruppi [63,75-77] (Fig.5).
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(a) Nontaster

Fig. 5. Schema che riporta le differenze nella densita di papille fungiformi
sulla porzione anteriore della lingua dei “nontasters” rispetto a quella dei
“supertasters” .

Queste differenze anatomiche potrebbero parzialmente spiegare la piu grande
sensibilitad gustativa dei supertasters nei confronti di una vasta gamma di stimoli
gustativi [78], inclusi altri tipi di composti dal sapore amaro, sostanze dolci, sostanze
irritanti (etanolo o chili), grassi e composti cremosi ecc.. [63,67,75,79-90].

L’abilita a sentire il sapore amaro delle tiouree ¢ associata agli aplotipi del gene
TAS2R38 che derivano da tre singoli polimorfismi che risultano in tre sostituzioni
aminoacidiche (Pro49Ala, Ala262Val, and Val296lle) [48] (Fig.6). Si conoscono due
comuni aplotipi, la variante dominante PAV associata alla elevata sensibilita ¢ la
variante recessiva AVI associata a una bassa o nulla sensibilita alle tiouree. Altri
aplotipi rari (AAV, AAI e PVI) che presentano una sensibilita intermedia sono stati
descritti limitatamente a specifiche popolazioni o in determinate aree geografiche
(AAI popolazione sub-Sahariana) [57]. Gli individui omozigoti o eterozigoti per la

variante PAV sono in grado di sentire il sapore amaro delle tiouree anche a basse
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concentrazioni, mentre gli individui che sono completamente incapaci di sentire le
tiouree e quelli che le sentono solo ad alte concentrazioni sono omozigoti per la
variante AVI [61,71,76]. Alcuni studi hanno dimostrato che la presenza di due
varianti PAV, rispetto alla condizione di eterozigosi non conferisce vantaggi
addizionali nella percezione dell’intensita dell’amarevolezza di soluzioni soprasoglia
di PROP [71]. Quindi, i genotipi del TAS2R38 non sono in grado di spiegare
completamente le differenze oro-sensoriali tra individui “medium tasters” e
“supertasters”. I genotipi del TAS2R38 sono in grado di predire la maggior parte (55-
85%), ma non la totalita delle variazioni nel fenotipo del PROP, implicando che altri
fattori epigenetici possano essere coinvolti nell’espressione di questo carattere

genetico [35,48,61].
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Fig. 6. Schema del recettore dell’amaro TAS2R38 con evidenziati i polimorfismi
associati ai diversi livelli di sensibilita.
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La sensibilita gustativa al PROP viene spesso usata come indice generale della
percezione chemosensoriale dato che ¢ stato dimostrato essere associata alla
percezione di una vasta gamma di stimoli gustativi, come molti altri stimoli dal
sapore amaro, sostanze dolci, sostane irritanti ¢ anche con la percezione delle
sostanze grasse [35]. Dato il valore nutrizionale che i lipidi hanno nella dieta la
relazione tra sensibilita al PROP e accettabilita per cibi contenenti grassi risulta
essere di notevole interesse. Diversi studi hanno riportato che i PROP “nontasters”
rispetto ai “tasters” presentano una piu bassa abilita nel riconoscere e percepire i
grassi contenuti i cibi, mostrando una piu alta accettabilita nei confronti di questi
ultimi [91-97]. Questa interpretazione ¢ supportata da altri risultati che affermano,
per I’appunto, una minore accettabilita degli individui PROP-sensibili nei confronti
di cibi ad alto contenuto di grassi, come la crema sbattuta [92], il gelato [97], le
ciambelle, la maionese, il bacon e la salsiccia [69]. Esistono evidenze a favore del
fatto che i “PROP nontaster” hanno un piu alto indice di massa corporea (BMI)
rispetto ai “taster” [60,64,67,98-100], ma esistono anche dati che contraddicono
questa affermazione [101-104].

Nel comportamento alimentare i fattori cognitivi possono giocare un ruolo di
fondamentale importanza, cosi come possono influire sullo stato del peso corporeo ¢
della salute dell’uomo. II controllo cognitivo dell’assunzione di cibo [105] ¢
associato ad un minor apporto energetico, una minor assunzione di grassi [106,107] e
un piu frequente utilizzo di prodotti a basso contenuto lipidico [108,109]. Queste
osservazioni suggeriscono che nella scelta del cibo le persone che ne controllano
volontariamente 1’assunzione sono condizionate piu fortemente dal loro peso
corporeo che dallo stimolo gustativo [100]. Quindi, I’associazione tra sensibilita al

PROP e BMI potrebbe essere mascherata nelle persone che bloccano
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volontariamente 1’assunzione di cibo in modo da controllare il proprio peso corporeo,
mentre sarebbe evidente un’associazione negativa solo nelle persone che mangiano
liberamente [99]. Altri dati non riportano queste caratteristiche [66,75]. Quindi il
fatto che un autocontrollo elevato modifichi la relazione tra la sensibilita al PROP e il
peso corporeo rimane una questione ancora aperta. Una seconda caratteristica del
comportamento alimentare ¢ la disinibizione, sia da un punto di vista
comportamentale sia dal punto di vista delle variazioni di peso [105]. La
disinibizione ¢ correlata con I’alimentazione eccessiva € con un maggior grado di
adiposita [109,110]. L associazione tra la disinibizione e la sensibilita al PROP non ¢
mai stata studiata. E possibile perd che i “non taster” che, mostrano un piu alto grado
di accettanza per i grassi, possano essere piu vulnerabili verso le emozioni che
portano ad una alimentazione eccessiva e conseguentemente possa in questi individui
determinarsi un aumento di peso e di obesita. Tutti questi risultati portano all’ipotesi
di una correlazione inversa tra il PROP status e I’indice di massa corporea (BMI)
[60,98-100]. Altri lavori mostrano che non ci sia nessuna correlazione tra il PROP
taster status e questa variabile [76,101-104]. La mancanza di consenso tra i dati che
analizzano la relazione sensibilita al PROP e BMI suggerisce che altri fattori
contribuiscano a determinare oltre che la sensibilita al PROP anche il comportamento
alimentare, la percezione e le preferenze alimentari nelle persone diversamente
sensibili al PROP. Inoltre dato che il PROP fenotipo puo avere diverse implicazioni
per lo stato nutrizionale, potrebbe essere di notevole interesse caratterizzare altri
fattori che possono contribuire alle differenze nella predisposizione genetica che le
persone hanno per sentire il sapore amaro delle tiouree.

Le differenze individuali della sensibilita al PROP potrebbero essere correlate

con variazioni nella composizione chimico-fisica della saliva. Fox [58] per primo
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suggeri che la composizione salivare potrebbe essere uno dei fattori responsabili
delle differenze individuali gustative, e ipotizzo che queste differenze possano
dipendere dalla presenza o assenza nella saliva di alcuni costituenti organici come
colloidi e/o proteine. Tra le proteine salivari di particolare interesse € la gustina, una
anidrasi carbonica di tipo VI (CA6). La gustina ¢ una zinco metallo-proteina secreta
dalle cellule acinose delle ghiandole salivari parotidi, sottomandibolari, ghiandole
von Ebner nell’'uvomo [111-115]. Diminuzioni della secrezione salivare di gustina
sono state associate con ridotta o distorta funzione gustativa e olfattoria [116]. Alcuni
autori hanno suggerito che la gustina possa agire come fattore trofico promuovendo
lo sviluppo e I’accrescimento delle gemme gustative agendo sulle cellule staminali
gustative [117]. La funzione enzimatica della gustina dipende dalla presenza dello
Zinco nel suo sito attivo [118,119]. Inoltre ¢ noto che il trattamento con lo Zinco puo
migliorare la funzione gustativa negli anziani [120], aumentare la concentrazione di
gustina in pazienti con ipogeusia [121], e normalizzare la funzione gustativa e la
morfologia delle papille gustative in pazienti deficienti di CA6 [117]. Recentemente
¢ stato dimostrato che un polimorfismo del gene della gustina (CA6) ¢ coinvolto
nella modulazione della sua attivita enzimatica, cio¢ nella sua funzione tamponatrice
delle variazioni di pH del cavo orale [122]. E’ ben noto che i polimorfismi genetici
costituiscano un meccanismo mediante il quale le persone esibiscono variazioni
funzionali all’interno di un determinato range fisiologico [122]. Sono stati dimostrati
altri polimorfismi nel gene della gustina, oltre a quello coinvolto nella sua funzione
tamponatrice, ma non sono state studiate loro associazioni con funzioni fisiologiche e
tanto meno con la funzione gustativa.

Sulla base di tutte queste considerazioni in questo lavoro ci si € proposti di

esaminare possibili associazioni tra la sensibilita gustativa al PROP, Ia
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concentrazione salivare di zinco e il polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene che
codifica per la gustina. E’ stato scelto di investigare questo polimorfismo perché si
pensa che possa essere coinvolto nella modulazione della funzione gustativa essendo
localizzato nell’esone 3 del gene della gustina che codifica per i residui aminoacidici
del sito attivo di legame con lo zinco. Noi ipotizziamo che la condizione “nontaster”
possa essere associata a una forma meno funzionale della gustina che pud portare a
diminuzioni della funzione gustativa. Questa dimostrazione potrebbe fornire la prima
spiegazione meccanicistica del perché i PROP nontasters sono insensibili, rispetto ai
PROP tasters, a una vasta gamma di stimoli orali anche diversi dalle tiouree, e del
fatto che i PROP supertaster hanno una maggiore densita di papille gustative rispetto
ai nontaster.

Inoltre, in questo lavoro ci si ¢ proposti di studiare come i polimorfismi gene del
recettore TAS2R38 e del gene della gustina, possono co-operare nella modulazione
del fenotipo sensibilita al PROP. Il fenotipo della sensibilita al PROP ¢ stato
determinato in ogni individuo mediante misure per la determinazione della soglia che
permettono di individuare I’abilita del soggetto a discriminare basse concentrazioni
dello stimolo, questa metodologia permette di discriminare gli individui tasters dai
nontasters [35,64,71,123] e mediante valutazioni dell’intensita della sensazione
evocata da alte concentrazioni che permettono di distinguere anche gli individui
supertasters dai medium tasters [35,64-66]. I due metodi quindi misurano differenti
caratteristiche della funzione gustativa che potrebbero essere importanti per la
comprensione delle relazioni geni-funzione gustativa [72]. In ultimo ci si € proposti
di verificare se nella popolazione da noi utilizzata, omogenea geneticamente e nella
quale ¢ stato analizzato il comportamento cognitivo alimentare, la sensibilita

gustativa potesse avere influenze sull’indice di massa corporea.
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MATERIALI E METODI
Soggetti

La ricerca dei volontari ¢ stata fatta tra gli studenti frequentanti la Cittadella
Universitaria di Monserrato che si sono resi disponibili a completare il proprio lavoro
coscientemente. 76 ragazzi tutti di origine sarda (29 uomini e 47 donne), di etd
compresa tra i 20 e 29 anni, hanno aderito all’iniziativa. Durante questa fase ¢ stato
necessario spiegare ai candidati 1’obbiettivo del lavoro, il tempo richiesto e la
procedura sperimentale. 1 volontari sono stati scelti in funzione di alcune
informazioni raccolte tramite questionari o interviste, questo per assicurarsi che
nessuno avesse evidenti disfunzioni gustative od olfattorie. A tal proposito sono state
determinati per ogni soggetto, i valori di soglia per le 4 qualita gustative principali
(dolce, acido, salato e amaro). Inoltre, ¢ stato necessario accertarsi che nessuno
soffrisse di raffreddore o di qualsiasi indisposizione che potesse interferire con le
capacita percettive, che non assumesse farmaci, che non fosse affetto da allergie
alimentari, che non fosse sottoposto ad alcuna dieta particolare, che avesse un peso
stabile (non avesse avuto variazioni del proprio peso corporeo di piu di 5 Kg negli
ultimi tre mesi) e con un indice di massa corporea (BMI) normopeso. I valori di BMI
degli individui selezionati erano compresi tra 18,6 e 21,3 Kg/m? Ci si assicurava
inoltre che tutti 1 soggetti selezionati avessero il tempo necessario per portare a
termine tutte le prove.

Ad ogni soggetto & stato presentato, fatto leggere e firmare un consenso
informato prima dell’inizio di ogni esperimento. Questo lavoro ¢ stato approvato dal
Comitato Etico dell’Azienda Ospedaliera dell’Universita degli Studi di Cagliari

(Prot. N. 451/09 del 15/10/2009 ed emendamento verbale N.8 del 29/11/2010), ed ¢
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stato quindi eseguito in conformita ai principi etici fissati nella dichiarazione di

Helsinki del 1964.

Analisi delle caratteristiche psicologiche del comportamento alimentare

Il test psicometrico utilizzato per 1’analisi delle caratteristiche del
comportamento alimentare, ed in particolare per la misura del controllo cognitivo
dell’assunzione di cibo, del grado disinibizione nei confronti del cibo e della
voracita, ¢ stato il questionario a tre fattori di Stunkard and Messick [105]. Tramite
questo questionario, costituito da 51 domande di facile comprensione, ¢ possibile
quantificare il grado del controllo volontario dell’assunzione di cibo ovvero la
tendenza, che alcune persone possiedono, a bloccare 1'assunzione di cibo in modo da
controllare il proprio peso corporeo in maniera cosciente mediante il fattore 1, la
disinibizione sia da un punto di vista comportamentale sia dal punto di vista delle
variazioni di peso mediante il fattore 2, ed infine la non resistenza alla fame cio¢ il
grado di voracita che un individuo possiede nei confronti del cibo mediante il fattore
3. I soggetti nei quali viene misurato un punteggio relativo al fattore 1 del
questionario > 10 vengono classificati come fortemente controllati nell’assunzione di
cibo, quelli con punteggio relativo al fattore 2 del questionario > 8 vengono
classificati come molto disinibiti nei confronti dell’assunzione di cibo e quelli con
punteggio relativo al fattore 3 del questionario > 8 vengono classificati come affetti

da una gran fame [107,108].

27



Determinazione della sensibilita al PROP
Valutazioni dell’intensita della sensazione evocata da alte concentrazioni (PROP
bitterness)

L’abilita dei soggetti di sentire il PROP ¢& stata stimata attraverso valutazione
dell’intensita della sensazione evocata da soluzioni soprasoglia di PROP rispetto a
quella evocata da soluzioni soprasoglia di NaCl [35,63-66], usando il “3-solution-
test” (65,124). 11 test consiste nell’utilizzo di tre soluzioni di PROP (0.032, 0.32 ¢ 3.2
mmol/l) (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) e di NaCl (0.01, 0.1 e 1.0 mol/l) (Sigma-
Aldrich, Milan, Italy) disciolte in acqua minerale pura (pH 6.84). L’NaCl ¢ stato
usato come confronto standard in quanto la sensibilita al NaCl non varia con il
“PROP status” [65].

Le soluzioni venivano preparate il giorno prima dell’esperimento e conservate
in frigo fino ad 1 h prima di iniziare I’esperimento e venivano presentate a

temperatura ambiente in campioni da 10 ml.

Determinazione della soglia di percezione gustativa

Per soglia di percezione gustativa di una sostanza o soglia protopatica si intende
la concentrazione minima in soluzione in grado di determinare una sensazione
gustativa. Quest’ultima si differenzia dalla soglia di riconoscimento o epicritica, piu
elevata, per la quale si intende la concentrazione minima di uno stimolo in grado di
essere riconosciuta precisamente. La soglia di percezione per il PROP ¢ stata
determinata in ciascun volontario usando una variante del test triangolare a scelta
forzata (3-AFC) [31,126,127] e mediante il test “Up and Down” in accordo con

Bartoshuk [127]. In entrambe i casi sono state testate soluzioni di PROP nel range di
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concentrazione compreso tra 0,00001 a 3,2 mM di PROP disciolte in acqua minerale

pura in campioni da 10 ml.

Determinazione dello Zinco salivare

Per minimizzare ogni possibile contaminazione dello Zn+ tutta la vetreria ¢ stata
lavata per 24h con una soluzione 4mol/L di HCI e successivamente lavata con acqua
deionizatta. Tutti i campioni di saliva sono stati analizzati al microscopio ottico,
questo per evitare contaminazioni da resti di cibo e da sangue, i campioni
contaminati sono stati scartati. In seguito, i campioni sono stati centrifugati ad una
velocita di 1.700 X g per 10 min (Centrifuga Eppendorf, modello 5417C; Eppendorf,
Hamburg, Germany), questo per eliminare i detriti cellulari. Il supernatante ottenuto
dai campioni centrifugati, veniva poi prelevato con pipette Pasteur, trasferito in un
tubo sterile, diluito in rapporto di 1:5 con acqua deionizzata libera da Zn?" e
immediatamente analizzato. La concentrazione dello Zn?" salivare ¢ stata determinata
utilizzando il Kit QuantiChrom zinc assay ( Gentaur, Brussels, Belgium), nel quale
I’intensita del colore era direttamente proporzionale alla concentrazione dello Zn?"
nel campione. L’assorbanza di ogni campione ¢ stata misurata a 245nm e la

. + < . . . ey
concentrazione totale dello Zn?" ¢ stata espressa in microgrammi per decilitro.

Analisi molecolare

Tutti 1 soggetti sono stati genotipizzati per i polimorfismi dei tre singoli
nucleotidi (SNPs) alle paia di basi 145 (C/G), 785 (C/T), e 886 (G/A) del locus
TAS2R38, e per il polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della gustina (CA6).

Gli SNPs di TAS2R38 danno luogo le tre sostituzioni aminoacidiche:

prolina/alanina al residuo 49, alanina /valina al residuo 262, valina/isoleucina al
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residuo 296. Queste sostituzioni caratterizzano i due maggiori aplotipi (PAV e AVI)
piu i tre aplotipi rari (AAL PVI e AAV).

Il polimorfismo 1s2274333 (A/G) del gene della gustina, consiste nella
sostituzione dell’aminoacido Ser90Gly in posizione 90.

Il DNA ¢ stato estratto da campioni di saliva usando il kit Invitrogen Charge
Switch Forensic DNA Purification (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La
concentrazione del DNA purificato ¢ stata stimata mediante misurazione della
densita ottica alla lunghezza d’onda di 260nm. Le tecniche di PCR sono state
impiegate per amplificare le regione del gene TAS2R38 d’interesse, che includevano i
tre polimorfismi, e per amplificare la regione del gene della gustina che includeva il
polimorfismo 1s2274333. I primers utilizzati sono stati sintetizzati da Invitrogen
(Europrim, Invitrogen Cambridge, UK). Per determinare gli aplotipi del TAS2R38,
I’amplificazione con PCR, seguita dall’analisi di restrizione usando Haelll ¢ stata
effettuata per la rivelazione dello SNP in posizione 145, e dal sequenziamento diretto
per I’identificazione degli SNPs alla posizione 785 e 886. Il seguente set di primer ¢
stato utilizzato per amplificare il frammento di 221 bp che include il primo dei tre
SNPs: 5’-CCTTCGTTTTCTTGGTGAATTTTTGGG ATG
TAGTGAAGAGGCGG-3’ (sense Primer) 5-AGGTTGGCTTG
GTTTGCAATCATC-3' (antisense Primer). Il primer di attacco si lega al gene
TAS2R38 a livello dei nucleotidi 101-144. Qui troviamo un piccolo mismatch alla
posizione 143, dove il primer presenta una G (evidenziata in grassetto), mentre il
gene presenta una A. Questo mismatch ¢ fondamentale per gli esperimenti di PCR,
perché il nucleotide A nella sequenza del gene TAS2R38, ¢ rimpiazzato da una G in
ognuno dei prodotti di amplificazione. Questo crea la prima G della sequenza di

riconoscimento GGCC di Haelll, permettendo il taglio dell’allele taster amplificato.
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L’allele nontaster amplificato legge invece GGGC e di conseguenza non subisce
nessun taglio. La miscela di reazione della PCR (25 pL) conteneva 250 ng di DNA,
10 pmol di ciascun primer, 1.5 mM di MgCI2, 100 mM di Tris-HCI a pH 8.3, 50 mM
di KCl, 200 uM di dNTP mix, e 1.5 unita di Hot Master Taq Eppendorf (DNA
polimerasi). I cicli termici di amplificazione sono state effettuati in una Personal
Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany). Il protocollo di amplificazione
consisteva in una iniziale denaturazione a 95°C per 5 min, seguiti da 35 cicli di
denaturazione a 95° per 30 s, “annealing” a 64°C per 45 s, e allungamento a 72°C per
45 s. Per I’analisi del polimorfismo G/C alla posizione 143, un’aliquota da 3 pL di
prodotti della PCR sono stati miscelati con 17 pL di soluzione contenente 2 pL 10 x
NE Buffer (50 mM di NaCl, 10 mM di Tris-HCl, 10 mM di MgClI2, 1mM di
dithiothreitol, pH 7.9), 0.2 p di Haelll (10 000 U) (Sigma- Aldrich, St Louis, MO), e
14.8 pL di H20 deionizzata e sterile. La soluzione veniva incubata a 37°C per 4 h. Il
prodotto digerito ¢ stato miscelato con SmL di loading buffer ed elettroforizzato su
gel verticale di poliacrilamide al 10%. Le bande di DNA sono state evidenziate da
una colorazione argento [128]. La PCR 100bp Low Ladder DNA ¢ stata usata come
Mr markers (Sigma-Aldrich). I polimorfismi alle posizioni 785 e 886 sono stati
identificati da una singola reazione di PCR utilizzando il sense primer 5’-
TCGTGACCCCAGCCTGGAGG-3’ e il primer antisenso 5-
GCACAGTGTCCGGGAATCTGCC-3’ delimitanti un frammento di 298 bp. La
miscela di reazione PCR (25 pL) conteneva 250 ng di DNA, 10 pmol di ciascun
primer, 1.5 mM di MgCl12, 100 mM di Tris-HCl a pH 8.3, 50 mM di KCl, 200 uM di
dNTP mix, e 1.5 unita di Hot Master Taq Eppendorf. I cicli termici di amplificazione
sono stati effettuati in una Personal Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany).

Il protocollo di amplificazione consisteva in una iniziale denaturazione a 95°C per 5
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min, seguiti da 35 cicli di denaturazione a 95° per 30 s, annealing a 60°C per 30 s, €
infine allungamento a 72°C per 30 s. I campioni amplificati sono stati analizzati su
gel di agarosio 1% e su gel di poliacrilamide 6% e colorati con bromuro di etidio. La
PCR 100 bp Low Ladder DNA ¢ stata usata come Mr markers.

Per il polimorfismo del gene della gustina rs2274333, ¢ stato amplificato un
frammento di 253 bp con il primer 5’TGACCCCTCTGTGTTCACCT3’ e con il
primer complementare 5’GTGACTATGGGGTTCAAAGG3’. La miscela di
reazione (25 pL) conteneva 250 ng di DNA, 10 pmol di ciascun primer, 1.5 mM di
MgCl12, 100 mM di Tris-HCI a pH 8.3, 50 mM di KCI, 200 uM di dNTP mix, e 1.5
unita di Hot Master Taq Eppendorf. I cicli termici di amplificazione sono stati
effettuati in una Personal Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany). Il
protocollo di amplificazione consisteva in una iniziale denaturazione a 95°C per 5
min, seguiti da 35 cicli di denaturazione a 95 °C per 30 s, annealing a 54°C per 30 s,
e infine allungamento a 72 °C per 30 s. Un allungamento finale ¢ stato effettuato a 72
°C per 5 min. I campioni amplificati sono stati analizzati su gel di agarosio 1% e su
gel di poliacrilamide 6% e colorati con bromuro di etidio. Il pUC 18 Haelll digest
phago DNA ¢ stato utilizzato come Mr markers (Sigma-Aldrich). I prodotti di PCR
sono stati sequenziati grazie all’utilizzo del sequenziatore automatico ABI Prism.
L’analisi delle sequenze nucleotidiche e aminoacidiche dedotte sono state eseguite

con OMIGA version 2.0 software (Oxford Molecular, Madison, WI)
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Identificazione e densita delle papille gustative fungiformi

Il metodo impiegato per la determinazione della densita delle papille fungiformi
gustative era simile a quello descritto da Shahbake et al. [129]. Con questo metodo
era possibile registrare 3-10 immagini dell’area circolare (6 mm di diametro) della
parte anteriore sinistra della punta della lingua vicino alla linea mediana (Fig.7 A e
B) che era stata precedentemente colorata mediante il colorante alimentare blu (blue
food dye E133). Per la registrazione delle immagini veniva utilizzata una fotocamera
Canon Eos D400 (10 megapixels) che montava un obbiettivo EFS 55-250 mm. Le
immagini venivano poi riversate in un computer (Sony Vaio PCG 8Y3M) utilizzando
una porta USB e venivano analizzate usando I’opzione “zoom” nel programma
Adobe Photoshop 7.0. L’ingrandimento utilizzato nella fotocamera era di X 26.04, in
base alla lunghezza focale del teleobbiettivo che andava da un minimo di 55mm ad
un massimo di 250mm. Quando la presenza delle papille era difficile da confermare,
tale ingrandimento veniva ulteriormente incrementato di un coefficiente di 1.6
utilizzando I’opzione “zoom” nel programma Adobe Photoshop. Le papille gustative
fungiformi per lo piu a forma di fungo sono state identificate in base a criteri
precedenti descritti [129-131], e sono prontamente distinguibili dalle papille filiformi
per la diversa colorazione. Infatti le papille fungiformi appaiono chiare per la
colorazione molto leggera con il colorante alimentare, diversamente dalle papille
filiformi che appaiono molto piu scure dopo la stessa colorazione. Nella Fig. 7 B,
indicati da freccie, sono ben visibili i pori gustativi delle papille fungiformi
attraverso 1 quali le sostanze gustative disciolte nella saliva possono passare per
raggiungere le membrane apicali delle cellule gustative. Per effettuare il conteggio

delle papille fungiformi veniva utilizzata la migliore immagine di ciascun individuo.

33



Il conteggio veniva sempre effettuato senza conoscere l'identita del soggetto dal

quale era stata registrata I’immagine.

Procedura sperimentale

Tutti 1 soggetti sono stati testati in quattro differenti giorni a distanza di un mese.
Nelle donne ¢ stata fatta particolare attenzione, in modo da effettuare la valutazione
al 6 giorno del ciclo mestruale, questo per evitare cambiamenti nella sensibilita
gustativa dovuti alla fase estrogenica [132]. Ciascun volontario doveva presentarsi
nel laboratorio almeno 15 min prima dell’inizio dell’esperimento per abituarsi alle
condizioni ambientali del laboratorio che venivano mantenute costanti per tutta la
sessione sperimentale (temperatura: 21 - 23° C, umidita relativa al valore ritenuto
confortevole dai giudici (40 %) e I’illuminazione, con luce standard solare bianca
15.000 lux). Durante questo periodo di tempo, i volontari venivano informati
verbalmente della procedura. A tutti i soggetti ¢ stato richiesto di astenersi dal
mangiare, bere e dall’utilizzare prodotti per 1’igiene orale nelle 8 h antecedenti
I’esperimento. Ciascun individuo veniva pesato e misurato in altezza per la
definizione del suo indice di massa corporea (BMI: Kg/m2), veniva fatto sedere su
una poltrona con braccioli e veniva invitato a stare tranquillo e rilassato, quindi
sottoposto al questionario di Stunkard and Messick [105] che durava circa 30 min.
Nella prima sessione sperimentale veniva prelevato da ciascun volontario un
campione di 5 ml di saliva non stimolata attraverso aspiratore in plastica che veniva
raccolto all’interno di tubi di polipropilene sterili. Per raccogliere i campioni di saliva
senza alcuna stimolazione specifica, ai volontari veniva richiesto di non ingerire la

saliva prodotta per 5 min. I campioni venivano conservati a -80°C finché si potesse
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procedere con I’analisi molecolare. Dopo un ora si procedeva alla determinazione del
“PROP status” del soggetto, cio¢ alla sua classificazione all’interno dei tre gruppi
“nontasters”, “medium tasters” e “supertasters”. Per la determinazione del PROP
“taster status”, ciascun volontario veniva testato 2 volte a distanza di un mese (prima
e seconda sessione sperimentale). L ordine di presentazione degli stimoli nelle due
sessioni era invertita, cio€ i soggetti ai quali veniva presentato il PROP come primo
stimolo nella prima sessione, nella seconda sessione veniva presentato come secondo
stimolo. Le soluzioni di ciascuno stimolo venivano testate a random. L’intensita della
sensazione evocata da ciascuna stimolazione veniva stimata mediante la Scala LMS
(labeled magnitude scale) (Fig.8) [126]. Tale scala ¢ una scala quasi-logaritmica,
nella quale dei descrittori semantici corrispondono a determinate ampiezze della
valutazione della sensazione evocata [126,133]. La scala € ancorata verso il basso al
descrittore “appena percettibile” e in alto al descrittore “il piu forte immaginabile”.
Quest’ultimo deve essere riferito alla sensazione orale piu forte che il soggetto abbia
mai avuto come esperienza nella sua vita (un cibo piccante, un dentifricio forte, una
caramella ...) [65]. La posizione delle etichette verbali corrisponde, nella scala, ad
una percentuale della lunghezza totale: appena percettibile 1.4, debole 6.1, moderato
17.2, forte 35.4, molto forte 53.3, il piu forte immaginabile 100 [126]. Dopo aver
effettuato la stimolazione, al volontario veniva presentata la scala LMS tramite
I’utilizzo di un computer e gli veniva chiesto di posizionare, usando il mouse, un
marker in corrispondenza del valore della scala che, secondo lui, rappresentava
meglio I’intensita della sensazione gustativa percepita. Ogni stimolazione era poi
seguita da un accurato risciacquo con acqua minerale. Tra una stimolazione e 1’altra
si lasciava passare un periodo minimo di 60 s. La media delle due sessioni veniva poi

calcolata per ogni soggetto e risultati venivano caricati nel “database”. Questa
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procedura permette di costruire le funzioni dell’intensita gustativa soprasoglia per il
PROP e per I’'NaCl [65,100,134].

La soglia per il PROP ¢ stata determinata in ciascun individuo con le due
metodologie durante la terza visita. Prima dell’inizio della sessione sperimentale,
tutti i campioni dovevano risciacquarsi accuratamente la bocca con dell’acqua
minerale. Dapprima si procedeva alla determinazione mediante il test triangolare,
secondo I’opzione della “scelta forzata”. Ogni concentrazione ¢ stata testata 4 volte
da tutti i giudici. Per ogni concentrazione vengono presentate alla persona tre
bicchierini uguali codificati, due dei quali rappresentano il bianco (contengono solo
acqua, il solvente), mentre una solo contiene il campione da testare. Dopo aver
assaggiato tutte e tre le soluzioni il giudice deve esprimere il suo giudizio,
contrassegnando su una scheda il numero del bicchierino che, a suo parere, contiene
il campione di gusto differente dagli altri due. Secondo 1’opzione della scelta forzata
il giudice deve dare un giudizio anche quando non percepisce nessuna differenza tra
le tre soluzioni. La soglia veniva definita come I’intensita dello stimolo che ha una
probabilita pari a 0.5 di essere rilevato nelle condizioni del test. Dopo una pausa di
riposo che veniva concessa a ciascun soggetto si procedeva alla determinazione della
soglia con il test “Up and Down”. A ciascun soggetto venivano presentati 3
bicchierini monouso posizionati a random, uno di questi conteneva la soluzione di
PROP 0.032 mM, mentre gli altri due solo esclusivamente acqua. Ai volontari veniva
chiesto di tenere in bocca, a contatto con I’intera area orale, la soluzione per 5 sec.
Dopo avere testato tutte e tre le soluzioni, i soggetti dovevano scegliere quale
soluzione era diversa dalle altre due. Se il soggetto individuava la presenza dello
stimolo per due volte consecutive, nella prova seguente si testava la concentrazione

immediatamente piu bassa [127]. Al contrario, quando il soggetto non individuava lo
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stimolo, allora si testava la concentrazione immediatamente piu alta. La soglia viene
definita dalla media geometrica di 6 reversal. L’intervallo tra le varie concentrazioni
cosi come I’intervallo tra 1 3 stimoli, era di 60 s.

Nella quarta visita, si acquisivano le immagini digitali delle lingue di ciascun
soggetto per la determinazione della densita delle papille gustative fungiformi.
Ciascun soggetto veniva invitato a risciacquare la bocca con acqua deionizzata
(conduciblita: 0.9 pS) e quindi veniva fatto sedere su una sedia davanti a un bancone.
Per ridurre al minimo i movimenti della testa, i soggetti dovevano sostenerla
poggiando le braccia sul bancone e tenendo la loro testa con le mani in modo che il
mento potesse protrudere in avanti. Quindi i soggetti dovevano tirare fuori la lingua
che veniva tenuta ferma dalle labbra (Fig.7A). Dopo aver asciugato la lingua con un
pezzo di carta da filtro, una strisciolina (10 mm x 3 mm) di carta da filtro che doveva
servire come unita di misura per calcolare 1’ingrandimento dell’immagine, veniva
posizionata nella parte anteriore del lato destro della lingua (Fig.7A). Quindi un
cerchietto di carta da filtro di 6 mm di diametro bagnato con il colorante blu, veniva
posizionato per 3 secondi sulla parte anteriore sinistra della punta della lingua vicino
alla linea mediana (Fig.7A). La lingua veniva nuovamente asciugata dopo la
rimozione del cerchietto di carta filtro prima di poter scattare le immagini con la

fotocamera come precedentemente descritto.
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Fig7. Immagine rappresentante la lingua di un soggetto e ingrandimento di un
particolare. (A) Lingua con, evidenziata da una linea bianca, la linea mediana che separa
la parte sinistra dove ¢ localizzata 1’area circolare di 6mm di diametro colorata nella
quale ¢ stata effettuata la conta delle papille fungiformi e la parte destra dove ¢ stata
posizionata una strisciolina di 10 mm x 3mm di carta da filtro utilizzata come unita di
misura. (B) Ingrandimento dell’area circolare colorata. Nell’ingrandimento sono ben
evidenti le papille fungiformi con la comune struttura a fungo che appaiono chiare per la
colorazione con il colorante alimentare, diversamente dalle papille filiformi che appaiono
molto piu scure dopo la medesima colorazione. Le frecce indicano i pori gustativi
presenti all’apice delle papille fungiformi.
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39



Analisi dei dati

Per la classificazione di ogni soggetto all’interno dei tre gruppi “nontasters”,
“medium tasters” e “supertasters” venivano comparate per ogni soggetto le curve
dose-risposta per i due stimoli [65]. Se la funzione soprasoglia dell’NaCl cresceva
piu rapidamente della funzione del PROP, i soggetti venivano classificati come
“nontasters”. Se, invece era la funzione soprasoglia del PROP a crescere piu
rapidamente della funzione dell’NaCl, allora i soggetti venivano classificati come
“supertasters”. Infine, quando si assisteva ad una sovrapposizione della funzione del
PROP con la funzione dell’NaCl, allora i soggetti venivano classificati come
“medium tasters”. Il confronto della valutazione dell’intensita della sensazione
evocata dalle tre concentrazioni di PROP e le tre concentrazioni di NaCl nei
“nontasters”, “medium tasters” e “supertasters”¢ stato effettuato con ANOVA a tre-
vie (Statistica, Statsoft).

ANOVA ad una via ¢ stata utilizzata per comparare i valori medi + SE di soglia
e 1 punteggi dell’intensita della sensazione evocata dalla soluzione soprasoglia di
PROP (3,2 mM) determinati nei “nontasters”, “medium tasters” e “supertasters”. La
relazione tra I’intensita della sensazione evocata dalla soluzione soprasoglia di PROP
(3,2 mM) e i valori di soglia, ¢ stata valutata utilizzando 1’analisi della correlazione
lineare.

I metodo di Fisher (Genopop software version 4.0; http://Kimura.univ-
montp2fr/~rousset/Genepop.htm) [135] ¢& stato utilizzato per analizzare Ile
distribuzioni dei genotipi e le frequenze aplotipiche e alleliche in accordo con il

PROP status.

40



Gli effetti del PROP “taster status” sullo zinco salivare sono stati analizzati
mediante ANOVA ad un via. Il test post-hoc di Tukey ¢ stato utilizzato per tutti i
confronti a due a due.

L’effetto del polimorfismo rs2274333 (A/G) dell’esone 3 sulla struttura
secondaria della gustina CA6 ¢ stato analizzato usando il software PSIPRED,

secondary structure prediction (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) [136]. L’effetto del

polimorfismo sulla propensione a creare regioni di disordine nella sequenza della

proteina ¢ stata analizzata con il software GlobPlot (http://globplot.embl.de) [137].

Le differenze genetiche tra i tre gruppi di “taster” basata sulla combinazione dei
genotipi del gene della gustina e del gene TAS2R38 sono state esaminate mediante il
metodo di Markov Chain (Arlequin software version 3.1;
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3) [138]. Tutti valori di P < 0.05 erano

considerati significativi.

L’analisi quantitativa del contributo di TAS2R38 e del gene della gustina alla
definizione “PROP bitterness” e alla soglia ¢ stata eseguita mediante 1’utilizzo della
procedura “Generalized Linear Model” (GLM). Questa procedura fornisce un’analisi
di regressione e della varianza per una variabile dipendente da una o piu variabili
indipendenti. La GLM ¢ stata effettuata attraverso una procedura graduale a ritroso,
iniziando con il modello completo includendo le wvariabili indipendenti e le
interazioni di secondo ordine tra loro, e cancellando passo dopo passo le interazioni e
variabili non significative. Gli effetti differenti tra la condizione di omozigosi e di
eterozigosi, sono stati analizzati per entrambi i geni. L’effetto dell’interazione tra i
due loci ¢ stato anche incluso nel modello. I valori di “Partial Eta Squared”

rappresenta la forza di associazione di ogni variabile indipendente (genotipi del
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TAS2R38 e del gene della gustina), con le variabili dipendenti (“PROP bitterness” e
soglia), dopo che gli effetti di tutte le altre variabili indipendenti sono stati
considerati. La procedura “GLM” ¢ stata utilizzata per valutare 1 valori medi attesi
della “PROP bitterness” e della soglia per ogni combinazione dei genotipi del
TAS2R38 ¢ del gene della gustina. 11 grado di sovrapposizione tra i valori medi attesi
e quelli osservati definisce in quale misura i due loci possono spiegare la “PROP
bitterness” e la soglia. Il valore del “Global R Squared” fornisce una misura di
questa associazione. Gli individui con aplotipi rari sono stati esclusi dall’analisi
GLM”.

Le differenze tra il BMI determinato negli individui dei tre taster groups” sono
state confrontate con 1’analisi della covarianza (ANCOVA), nella quale i tre fattori
del questionario di Stunkard & Messick sono stati considerati come covariabili. 11
confronto post-hoc ¢ stato fatto con il test di Tukey.

Il valore della densita di papille fungiformi determinato in ciascun individuo
nell’area circolare colorata di 6 mm di diametro ¢ stato convertito in numero di
papille fungiformi /cm”. Le differenze tra la densita determinata negli individui con
genotipo AA, AG e GG per il polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della gustina
sono state confrontate con analisi della varianza (ANOVA) a 1-via. Il test post-hoc di
Tukey ¢ stato utilizzato per il confronto a due a due.

L’analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando i1 softwares STATISTICA per
WINDOWS (versione 7.0; StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA) e SPSS (SPSS Inc.
Headquarters, Chicago, IL, USA). Tutti valori di P < 0.05 erano considerati

significativi.
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RISULTATI

Sensibilita gustativa al PROP

I soggetti sono stati classificati secondo il loro “taster status” come segue: 27.63%
nontasters (n = 21); 36.84% medium tasters (n = 28); and 35.52% supertasters (n =
27). La fig. 9 mostra la valutazione della intensita percepita dopo stimolazione con le
tre concentrazioni di PROP e le tre concentrazioni di NaCl nei gruppi “nontaster” ,
“medium tasters” e “supertaster”. ANOVA ha rilevato una significativa interazione a
tre-vie del tipo di soluzione x del “taster status” x della concentrazione sulla
valutazione dell’intensita della sensazione evocata (F[4,438] = 21.438; P < 0.00001)
(Fig.9). 11 test post-hoc di Tukey ha evidenziato una valutazione maggiore
dell’intensita della percezione delle due concentrazioni piu alte di PROP (0.032 e
0.32 mmoli/l) rispetto a quella delle due piu alte concentrazioni di NaCl (0.1 e 1.0
M/1) nel gruppo dei “supertaster” (P = 0.000036; Tukey test). Nel gruppo dei
“nontaster” la valutazione evocata dalle due piu alte concentrazioni di NaCl (0.1 e
1.0 M/1) ¢ risultata maggiore rispetto a quella evocata dalle due concentrazioni piu
alte di PROP (P = 0.000036; Tukey test). Nei “Medium tasters” la valutazione
evocata dalle concentrazioni di NaCl ¢ risultata sovrapponibile a quella evocata dalle
soluzioni di PROP (P > 0.05; Tukey test).

ANOVA ad 1-via ha mostrato che sia la soglia ¢ la PROP bitterness (3,2mM)
dipendono dal PROP “taster status” (soglia: F[2,69] = 18.260; p < 0.0001; bitterness:
F[2,69] = 85.464; p <0.0001) (Fig.10). Il confronto post-hoc ha dimostrato che i
valori delle soglie determinati negli individui “nontasters” sono statisticamente piu
alti rispetto a quelli determinati negli individui degli altri due “tasters” gruppi (p =

0.000114; Tukey test), ma non sono risultate differenze significative tra i valori
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determinati nei “medium” e quelli dei “supertasters” (p > 0.05; Tukey test).
Diversamente i valori medi di PROP bitterness (3,2mM) determinati nei tre gruppi
sono risultati statisticamente diversi uno dall’altro, cioé la bitterness dei
“supertasters” era piu alta di quella dei “medium tasters” che a sua volta era piu alta

di quella dei “nontasters” (p =0.0001; Tukey test).
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Figura 9. Relazione tra I’intensita della percezione gustativa e la concentrazione dello
stimolo in individui PROP nontasters (n = 21), medium tasters (n = 28) and supertasters
(n = 27). Tutti sono valori medi (+ES).

* = differenza significativa tra valori corrispondenti (P = 0.000036; Tukey test
successivo ad ANOVA a tre vie).
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Fig 10 . Valori medi £ ES di soglia per il PROP (PROP Threshold) e della PROP
bitterness (3.2 mM) determinate in “supertasters” (n = 27), “medium tasters” (n = 28) and
“nontasters” (n = 21). ANOVA a 1-via era usata per confrontare valori attraverso i
“taster” gruppi (p < 0.0001). Lettere differenti indicano differenze significative (p <
0.0001; Tukey test).
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Analisi molecolare del polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della gustina
L’analisi molecolare del polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene che codifica per
la gustina ha mostrato che i tre gruppi differivano sulla base della distribuzione dei
genotipi (x> = 24.334; P = 5.2¢-006; Fisher’s test) e della frequenza allelica (y* =
32.684; P = 7.999¢-008; Fisher’s test) (Tabella 1). In questo caso, il test post hoc ha
permesso di discriminare tutti i gruppi uno dall’altro (y* > 10.254; P < 0.006;
Fisher’s test). I “supertasters” che hanno una frequenza molto alta del genotipo AA
(85.19 %) e dell’allele A (92.6 %) sono risultati diversi dai “nontasters” che invece
hanno una maggiore frequenza del genotipo GG (57.14 %) e dell’allele G (64.28 %)
(differenza sulla base dei genotipi: y° = 26.053; P = 0.000002; differenza sulla base
della frequenza allelica: ° = 34.563; P = 0.000001). L’allele A ¢ risultato pid
frequente (69.6 4%) rispetto all’allele allele G (30.35 %) anche nel gruppo dei

“medium tasters”.
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Tabella1 Distribuzione dei genotipi e frequenza allelica del polimorfismo
152274333 (A/G) del gene che codifica per la gustina (CA6) in accordo con il

“PROP taster status”.

PROP status p
Supertaster Medium taster Nontasters
Genotipo n % n % n %
AA 23 8519 14 5000 6 2857
GG 0 0 3 1071 12 57.14  5.21e-006
AG 4 1481 11 3928 3 1429
Allele
A 50 9259 39 6964 15 3571  7.99e-008
G 4 740 17 3035 27 6428

I valori di p derivano dal test di Fisher. n =76
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Analisi dell’ effetto del polim orfismo rs2274333 (A/G) sulla funz ione della
gustina

L’analisi effettuata con il software PSIRED ha mostrato che il polimorfismo
rs2274333 (A/G) ha un effetto locale sulla struttura secondaria della gustina (CA6)
(Fig. 11). La presenza dell’allele G nella sequenza nucleotidica determina nella
struttura secondaria della proteina immediatamente a valle della Gly90 la comparsa
di un beta foglietto (Fig. 11B) che invece risulta assente quando & presente 1’allele A
che produce il codone Ser (Fig. 11A). In aggiunta, 1’analisi effettuata con il software
GlobPlot ci ha mostrato che il dominio di 6 amino acidi, dall’83 all’87, quando ¢
presente la Gly90 nella sequenza della proteina, sembra avere una forma disordinata
che non risulta quando invece I’aminoacido Serina si trova nella stessa posizione.

Nella fig. 12 ¢ mostrata la concentrazione dello Zn nella saliva dei “supertasters”,
“mediumtasters”, e “nontasters” . ANOVA ad 1-via ha mostrato che Ila
concentrazione dello ione Zinco nella saliva varia con il “taster status” (Fp,72; = 5.85;
P < 0.004), e che i valori misurati sono significativamente piu alti nei “nontasters”
rispetto a quelli determinati nei “supertasters” (P = 0.003; Tukey test).

Nella fig 13 sono mostrati esempi di immagini di lingua (parte sinistra della
figura) registrate da individui dei tre genotipi conseguenti al polimorfismo rs2274333
(A/G) del gene della gustina e relativi ingrandimenti della parte anteriore sinistra
della lingua ¢ dove stato colorato un cerchietto di 6 mm di diametro per la
definizione della densita delle papille fungiformi (parte destra della figura). In
particolare, in A ¢ rappresentata un’immagine registrata da un individuo omozigote
AA, in B un’immagine registrata da un individuo eterozigote AG e in C da
un’immagine registrata da individuo omozigote GG. Dall’osservazione di queste

immagini appare evidente che gli individui con genotipo AA hanno una densita di
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papille fungiformi maggiore rispetto agli individui con genotipo AG e GG, dove
invece la densita delle papille risulta essere inferiore (fig.13 A,B,C).

La figura 14 mostra il valore medio + ES del numero di papille fungiformi/cm’
determinato negli individui omozigoti AA, eterozigoti AG e omozigoti GG. L’analisi
della varianza (ANOVA) a 1-via ha rilevato che la densita delle papille gustative ¢
associata al polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della gustina (CA6) (F[4,60] =
11.845; P = 0.00005). 11 test post-hoc di Tukey ha evidenziato una densita di papille
fungiformi/cm® (93.575 + 6.015) significativamente pit alta negli individui con due
alleli A rispetto agli individui omozigoti GG (p = 0.0000161) che avevano una
densita di 38.924 + 10.009 papille fungiformi/cm®. Gli individui omozigoti AA
avevano una densita di papille fungiformi significativamente piu alta anche rispetto a
quella degli individui eterozigoti AG (p = 0.0342) che avevano una densita di 64.452
+ 9.645 papille fungiformi/cm®. La densitd di questi ultimi non & risultata
significativamente diversa rispetto a quella degli individui omozigoti GG (38.924 +

10.009 papille fungiformi/cm?).
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Figura 11. Struttura proteica secondaria della regione di
CA6 che include il polimorfismo rs2274333 (residuo
aminoacidico 90) secondo I’analisi PSIPRED.

13A: polimorfismo con Ser90; 13B: polimorfismo con
Gly90.
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Figura 12. Valori medi + ES della concentrazione dello Zinco
salivare nei supertasters (n = 27), medium tasters (n = 28) e
nontasters (n = 21). ANOVA ad l-via ¢ stata utilizzata per
analizzare ’effetto del PROP taster status sulla concentrazione
dello Zn salivare (P < 0.004). * = differenza significativa rispetto

ai valori dei nontasters (P = 0.003; Tukey test ).
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Fig 13. Esempi di immagini di lingua (parte sinistra della figura) registrate
da individui dei tre genotipi conseguenti al polimorfismo rs2274333 (A/G)
del gene della gustina e relativi ingrandimenti della parte anteriore sinistra ¢
dove stato colorato un cerchietto di 6 mm di diametro per la definizione
della densita delle papille fungiformi (parte destra della figura). (A)
individuo omozigote AA, (B) individuo eterozigote AG, (C) da un individuo
omozigote GG.
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Figura 14 . Densita delle papille gustative
fungiformi  (No./em?)  determinata  in
individui con genotipo omozigote AA (n =
36), eterozigote AG (n = 14) e omozigote
GG (n = 13) per il gene della gustina. Tutti
sono valori medi ( ES).

* = Jettere diverse indicano variazione
significativa (P < 0.0386; Tukey test
successivo ad ANOVA a 1-via).
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Analisi molecolare dei tre polimorfismi di singoli nucleotidi (SNPs) del TAS2R38

I polimorfismi di singoli nucleotidi del gene TAS2R38 sono risultati associati al
PROP taster status. Infatti, i tre “PROP taster” gruppi sono risultati differenti
statisticamente sulla base della distribuzione dei genotipi e della frequenza degli
aplotipi (* > 50.00; P < 1.00e-008; Fisher’s test) (Tabella 2). La comparazione a due
a due ha permesso di differenziare i “nontaster” dai “tasters” (X2 > 50.00; P < 1.00e-
008; Fisher’s test), mentre non sono risultate differenze significative tra i
“supertasters” e i “medium tasters” sulla base della distribuzione dei loro genotipi (y°
=4.56; P = 0.102; Fisher’s test) e della frequenza degli aplotipi (y* = 2.95; P = 0.22;
Fisher’s test). In particolare, il genotipo AVI/AVI e I’aplotipo AVI sono risultati il
genotipo e 1’aplotipo piu rappresentato nei “nontasters” (rispettivamente il 90.48 %
aveva genotipo AVI/AVI e il 9524 % aveva almeno un aplotipo AVI). Nei
“supertasters” e nei “medium tasters” sono risultati pit rappresentati gli eterozigoti
(il 51.85 % nei “supertasters” e il 78.57 % nei “medium tasters”) e gli omozigoti
PAV (i 37.04 % nei “supertasters” e il 14.29 % nei “medium tasters”). Di
conseguenza I’aplotipo PAV era rappresentato nel 66.67 % dei “supertasters” e nel
55.36 % dei medium tasters, mentre per I’aplotipo AVI era rappresentato nel 29.63 %
dei “supertasters” e nel 42.86 % dei “medium tasters”. Come mostrato nella tabella 2

nel nostro panel sono stati anche determinati alcuni rari aplotipi (AAV and AAI).
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Tabella 2 . Distribuzione dei genotipi e frequenza degli aplotipi del
TAS2R38 in accordo con il “ PROP taster status”.

Genotipo
PAV/PAV
AVI/AVI
PAV/AVI
PAV/AAV
PAV/AAI
AVI/AAI
Aplotipo
PAV
AVI
AAV

AAI

PROP status p

Supertaster ~ Medium taster ~ Nontasters

n % n % n %

10 37.04 4 14.29 0 0

1 3.70 1 3.57 19 90.48 <1.0e-008
14 5185 22 7857 1 4.76

2 7.41 0 0 0 0

0 0 1 3.57 0 0

0 0 0 0 1 1

36 66.67 31 5536 1 2.38 <1.0e-008
16  29.63 24 4286 40 9524

2 3.70 0 0 0 0

0 0 1 1.79 1 2.38

I valori di p derivano dal test di Fisher. n =76
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Contributo del TAS2R38 e del gene della gustina nella modulazione del fenotipo
sensibilita al PROP

L’analisi di Fisher attraverso i due loci polimorfici ha mostrato che tutti i gruppi
differivano uno dall’altro sulla base della distribuzione dei genotipi (5° > 17.299; P <
0.002) e della frequenza allelica (* > 16.005; P < 0.003).

Il metodo di Markov Chain ha evidenziato che i tre taster gruppi sono diversi
statisticamente anche sulla base della distribuzione delle combinazioni dei genotipi
dei due geni, TAS2R38 e gene della gustina (p < 0.00001) (Tabella 3). L’analisi post
hoc ha permesso di discriminare i gruppi uno dall’altro (p < 0.04545). In particolare,
la condizione di omozigosi per entrambi i geni degli alleli associati a bassa sensibilita
(AVI/AVI - GQ) ¢ risultata la piu frequente (55 %) nei “nontasters” (p < 0.00001;
Markov Chain method). Nei “supertasters” le combinazioni dei genotipi
maggiormente rappresentate erano due, la prima (48 %) 1’omozigote per ’allele del
gene della gustina associato ad alta sensibilita (AA) combinato con la condizione
PAV eterozigote (AA - PAV/AVI), la seconda (32 %) l’omozigote AA associato
all’omozigote PAV (AA - PAV/PAV). Nei “medium tasters”, la condizione di PAV
eterozigote insieme a genotipi AA o AG del gene per la gustina (PAV/AVI - AA and
PAV/AVI - AG) sono risultati i piu frequenti (40.74 % and 37.04 %).

Il grafico a dispersione mostrato nella Fig.15 descrive la tipica correlazione
lineare negativa tra la PROP bitterness e la soglia al PROP (PROP threshold) (r = -
0.709; p < 0.0001). Gli individui sono identificati nel grafico in base al “taster status”
e ai genotipi dei geni TAS2R38 e della gustina. Gli individui “nontasters” omozigoti
per gli alleli di entrambe i loci associati alla bassa sensibilita (AVI/AVI-GG),
presentavano i valori di soglia piu alti e mostrano i valori di intensita di bitterness piu

bassi, mentre gli individui con genotipo AVI/AVI-AA, mostrano un fenotipo meno
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estremo. In contrapposizione gli individui “supertasters” con genotipo PAV/PAV-
AA, quindi con la condizione di omozigosi per gli alleli associati ad alta sensibilita
ad entrambe 1 loci, presentavano i valori di soglia piu bassi e danno piu elevate
valutazioni di intensita di bitterness, mentre gli individui con la combinazione di
genotipi PAV/AVI — AA mostrano un fenotipo meno sensibile. Infine i “medium
tasters” con genotipo PAV/AVI - AA sembrano avere dei valori di soglia piu bassi
rispetto agli individui con genotipo PAV/AVI — AG.

La procedura GLM mostra il contributo dei due loci genici (TAS2R38 e gene
della gustina) nella modulazione quantitativa della “PROP bitterness”, il Global R
Squared era 0.598. In particolare il modello applicato ha evidenziato un associazione
significativa tra la PROP bitterness e ’eterozigosi PAV/AVI (Partial Eta Squared =
0.274; p < 0.001) e/o ’omozigosi PAV/PAV (Partial Eta Squared =0.424; p <
0.001). E’ presente un associazione significativa anche tra la PROP “bitterness” e la
condizione di omozigosi AA (Partial Eta Squared = 0.128; p = 0.003); mentre non ¢
risultata una associazione tra la PROP bitterness e la condizione di eterozigosi AG
(Partial Eta Squared = 0.033; p = 0.136). Inoltre, la GLM analisi non ha evidenziato
una interazione tra i due loci genici di nella modulazione della Bitterness.

Il modello GLM ha definito anche il contributo dei due loci nella modulazione
quantitativa della soglia al PROP, e in questo caso il valore del Global R Squared era
di 0.413. Per le misure di soglia, I’analisi GLM ha mostrato un associazione
significativa tra la soglia e I’eterozigosi PAV/AVI (Partial Eta Squared = 0.129; p =
0.002) o I’omozigosi PAV/PAV (Partial Eta Squared = 0.111; p = 0.005), come
anche I’eterozigosi AG (Partial Eta Squared = 0.103; p = 0.007) o I’omozigosi AA
(Partial Eta Squared = 0.149; p = 0.001). Anche nel caso della definizione della

soglia, non ¢ stata trovata nessuna interazione significativa tra i due loci genici.
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La tabella 4 mostra i valori medi (+ SE) di PROP bitterness e di soglia osservati
negli esperimenti e quelli attesi dalla GLM analisi relativi ad ogni combinazione
genotipica dei geni TAS2R38 e del gene della gustina. I valori attesi della PROP
bitterness che hanno un range che va da 16.3 negli individui con genotipo AVI/AVI
— GG a 83.9 negli individui con genotipo PAV/PAV — AA, hanno un elevato grado
di sovrapposizione con quelli osservati (Global R Squared = 0.598). 11 modello
mostra anche che avere due copie dell’allele AA del gene della gustina determina un
aumento della sensibilita al PROP in ogni genotipo TASZ2R38. I valori attesi di soglia
ottenuti con la analisi GLM sono risultati solo parzialmente sovrapposti con quelli
osservati (Global R Squared = 0.413). In questo caso il modello ha mostrato che un
singolo allele A del gene della gustina ¢ sufficiente a determinare riduzione del
valore soglia. Quest’ultimo dato ¢ confermato dal fatto che esiste una significativa
associazione tra la condizione di eterozigosi AG e la soglia (Partial Eta Squared =
0.103; p = 0.007), ma non tra 1’eterozigosi AG e la bitterness (Partial Eta Squared =

0.033; p=0.136).
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Tabella 3. Distribuzione delle combinazioni dei genotipi del TAS2R38 e del
gene della gustina in accordo al PROP taster status.

PROP status p—valuel

Supertaster Medium taster Nontasters

Genotipo n % n % n %
AVI/AVI-GG 0 0 0 0 11 55.00
AVI/AVI-AG 0 0 0 0 2 10.00
AVI/AVI-AA 1 400 I 370 6 3000
PAV/AVI-GG 0 0 1370 1 500 <0.0001
PAV/AVI-AG 2 800 10 3704 0 0
PAV/AVI-AA 12 4800 11 4074 o0 0
PAV/PAV -GG 0 0 2 741 0 0
PAVIPAV-AG 2 800 O 0 0 0

PAV/PAV-AA 8 3200 2 741 0 0

I valori di p derivano dal metodo di Markov Chain. n =72
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Fig. 15. Grafico a dispersione raffigurante la relazione tra la PROP bitterness e la
soglia al PROP (r = -0.71; p < 0.0001; correlazione lineare). Gli individui (n = 72)
sono identificati in base al loro PROP taster status e ai genotipi di TAS2R38 e del
gene della gustina (CA6).
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Tabella 4. Valori di PROP bitterness e di soglia in accordo con i
loci genici TAS2R38 e gene della gustina (CA6).

Genotipo
AVI/AVI - GG
AVI/AVI - AG

AVI/AVI - AA
PAV/AVI - GG
PAV/AVI - AG
PAV/AVI - AA
PAV/PAV - GG
PAV/PAV - AG
PAV/PAV - AA

Global R Squared

PROP Bitterness PROP Threshold

Obs Exp Obs Exp
17.9+3.34 163 5.88 £1.80 5.23
16.5+8.50 27.6 1.76 £ 1.44 2.46
36.6+6.30 36.0 1.64 £0.50 2.36
44.0+4.00 47.0 0.91£0.59 2.78
58.2+496 583 0.07 £0.03 0.01
67.0+438 66.7 0.04 £0.01 -0.09
58.5+23.50 64.2 0.91£0.59 2.62
87.5+12.50 75.6 0.17+0.15  -0.15
82.7+6.57 839 0.03+0.02  -0.25

0.598 0.413

Valori medi di PROP bitterness (3.2 mM) e di soglia (mM)
osservati (Obs) (= SE) e attesi (Exp) mediante 1°analisi

GLM.n=72
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Indice di massa corporea (BMI) e “PROP taster status”

I1 BMI medio (+ SEM) era in un normale range di peso per tutti e tre i gruppi
“taster” (Fig.16). Considerando i tre fattori del questionario di Stunkard e Messick
come covariabili, ANCOVA ad una via, ha rilevato che il BMI varia con il taster
status (F[2,60] = 3.19; P < 0.048). Il confronto post-hoc ha mostrato che il BMI dei
“nontasters” ¢ piu alto di quello dei “supertasters” (P = 0.042; Tukey test). Sebbene
sia possibile notare dal grafico valori di controllo cognitivo piu elevati negli individui
“supertasters” e valori piu elevati di dsinibizione e voracita nei “nontasters”, i
punteggi relativi al controllo alimentare, alla disinibizione e alla voracita non erano

statisticamente differenti tra i soggetti appartenenti ai tre gruppi (P > 0.05; Tukey

test).
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Figure 16. Valori medi + ES dell’indice di massa corporea (BMI)
misurato nei “supertasters” (n = 27), “medium tasters” (n = 28) and
“nontasters” (n = 20). L’analisi della covarianza ad una via
(ANCOVA) ¢ stata utilizzata per confrontare le differenze di BMI tra
i taster groups (P < 0.048). I tre fattori del questionario di Stunkard
and Messick, restrizione cognitiva, disinibizione e voracita (mostrati
come valori medi + ES nella parte destra della figura), erano
considerati come covariabili nell’analisi ANCOVA.

* = differenza significativa rispetto ai valori dei nontaster (P =
0.042; Tukey test).
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Discussione

Lo scopo primario di questo lavoro era quello di caratterizzare altri fattori, oltre
alle varianti del TAS2R38, determinanti nella definizione delle variabilita individuali
della sensibilita al PROP che viene usata come un indice generale della percezione
chemosensoriale in grado di condizionare le preferenze alimentari e quindi lo stato
nutrizionale.

Per la prima volta noi abbiamo dimostrato che la sensibilita gustativa al PROP ¢
inversamente correlata alla concentrazione dello zinco salivare e direttamente
associata con il polimorfismo rs2274333 (A/G) nell’esone 3 del gene della gustina
(CA6) che sembra essere legato con la capacita della proteina di legare lo zinco. E’
noto che i polimorfismi genetici rappresentano un meccanismo attraverso il quale gli
individui mostrano variazioni funzionali all’interno di un range fisiologico [122]. Un
analisi comparativa del polimorfismo rs2274333 ci hanno permesso di associare la
piu alta sensibilita al PROP dei supertasters al genotipo AA e all’allele A, la piu
bassa sensibilita al PROP dei nontasters al genotipo GG e all’allele G, e la moderata
sensibilita al PROP dei “medium tasters” alla presenza di almeno un allele A.

I nostri risultati suggeriscono che il polimorfismo rs2274333 (A/G) influenza il
legame dello zinco alla gustina (CA6). L attivita della gustina dipende dalla presenza
dello zinco a livello del sito attivo della proteina [118,119], ed ¢ stato dimostrato che
una sua piena attivita funzionale ¢ cruciale per la funzione gustativa
[116,117,120,121]. Lo =zinco strettamente legato alla gustina & complessato
all’enzima via tre residui di istidina [139]. Due di questi residui istidinici sono
codificati dal codone 111 e 113 dell’esone 3, mentre il terzo residuo & codificato dal
codone 138 dell’esone 4 del gene della gustina (CA6) [140]. La presenza di un f-

foglietto immediatamente a valle della Gly90 nella struttura secondaria della proteina
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e di una regione di disordine dal residuo amminoacidico 83 al residuo
amminoacidico 87 immediatamente a monte della stessa Gly, ci ha portato a
suggerire che si possa verificare una modificazione strutturale del sito attivo della
proteina che potrebbe causare una riduzione del legame dello zinco al suo sito attivo.
E’ stato dimostrato che le proteine intrinsecamente disordinate o non strutturate si
trovano in uno stato conformazionale altamente flessibile in gran parte privo di
elementi strutturali secondari e contatti terziari [141]. Poiche I’esone 3 codifica per
vari residui amminoacidici del sito attivo, incluse due delle tre istidine implicate nel
legame con lo zinco [140,142] noi abbiamo ipotizzato che il residuo amminoacidico
Ser in posizione 90, osservato nei “supertasters”’, determinerebbe una geometria
ottimale del sito attivo della proteina che favorirebbe il legame con lo zinco. Al
contrario, la presenza della Gly, osservata nei “nontasters”, potrebbe rendere
difficoltoso il legame dello zinco al sito catalitico della proteina influenzando cosi la
sua attivita enzimatica. Quindi, 1’elevata concentrazione di zinco nella saliva dei
“nontasters” potrebbe essere correlata con una geometria non ottimale del sito attivo
che rende difficile il legame dello zinco alle istidine 111 e 113. Questa ipotesi,
potrebbe spiegare le risposte contraddittorie ottenute dopo il trattamento con zinco
nei pazienti con ridotta sensibilita gustativa come riportato da Henkin et al [117]. 1
pazienti che presentano una resistenza al trattamento con lo zinco nel lavoro Henkin
et al [117], potrebbero avere il genotipo GG e quindi non essere in grado di legare lo
zinco per un ottimale funzionamento della gustina.

Nel nostro panel abbiamo trovato alcuni individui “nontasters” con genotipo AA.
La bassa sensibilita gustativa di questi individui nonostante il loro genotipo potrebbe
essere spiegata da una ridotta espressione genica o da altri fattori che potrebbero

contribuire a una diminuita sensibilita. Tra questi fattori dovrebbero essere
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considerati altri costituenti organici salivari che potrebbero giocare un ruolo
importante nella funzione gustativa agendo come trasportatori dello stimolo,
idrofobico, verso i siti recettoriali. Ulteriori studi sono in corso per verificare questa
ipotesi.

Considerando che ¢ noto che il PROP “nontasters status” ¢ associato con una
ridotta densita di papille fungiformi [63,65,67] ed ¢ stato ipotizzato che la gustina
possa fungere da fattore trofico per lo sviluppo e la crescita delle papille gustative
[117], i nostri risultati suggeriscono che I’associazione tra la mutazione nella gustina
(CA®6) e il “ nontaster status” potrebbe fornire una spiegazione per la ridotta densita
di papille negli individui di questo gruppo cosi come per la generale riduzione
dell’abilita chemosensoriale dimostrata in questi individui.

I risultati da noi ottenuti sulla densita delle papille gustative negli individui
genotipizzati per il polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della gustina (CA6)
confermano questa ipotesi. Infatti, un’analisi comparativa ha mostrato che la densita
delle papille gustative ¢ piu elevata negli individui con genotipo AA rispetto a quella
degli individui omozigoti GG e a quella degli eterozigoti. Quindi, I’associazione tra
la mutazione della gustina (CA6) e la ridotta densita di papille gustative negli
individui “nontasters” GG che dovrebbero avere una gustina meno funzionale,
fornisce la prima spiegazione meccanicistica del perché i PROP nontasters (con alta
frequenza dell’allele G) sono insensibili, rispetto ai PROP tasters, a una vasta gamma
di stimoli orali anche diversi dalle tiouree, e del fatto che i PROP supertaster, che
hanno un elevata frequenza dell’allele A, hanno una maggiore densita di papille
gustative rispetto ai nontaster.

Nella seconda fase di questo lavora lo scopo ¢ stato quello di determinare come

gli aplotipi TAS2R38 e i genotipi del polimorfismo rs2274333 (A/G) del gene della
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gustina possono co-operare nella modulazione del PROP fenotipo. L’analisi della
distribuzione genotipica e delle frequenze alleliche del TAS2R38 e del gene della
gustina in accordo al PROP status ha mostrato che il locus TAS2R38 distingue solo i
“tasters” dai “nontasters”, mentre il locus del gene della gustina differenzia tutti e tre
i gruppi PROP taster. Inoltre, i risultati di questa analisi con quelli dell’analisi della
distribuzione delle combinazioni dei genotipi dei due loci ha mostrato che, mentre il
locus TAS2R38 caratterizza geneticamente gli individui “nontasters”, il locus del
gene della gustina caratterizza i “supertasters”. Infatti, la piu bassa sensibilita al
PROP nei “nontasters” ¢ fortemente associata con la variante non sensibile AVI del
TAS2R38 (95 % dei “nontasters” porta 1’aplotipo AVI e il 90 % sono AVI
omozigoti) in quelli con almeno 1 allele G del gene della gustina. Dall’altro lato, la
piu elevata sensibilita al PROP nei “supertasters” ¢ fortemente associata con 1’allele
A e il genotipo AA (93 % dei supertasters porta ’allele A e 1’85 % sono A
omozigoti).

Inoltre, abbiamo eseguito un analisi quantitativa del contributo dei loci TAS2R38
e del gene della gustina nel modulare il PROP fenotipo utilizzando misure di soglia,
le quali stabiliscono I’abilita nel discriminare basse concentrazioni dello stimolo, e
valutazioni dell’intensita soprasoglia le quali saggiano I’intensita gustativa ad alte
concentrazioni. L’analisi GLM ha mostrato che i loci TAS2R38 e del gene della
gustina hanno effetti indipendenti nel modulare il PROP fenotipo e che i due loci
incidono per il 60% sulla variabilita fenotipica della PROP bitterness ma solo per il
40% sulla variabilita della soglia al PROP. Questi risultati hanno indicato che vi
possano essere altri fattori ancora sconosciuti che potrebbero essere rilevanti nel

percepire soprattutto le basse concentrazioni di PROP.
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La forte associazione tra la PROP bitterness ed il TAS2R38 suggerisce che le
valutazioni dell’intensita del PROP sono principalmente determinata dal locus di
TAS2R38 (rispetto al locus del gene della gustina). Questi risultati sono coerenti con
alcuni studi che, usando varianti di recettori umani funzionalmente espressi, hanno
dimostrato che la variante PAV del TAS2R38 ¢ necessaria per rispondere a soluzioni
crescenti di PROP [76]. I nostri risultati non escludono il coinvolgimento di altre
mutazioni genetiche che come ¢ noto possono giocare un ruolo importante nel sentire
il gusto del PROP [66, 100].

La simile associazione tra i due loci e i valori di soglia ha indicato che entrambi i
loci, TAS2R38 e il gene della gustina, sono importanti per discriminare basse
concentrazioni dello stimolo. In particolare, la presenza di un singolo allele A nel
gene della gustina ¢ sufficiente per gli individui a esibire diminuzioni di soglia,
indipendentemente dal genotipo TAS2R38, mentre due alleli A (AA) sono necessari
per determinare aumenti di intensita di bitterness. Quindi, noi speculiamo che
I’abilita a percepire basse concentrazioni di PROP potrebbe essere legata all’attivita
della gustina, la quale gioca un ruolo importante nello sviluppo e nella crescita delle
papille gustative.

I nostri risultati inoltre aiutano a spiegare alcune incongruenze riportate in
letteratura come per esempio individui AVI omozigoti che presentano una sensibilita
al PROP piu alta di quanto ci si aspetterebbe in base al loro genotipo, o individui
eterozigosi PAV/AVI che rispondono come “supertasters” [71,74].

In ultimo, la relazione tra il PROP taster status e indice di massa corporea (BMI)
¢ stata spesso studiata, ma con risultati contradditori [60,76,98—104] implicando che
altri fattori possano essere cruciali nel determinare la generale relazione tra

sensibilita gustativa e comportamento alimentare, e che una variazione del BMI ¢
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solo una delle possibili conseguenze di una ridotta sensibilita gustativa. Sebbene la
nostra popolazione fosse composta da individui normopeso, i nostri risultati hanno
mostrato un inversa relazione tra la sensibilita al PROP e il BMI, e hanno confermato
che 1 fattori cognitivi che condizionano il comportamento alimentare possono avere
un ruolo molto importante nella determinazione di questa relazione.

In conclusione, i nostri risultati ricapitolando precedenti lavori che mostrano che
il TAS2R38 non puo spiegare da solo ’alta sensibilita gustativa dei supertasters,
estendono la nostra conoscenza identificando nel polimorfismo rs2274333 (A/G) del
gene della gustina un nuovo candidato che, modulando I’attivita funzionale della
proteina quale fattore trofico che promuove I’accrescimento e lo sviluppo delle
papille gustative, pud spiegare 1’elevata abilita dei supertasters a discriminare una
vasta gamma di stimoli orali amari e non amari, le differenze individuali della
percezione chemosensoriale, le preferenze alimentari (incluse quelle nei confronti dei
grassi) e le differenze di BMI che sono riportate qui come anche in altri lavori

[29,60,62,67,69,70,75,79-83, 85,86,89,90,92,93,98-100] .
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Sensitivity to 6-n-propylthiouracil is associated with gustin (carbonic
anhydrase VI) gene polymorphism, salivary zinc, and body mass index

in humans'=3

Alessandra Padiglia, Andrea Zonza, Elena Atzori, Caterina Chillotti, Carla Calo, Beverly J Tepper,

and lole Tomassini Barbarossa

ABSTRACT

Background: The individual ability to taste 6-n-propylthiouracil
(PROP) may be correlated with body mass index (BMI) and differ-
ences in the salivary proteins involved in taste function, such as the
zinc-dependent enzyme gustin, which is a trophic factor of taste
buds.

Objective: We investigated the possible association of PROP taste
responsiveness with gustin gene polymorphism rs2274333 (A/G),
salivary ionic zinc concentrations, and BMI.

Design: We measured cognitive eating behaviors and BMI in 75
volunteers (28 men and 47 women; mean = SEM age: 25 * 3 y).
The intensity of taste perception evoked by PROP and sodium chlo-
ride solutions was estimated to evaluate PROP taster status. Salivary
ionic zinc concentrations were measured, and molecular analyses
of the gustin gene polymorphism were performed in individuals
classified by PROP status by using polymerase chain reaction
techniques.

Results: We classified subjects as PROP supertasters (n = 27),
medium tasters (n = 28), or nontasters (n = 20). Salivary ionic zinc
concentrations and BMI were greater in nontasters than in super-
tasters (P = 0.003 and P = 0.042, respectively). Molecular analyses
of gustin DNA showed that allele A and genotype AA were signif-
icantly more frequent in supertasters, whereas allele G and genotype
GG were significantly more frequent in nontasters (P < 0.001).
Conclusions: These data showed that responsiveness to PROP is
inversely related to BMI and salivary ionic zinc concentrations. The
gustin gene dimorphism rs2274333 observed in supertaster and non-
taster subjects may influence the protein conformation and, thereby,
affect zinc ion binding. Our data showed a direct association be-
tween PROP sensitivity and a polymorphism in the gustin gene that
is hypothesized to affect its function. This trial was registered at
clinicaltrials.gov as UNICADBSITB-1. Am J Clin Nutr 2010;92:
539-45.

INTRODUCTION

Taste sensitivity varies greatly in individuals and can strongly
influence food choice and satiety (1). The physiologic role of
taste variability could be related to evolutionary adaptation to
specific environments to recognize substances potentially dan-
gerous or necessary for bodily function (2). The best-known
example of this variability is the genetic ability to taste the bitter
thiourea compounds, phenylthiocarbamide (PTC) and 6-n-
propylthiouracil (PROP). These compounds contain a chemical

Am J Clin Nutr 2010;92:539-45. Printed in USA. © 2010 American Society for Nutrition

moiety thiocyanate, which is responsible for their bitter taste (3—
5). Individuals can be defined as tasters and nontasters on the
basis of their threshold acuity for PTC and PROP. When tested
at higher (ie, suprathreshold) concentrations, tasters can be
further divided into those who perceive extreme intensity (ie,
supertasters) or moderate intensity (ie, medium tasters) from
these compounds (6, 7). Supertasters have a high density of
fungiform papillae, which suggests that they are anatomically
distinct from medium tasters (7-9). The ability to taste PROP is
a heritable trait (10), and the gene that expresses receptors that
bind the thiocyanate group is known as TAS2R38 which resides
on chromosome 7 (11).

PROP tasters are also more responsive than nontasters to
various oral stimuli, including other bitter-tasting compounds (6,
12-18), sweet substances (19), chemical irritants (20, 21), and
fats (8, 22). Given the nutritional value of dietary lipids, the
relation between PROP bitterness intensity and acceptance or
perception of fats is of particular interest. Several studies reported
that PROP nontasters had a lower ability to distinguish fat content
in foods, showed a higher acceptance of dietary fat (22-26), and
consumed more servings of discretionary fats per day than did
tasters (24). These findings led to the hypothesis of an inverse
correlation between PROP status and body mass index (BMI),
which is supported by several studies (27-30). However, other
reports show no associations between PROP taster status and
these variables (31-35). This lack of consensus suggests that
other factors contribute to feeding behavior, food perception, and
preference in PROP taster groups. Given that the PROP phe-
notype may have broad implications for nutritional status, it
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would be of great interest to characterize other factors that may
contribute to differences in the genetic predisposition to taste
thiourea compounds.

Salivary proteins are involved in gustatory function and could
be correlated with taste differences. Among them, gustin [car-
bonic anhydrase VI (CA6)], a zinc metalloprotein secreted by the
serous acinar cells of parotid, submandidular, and von Ebner
glands in humans may play a crucial role (36—40). Decreased
secretion of salivary gustin has been associated with reduced or
distorted taste and smell function (41). Some authors suggested
that gustin (CA6) is a trophic factor that promotes the growth and
development of taste buds by acting on taste-bud stem cells (42).
The enzymatic function of gustin (CA6) depends on the presence
of zinc at its active site (43, 44). Zinc treatment can improve taste
function in the elderly (45), increase gustin concentrations in
individuals with hypogeusia (46), and normalize taste function
and taste-bud morphology in patients with CA6 deficiency (42).
Recent findings have shown that a genetic polymorphism of
gustin (CA6) is involved in the modulation of its activity (47).
Other polymorphisms in the coding sequence of the gustin (CA6)
gene has been identified but not investigated for associations with
taste function.

The purpose of this study was to examine associations between
PROP status and the gustin gene polymorphism rs2274333
(A/G), salivary zinc ion concentration, and BMI. We hypothesized
that PROP nontaster status is associated with the recessive and
less functional form of the gustin (CA6) gene polymorphism
rs2274333 (A/G), which leads to decreased taste function. To our
knowledge, this demonstration would provide the first mecha-
nistic explanation for why PROP nontasters are less responsive to
a broad range of oral stimuli.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

Seventy-five nonsmoking volunteers (28 men and 47 women)
were recruited at the local University. All subjects were white and
were originally from Sardinia, Italy. The mean age of subjects
was 25 y and ranged from 20 to 29 y. Thresholds for the 4 basic
tastes were evaluated in all subjects to rule out any gustatory
impairment. The volunteers showed no variation of body weight
>5 kg over the previous 3 mo. Subjects were not following
a prescribed diet or using medications that might interfere with
taste perception, and none of the subjects had food allergies.
Subjects were assessed for cognitive eating behaviors with the
3-factor eating questionnaire (48). The questionnaire estimates 3
aspects of cognitive eating behavior: dietary restraint (conscious
control of eating), disinhibition (loss of control over eating), and
perceived hunger. Subjects were verbally informed about the
procedure and the aim of the study. Each subject reviewed and
signed an informed consent form at the beginning of the pro-
tocol. The study was approved by the Ethical Committee of the
University Hospital of Cagliari, Italy.

PROP taster status

The classification of subjects for PROP bitter taste status was
determined by their PROP and sodium chloride ratings with the
3-solution test (49, 50). The test consists of 3 suprathreshold
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PROPs (0.032, 0.32, and 3.2 mmol/L; Sigma-Aldrich, Milan,
Italy) and sodium chloride (0.01, 0.1, 1.0 mol/L; Sigma-Aldrich)
solutions. Sodium chloride was used as a standard because taste
intensity to sodium chloride does not change by PROP taster
status (49). Solutions were prepared with spring water the day
before each session and stored in the refrigerator until 1 h before
testing.

Determination of salivary zinc ion concentrations

To minimize possible zinc contamination, glassware and
plasticware were soaked for 24 h in 4 mol/L HCI and thoroughly
rinsed with metal-free water. Saliva samples were examined
under a microscope for food and blood contamination, and
contaminated samples were discarded. Saliva was centrifuged
(1,700 x g) for 10 min (Eppendorf Centrifuge, model 5417C;
Eppendorf, Hamburg, Germany) to obtain samples free of cel-
lular debris. Supernatant fluid from the centrifuged samples was
drawn off with a Pasteur pipette, transferred to a test tube, di-
luted 1:5 with deionized water free of zinc, and immediately
analyzed. The salivary ionic zinc concentration was measured
with a QuantiChrom zinc-assay kit (Gentaur, Brussels, Belgium)
in which the color intensity was directly proportional to the
ionic zinc concentration in the sample. The absorbance of each
sample was measured at 425 nm, and the total ionic zinc con-
centration was expressed in micrograms per deciliter.

Analysis of gustin (CA6) gene polymorphism rs2274333

Subjects were genotyped for polymorphism rs2274333 (A/G).
We investigated this polymorphism because it may modulate taste
function because of its location at exon 3 of the gustin (CA6) gene
which encodes amino acids residues of the active zinc ion binding
site. In fact, the binding of zinc to the protein strongly affects gustin
taste function (43). This polymorphism consists of an exchange of
amino acid serine for glycine at codon 90 (Gly90Ser). DNA ex-
traction was performed with the Invitrogen Charge Switch Fo-
rensic DNA Purification kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) according
to the manufacturer’s instructions. The concentration was esti-
mated by measurements of optical density at 260 nm. Molecular
analyses were performed by using polymerase chain reaction
techniques followed by nucleotide sequencing. The primers were
synthetized by Invitrogen (50 nmol scale, desalted) Europrim-
Invitrogen, Cambridge, United Kingdom). A fragment of 253 bp of
the CA6 gene exon 3 was amplified with the sense 5'TGA-
CCCCTCTGTGTTCACCT3’ and antisense 5'GTGACTATGG-
GGTTCAAAGG3’ primers. The reaction mixtures (25 pL)
contained 250 ng DNA, 10 pmol of each primer, 1.5 mmol/L
MgCl,, 100 mmol/L buffer-HCl at pH 8.3, 50 mmol/L KClI,
200 pumol/L deoxynucleotide triphosphate mix, and 1.5 units of
Hot Master Tag DNA polymerase (Eppendorf). Thermal cycles of
amplification were carried out in a thermocycler (mod. Personal
Eppendorf Mastercycler; Eppendorf). The amplification protocol
consisted of an initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by
35 cycles of denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 54°C for
30 s, and an extension at 72°C for 30 s. A final extension was
conducted at 72°C for 5 min. Amplified samples were analyzed
on a 1% agarose gel and a 6% polyacrylamide gel and stained
with ethidium bromide. Lambda #X174 Hae digest DNA was
used as relative molecular mass markers. Polymerase chain re-
action products were sequenced with an ABI Prism automated
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sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Nucleotide and
deduced amino acid sequence analyses were performed with the
OMIGA version 2.0 software (Oxford Molecular, Madison, WI).
The translation of nucleotide sequences was performed with
ExPASy translate routine software (ExPASy Proteomics Server;
Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva, Switzerland; http://
ca.expasy.org/).

Experimental protocol

The volunteers were requested to abstain from eating,
drinking, and using oral care products for >8 h before testing.
Subjects had to be in the test room 15 min before the beginning
of the session to adapt to the environmental conditions that were
kept constant throughout the experimental session (23-24°C;
40-50% relative humidity). Weight (in kg) and height (in m)
were recorded for each subject to calculate the BMI (in kg/m?).
The degree of dietary restraint and disinhibition was determined
by the 3-factor eating questionnaire (48). A total of 5 mL whole
unstimulated mixed saliva were collected between 0900 and
1100 into acid-washed polypropylene test tubes. To collect
whole saliva without any specific stimulation, the volunteers
were requested not to swallow the saliva produced in the oral
cavity for 5 min. The samples were stored at —80°C until mo-
lecular and spectrophotometric analyses were completed as
described previously.

To classify subjects by their PROP taster status, each volunteer
was tested twice on a separate day over a 1-mo period. The order
of stimulus presentation was reversed in the 2 sessions. Sodium
chloride and PROP solutions were presented in a counterbalanced
order, and samples within each solution type were tasted in
random order. A 10 mL volume was used. Each stimulus was
followed by oral rinsing with spring water. The interstimulus
interval was set at 60 s. In women, the tests were always carried
out the sixth day of the menstrual cycle to avoid taste sensitivity
changes because of the estrogen phase (51, 52). Intensity ratings
for PROP or sodium chloride were collected by using the labeled
magnitude scale (53). After tasting each sample, subjects placed
a mark on the scale corresponding to his/her perception of the
stimulus. This procedure generated suprathreshold taste intensity
functions for the 2 compounds (30, 49).

Statistical analyses

To assign each subject to a PROP taster category (nontaster,
medium taster, and supertaster), the mean of the 2 replicates was
calculated for each solution type, and the results were plotted.
According to Tepper et al (49), the taste dose-response curve for
PROP was compared with that of sodium chloride for each
subject. If the sodium chloride ratings increased more rapidly
across concentrations than did the PROP ratings, the subject
was classified as a nontaster. If the PROP rating increased
more rapidly than did the sodium chloride rating, the subject
was classified as a supertaster. The PROP curve overlapped with
the sodium chloride curve in medium tasters. Mean (=SEM)
values were calculated for nontasters, medium tasters, and su-
pertasters, and 3-factor analysis of variance (ANOVA) was used
to compare PROP intensity ratings with sodium chloride in-
tensity ratings across groups. The Tukey test was used for post
hoc comparisons.

BMI differences among taster groups were evaluated by
analysis of covariance (ANCOVA) in which the 3 factors of the
Stunkard and Messick questionnaire (48) were considered as
covariates. The effects of PROP taster status on saliva zinc ion
concentrations were analyzed by one-factor ANOVA. Post hoc
comparisons for BMI and zinc ion concentrations were con-
ducted with the Tukey test. Statistical analyses were conducted
with STATISTICA for WINDOWS software (version 6.0; Stat-
Soft Inc, Tulsa, OK). Fisher’s method (Genepop software version
4.0; http://kimura.univ-montp2fr/~rousset/Genepop.htm) (54)
was used to test genotype distribution and allele frequencies of
gustin (CA6) polymorphism 1s2274333 (A/G) according to
PROP status. P < 0.05 was considered significant.

Analysis of protein structure

The effect of the genetic polymorphism in exon 3 on the
secondary structure of CA6 was analyzed with the PSIPRED
secondary structure prediction software (http://bioinf.cs.ucl.ac.
uk/psipred/) (55). The effect of the polymorphism on the pro-
pensity to create unstructured/disordered segments within the
CAG protein sequence was analyzed with the GlobPlot software
(http://globplot.embl.de); GlobPlot is a CGI (common-gateway
interface)-based server for exploring potential globular and
disordered regions within a protein of interest on the basis of its
sequence (56).

RESULTS

Subjects were assigned to each taster group as follows: 27% of
subjects were nontasters (n = 20), 37% of subjects were medium
tasters (n = 28), and 36% of subjects were supertasters (n = 27).
ANOVA revealed a significant 3-way interaction of the taster
group X solution type X concentration on the intensity ratings
(Fla.432) = 9.43; P < 0.001) (Figure 1). Post hoc comparisons
showed that nontasters gave lower intensity ratings to the 2
highest concentrations of PROP compared with the 2 highest
concentrations of sodium chloride, respectively (P < 0.001 and
P < 0.001; Tukey test). Medium tasters gave similar ratings for
PROP and sodium chloride at all concentrations. Supertasters
gave higher ratings to 0.32 and 3.2 mmol/L PROP compared
with the 2 highest concentrations of sodium chloride, re-
spectively (P < 0.001 and P < 0.001; Tukey test).

The mean BMI (=SEM) was in the normal weight range for
all 3 taster groups (Figure 2). With consideration of the 3 factors
of the Stunkard and Messick questionnaire (48) as covariates,
one-factor ANCOVA revealed that BMI varied with taster status
(Fr2.601 = 3.19; P < 0.048). Post hoc comparisons showed that
the BMI of nontasters was higher than that of supertasters
(P = 0.042; Tukey test). Scores relative to dietary restrain, dis-
inhibition, and hunger were not different across subject groups
(P > 0.05; Tukey test).

Zinc ion concentrations in the saliva of supertasters, medium
tasters, and nontasters are shown in Figure 3. One-factor
ANOVA revealed that saliva zinc ion concentrations varied with
taster status (Fp72; = 5.85; P < 0.004), and values were sig-
nificantly higher in nontasters than in supertasters (P = 0.003;
Tukey test).

The gustin (CA6) gene polymorphism at rs2274333 (A/G) was
associated with PROP status. In fact, the 3 taster groups differed
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FIGURE 1. Mean (£SEM) values of the relation between perceived taste
intensity and stimulus concentration in 6-n-propylthiouracil (PROP)
nontasters (n = 20), medium tasters (n = 28), and supertasters (n = 27).
Three-factor ANOVA was used to compare PROP intensity ratings with
sodium chloride (NaCl) intensity ratings across groups (P < 0.001).
*Significant difference between PROP and the corresponding sodium
chloride concentration, P < 0.001 (Tukey test).

statistically on the basis of their genotype (3* = 26.642; P =
1.64e-006; Fisher’s test) and allelic frequencies (12 = 35.455;
P = 2e-008; Fisher’s test) (Table 1). Pairwise comparisons also
showed that all groups differed from each other (3> > 9.441;
P < 0.009; Fisher’s test). The genotype AA and allele A were
more frequent in supertasters, whereas genotype GG and allele
G were more frequent in nontasters (genotype > = 26.455; P <
0.001; allele x> = 18.571; P < 0.001). Specifically, 92.6% of the
supertasters carried the A allele, whereas the 65% of nontasters
carried the G allele at this location. The presence of allele A was
more frequent (67.9%) than allele G (32.1%) in medium tasters.

Analyses with the PSIPRED software (http://bioinf.cs.ucl.ac.
uk/psipred/) showed that polymorphism 152274333 (A/G)
had a local effect on the secondary structure of gustin (CA6)
(Figure 4). The presence of the G allele in the nucleotide se-
quence determined the appearance of a ff-strand in the secondary
structure of the protein immediately downstream of Gly90
(Figure 4B) that was absent when the A allele produced the
codon Ser (Figure 4A). In addition, the GlobPlot software
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FIGURE 2. Mean (£SEM) values of BMI (in kg/mz) measured in
supertasters (super; n = 27), medium tasters (medium; n = 28), and
nontasters (non; n = 20). One-factor ANCOVA was used to compare BMI
differences across taster groups (P < 0.048). The 3 factors of the Stunkard
and Messick questionnaire (48) [ie, restraint, disinhibition, and hunger
(shown to the right in the figure)] were considered covariates in the
ANCOVA analysis. *Significant difference with respect to the nontaster
value, P = 0.042 (Tukey test).

showed that the domain of 6 amino acids, from 83 to 87, ap-
peared to have a disordered shape when Gly90 was present in
the protein sequence, whereas Ser at the same position did not
reveal any disordered region.

DISCUSSION

The relation between PROP taster status and BMI has often
been investigated but with contradictory results (27-35). This
implies that other factors are crucial in determining the general
relation between taste and feeding behavior, and a variation in
BMI is only one possible consequence of reduced taste re-
sponsiveness. Subjects in the current study were not overweight.
Nevertheless, our results support the inverse relation between
PROP sensitivity and BMI, and confirm that cognitive factors
may play a prominent role in the determination of this relation as
shown previously (1, 30).

A primary aim of the current work was to characterize other
factors that may contribute to differences in the genetic pre-
disposition to taste thiourea compounds. For the first time to our
knowledge, we showed that responsiveness to PROP was in-
versely related to salivary zinc ion concentrations and directly
associated with polymorphism rs2274333 (A/G) in exon 3 of the
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FIGURE 3. Mean (=SEM) values of saliva zinc ion concentration in
supertasters (n = 27), medium tasters (n = 28), and nontasters (n = 20).
One-factor ANOVA was used to analyze the effects of 6-n-propylthiouracil
taster status on saliva zinc ion concentrations (P < 0.004). *Significant
difference with respect to nontaster value, P = 0.003 (Tukey test).
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Distribution of genotypes and allele frequencies of gustin (carbonic anhydrase VI) polymorphism rs2274333 (A/G) according to 6-n-propylthiouracil

(PROP) taster status

PROP sensitivity

Supertaster Medium taster Nontasters P!
n % n % n %
Genotype
AA 23 85.19 14 50.00 25.00
GG 0 0 4 14.29 11 55.00 1.64 x 1072
AG 4 14.81 10 35.71 20.00
Allele
A 50 92.59 38 67.86 14 35.00 2x1078
G 4 7.40 18 32.14 26 65.00

! Derived from Fisher’s method (n = 75).

gustin (CA6) gene that seems to be related with the capacity of
the protein to bind zinc. It is known that gene polymorphisms are
a mechanism by which individuals exhibit functional variation
within the physiologic range (47). A comparative analysis of the
1s2274333 polymorphism allowed us to associate the highest
responsiveness to PROP (in supertasters) to genotype AA and
allele A, the lowest responsiveness to PROP in nontasters to
genotype GG and allele G, and moderate PROP responsiveness of
medium tasters to the presence of at least one A allele.

Our results suggest that the 152274333 (A/G) polymorphism
influences zinc binding to gustin (CA6). Gustin activity depends
on the presence of zinc at the active site (43, 44). The full
functional activity of gustin (CA6) has been established to be
crucial for taste function (41, 42, 45, 46). It has been suggested
that the tightly bound zinc is complexed to the enzyme via 3
histidine residues (57). Two of these histidine residues are
encoded by codons 111 and 113 of exon 3, whereas the third
residue is encoded by codon 138 of exon 4 of the gustin (CA6)
gene (58). The presence of a f-strand immediately downstream
of Gly90 in the protein secondary structure and of a disordered
region from amino acid residues 83—-87 immediately upstream of

A cont: 113112013133301332220000233300070 3003300
Pred: = ¢~ N

Pred: EECCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEECCCCCC
AA: VNNGHTVQISLPSTMRMTVADGTVYIAQOMHFHWGGASSE

90 100 110 120

08 1 e O O
Pred: gy e m——

Pred: EECCCEEEEEECCCCCEECCCCCCEEEEEEEEEECCCCCC
ARA: VNNGHTVQIGLPSTMRMTVADGTVYIAQQMHFHWGGASSE

90 100 110 120

@

Conf:

= helix Conf: ]: al ]][ = confidence of prediction
o~ +

T

strand Pred: predicted secondary structure

= coil AR:

FIGURE 4. PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (55) prediction
of protein secondary structure of the carbonic anhydrase VI region that
includes polymorphism rs2274333 (amino acid 90). A: Ser90 polymorphism.
B: Gly90 polymorphism.

target sequence

the same Gly led us to suggest that a structural modification of
the protein active site may occur, which could render the binding
with zinc ions less stable. In fact, it has been reported that in-
trinsically disordered or unstructured proteins exist in a highly
flexible conformational state and are largely devoid of secondary
structural elements and tertiary contacts (59). Because exon 3
codes for various amino acids residues of the active site, in-
cluding 2 out of 3 histidines involved in zinc ion binding (58,
60), we hypothesized that the Ser residue at position 90 in the
primary structure, as observed in supertasters, could provide
optimal geometry of the active site for zinc binding. On the
contrary, the presence of the Gly residue that was observed in
nontasters could reduce the binding of zinc ions to the active site
and affect its enzymatic activity. Therefore, the high concen-
tration of zinc ions in nontaster saliva may be related to the
geometry of the domain derived from the protein translation of
exon 3, which does not allow the binding of zinc ions to histi-
dine 111 and 113. This hypothesis may explain the contradictory
response to zinc treatment in patients with impaired taste ability
reported by Henkin et al (42). In fact, those patients resistant to
zinc treatment may have the GG genotype and, therefore, may
not able to bind zinc and improve gustin activity.

We also showed that a few of the nontasters carried the AA
genotype. The low sensitivity in these individuals may be
explained by a quantitatively lower expression of gustin protein
or by a decrease in other saliva constituents that, as transporters
of hydrophobic molecules, can interact and vehicle taste stimuli
to receptor sites. Further studies are in progress to verify this
hypothesis.

It is known that PROP nontaster status is associated with
reduced fungiform papillae density (7-9), and authors (42) have
suggested that gustin (CA6) is a trophic factor for taste bud
development. Therefore, we suggested that the association be-
tween mutations in gustin (CA6) and nontaster status might
provide an explanation for reduced papillae densities in this group
as well as the general reduction in oral chemosensory abilities
that have been reported in these individuals. This hypothesis
deserves further investigation because it provides a mechanistic
link between PROP taster status, the perception and preference
for foods (including dietary fats), and differences in BMI, which
we reported here and in previous studies (6, 8, 12-30).

In conclusion, these novel findings suggest that gustin poly-
morphism rs2274333 contributes to a variation in taste ability that
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could affect differences in food perception and preference across
PROP taster groups. Furthermore, our study indicates that gen-
otyping of the gustin (CA6) gene may represent a reliable and
specific marker for individual differences in taste perception and
may find application as an investigation tool in studies that aim to
evaluate eating behavior and taste function impairment.
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The PROP taste phenotype varies greatly among individuals, influencing eating behavior and therefore may
play a role in body composition. This variation is associated with polymorphisms in the bitter receptor gene
TAS2R38 and the taste-bud trophic factor gustin gene. The aim of this study was to examine the relationship
between TAS2R38 haplotypes and the gustin gene polymorphism rs2274333 in modulating PROP taste
phenotype. PROP phenotype was determined in seventy-six volunteers (29 males, 47 females, age 25 +3y)

K ds: R . . .
nggotra:te by scaling methods and threshold measurements. TAS2R38 and gustin gene genotyping was performed using
TAS2R38 PCR techniques. The lowest responsiveness in PROP nontasters is strongly associated with the AVI nontasting

TAS2R38 variant and the highest responsiveness in supertasters is strongly associated to allele A and genotype
AA of the gustin gene. These data support the hypothesis that the greater sensitivity of supertasters could be
mediated by a greater taste-bud density. Polymorphisms in TAS2R38 and gustin gene, together, accounted for
up to 60% of the phenotypic variance in PROP bitterness and to 40% in threshold values. These data, suggest
that other unidentified factors may be more relevant for detecting low concentrations of PROP. Moreover, the
presence of the PAV variant receptor may be important for detecting high concentrations of PROP, whereas
the presence of allele A in gustin polymorphism may be relevant for perceiving low concentrations. These data
show how the combination of the TAS2R38 and gustin gene genotypes modulate PROP phenotype, providing
an additional tool for the evaluation of human eating behavior and nutritional status.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Gustin (CA6) gene

eating environments [6]. Greater rejection of Brassica plants would
provide survival advantages to those who were more sensitive to their
bitter taste [7] . Contemporary studies in human nutrition have also
revealed that PROP bitterness might also serve as a general marker for

1. Introduction

The ability to taste the bitter thiourea compounds, phenylthiocar-
bamide (PTC) and 6-n-propylthiouracil (PROP) varies greatly among

individuals and is a well-studied human trait [1]. Thiourea compounds
contain the thiocyanate moiety (N-C=S) which is responsible of their
bitter taste [2,3]. The N-C=S grouping is also characteristic of
glucosinolates and goitrin, naturally-occurring substances commonly
found in cruciferous vegetables and other plants of the Brassica family
[4]. Goitrin has potent anti-thyroid properties, and can be toxic when
consumed in large quantities by populations at-risk for thyroid
deficiency [5]. One intriguing explanation for the persistence of this
trait in humans is that it served as an evolutionary adaptation to local

* Corresponding author at: Department of Experimental Biology, Section of General
Physiology, S.S. 554, Km 4.500, 09042 Monserrato, CA, Italy. Tel.: 439 0706754144;
fax: +39 0706754191.

E-mail address: tomassin@unica.it (L.T. Barbarossa).

! Contributed equally to this work.

0031-9384/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.physbeh.2011.06.013

oral sensations and food preferences. This assumption is based on data
showing that those who perceive PROP/PTC as more bitter also perceive
greater sweetness, oral pungency and rich-creamy texture from foods,
and they typically show lower acceptance and selection of strong-
tasting versions of these foods [8-13]. Thus, PROP responsiveness could
have broad implications for human health and nutrition [14,15],
although not all studies support this conclusion [16].

Based on threshold methods, PROP sensitive and non sensitive
individuals are defined as tasters and nontasters, respectively. The
frequency of nontasters varies among populations, from as low as 7% to
more than 40% [17]. In the Caucasian population, the estimated
frequency of nontasters is ~30% [6,18-20]. Bartoshuk [21,22] first used
the term “supertaster” to distinguish individuals who perceived PROP as
extremely bitter from those who perceived PROP as moderately bitter.
Although numerous studies support the classification of individuals into
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three phenotypic groups (nontasters, medium tasters and supertasters)
[9,12,19,23-29], other work suggests that PROP tasting may be a more
continuous phenotype [9,24-26,30]. Nevertheless, studies have consis-
tently reported that supertasters have a higher density of fungiform
papillae on the anterior tongue surface when compared to the other
groups [11,22,31,32]. These anatomical differences could partially
explain the greater oral responsiveness of supertasters to a range of
oral sensations that are not mediated via bitter taste receptors.

The ability to taste PROP is associated with haplotypes of the
TAS2R38 gene defined by three single-nucleotide polymorphisms that
result in three amino acid substitutions (Pro49Ala, Ala262Val, and
Val296lle) [25,30]. There are two common haplotypes, PAV the
dominant (sensitive) variant and AVI the recessive (insensitive) one.
Nontasters are homozygous for the AVI haplotype, and it was assumed
that supertasters were homozygous for the PAV haplotype and
medium tasters were heterozygous for the PAV haplotype. However,
studies have reported considerable genotypic overlap between the
medium and supertaster groups [19,25,30] with substantial numbers
of supertasters carrying the PAV/AVI diplotype. Other work suggests
that the presence of two PAV alleles (as opposed to one) confers no
additional advantage for perceiving more bitterness intensity from
PROP, at least in the suprathreshold (above threshold) range [26].
Thus, TAS2R38 genotypes do not completely explain the oro-sensory
differences between medium and supertasters. In fact, TAS2R38
genotype predicts the majority (55-85%) but not all of the phenotypic
variance in PROP threshold, implying that epigenetic factors may be
involved in the expression of the trait [14,20,26,33]. Indeed, evidence
supporting the presence of modifying genes comes from studies using
a variety of approaches (family segregation, family-based linkage and
genome-wide association studies [34-36]).

Our laboratory has been studying the role of the gustin (CA6) gene,
a trophic factor for taste bud development, in PROP tasting [37]. We
showed that polymorphism rs2274333 (A/G) of the gustin gene led to
a modification gustin's primary structure which is crucial for zinc
binding and full functionality of the protein [37]. The AA genotype
(associated with a fully-functional protein) was more frequent in
supertasters, whereas the GG genotype (associated with a disruption
in the protein) was more frequent in nontasters. These data suggest
that variation in gustin may be associated with differences in papillae
densities and oral chemosensory abilities across PROP phenotypic
groups.

The purpose of this work was to study how the combinations of
TAS2R38 and gustin gene genotypes modulate the PROP taste phenotype
in an ethnically homogeneous cohort. In this work, PROP taste
phenotype was assessed by threshold and suprathreshold measures to
address detection and responsiveness at higher concentrations
[14,22,26,28,37-39]. The two methods measure different features of
the taste system which could be important for understanding gene-
taste relationships [26].

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Seventy-six non-smoking Caucasian subjects from Sardinia, Italy
(29 men and 47 women) were recruited through poster advertise-
ments at the local University. Mean age of the subjects was of 25 years
(range 21 to 28y) and all had a normal body mass index (BMI)
ranging from 18.6 to 25.3 kg/m?. The subjects showed no variation of
body weight larger than 5 kg over the previous 3 months. They were
not following a prescribed diet or taking medications that might
interfere with taste perception and none had food allergies. Subjects
with extreme restraint and/or disinhibition scores [40] assessed by
the Stunkard and Messick [41] Three-Factor Eating Questionnaire
were excluded from participation. In order to rule out any gustatory
impairments, thresholds for the 4 basic tastes (sweet, sour, salty,

bitter) were evaluated in all subjects. All were verbally informed
about the procedure and the aim of the study. Each subject reviewed
and signed an informed consent form at the beginning of the protocol.
The study was approved by the Ethical Committee of the University
Hospital of Cagliari, and has therefore been performed in accordance
with the ethical standards laid down in the 1964 Declaration of
Helsinki.

2.2. PROP phenotype assessments

PROP phenotype of each subject was assessed by a scaling method
for taster status classification and by detection threshold measure-
ment. Classification of subjects by taster status was determined by
their PROP and NaCl ratings using the 3-solution test [28,42]. The test
consists of three suprathreshold PROP (0.032, 0.32, and 3.2 mmol/l)
and NaCl (0.01, 0.1, 1.0 mol/1) solutions dissolved in spring water.
NaCl was used as a standard because taste intensity to NaCl does not
change by PROP taster status in this method [28]. PROP thresholds
were determined using a variation of the ascending-concentration, 3-
alternative forced-choice (3-AFC) procedure [43-45]. For the thresh-
old test, the solutions ranged from 0.00001 to 32 mM in quarter-log
steps. Reagent grade PROP (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) was dissolved
in spring water.

For both methods, the solutions were prepared the day before each
session and stored in the refrigerator until 1h before testing. The
stimuli were presented at room temperature as 10 ml samples.

2.3. Molecular analysis

Subjects were genotyped for three single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) at base pairs 145 (C/G), 785 (C/T), and 886 (G/A) of the
TAS2R38 locus, and for polymorphism rs2274333 (A/G) of the gustin
(CAB6) gene locus. The TAS2R38 SNPs give rise to 3 non-synonymous
coding exchanges: proline to alanine at residue 49; alanine to valine at
residue 262; and valine to isoleucine at residue 296. These sub-
stitutions result in two major haplotypes (PAV and AVI) and three rare
(AAL PVI and AAV) that have been known in human populations. The
polymorphism 152274333 (A/G) consists of a substitution of amino
acid Ser90Gly. The DNA was extracted from saliva samples using the
Invitrogen Charge Switch Forensic DNA Purification kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's instructions.
Purified DNA concentration was estimated by measurements of
0D260. PCR techniques were employed to amplify the two short
region of the TAS2R38 gene including the three polymorphisms, and
the gustin gene region including rs2274333 polymorphism. The
primers used were synthetized by Invitrogen (Europrim, Invitrogen
Cambridge, UK). To determine TAS2R38 haplotypes, PCR amplification
followed by restriction analysis using Haelll for SNP detection at 145
nucleotide position, and direct sequencing for SNPs identification at
785 and 886 nucleotide positions. The following primer set was used
to amplify a fragment of 221 bp including the first of three SNPs: 5’-
CCTTCGTTTTCTTGGTGAATTTTTGGGATGTAGTGAAGAGGCGG-3’
(sense Primer) 5'-AGGTTGGCTTGGTTTGCAATCATC-3’ (antisense
Primer). The forward primer binds within the TAS2R38 gene, from
nucleotides 101 to 144. There is a single mismatch at position 143,
where the primer has a G (underlined in bold) and the gene has an A.
This mismatch is crucial to the PCR experiment, because the A
nucleotide in the TAS2R38 gene sequence, is replaced by a G in each of
the amplified products. This creates the first G of the Haelll
recognition sequence GGCC, allowing the amplified taster allele to
be cut. The amplified nontaster allele reads GGGC and is not cut. The
PCR reaction mixtures (25 pL) contained 250 ng DNA, 10 pmol of each
primer, 1.5 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCI at pH 8.3, 50 mM KCl,
200 pM of dNTP mix, and 1.5 units of Hot Master Taq Eppendorf.
Thermal cycles of amplification were carried out in a Personal
Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany). The amplification
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protocol consisted of initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed
by 35 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 64 °C for
45, and then extension at 72 °C for 45s. For the analysis of the
polymorphism G/C at position 143, a 3 pl aliquot of PCR products was
mixed with a 17 pl solution containing 2 ul 10 x NE Buffer (50 mM
NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol, pH 7.9),
0.2 1 Haelll (10,000 Uml~!) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), and
14.8 1l sterile deionized H,O. The solution was incubated at 37 °C
for 4h. The digest was mixed with 5ml of loading buffer and
electrophoresed on a 10% vertical polyacrylamide gel. The DNA bands
were evidenced by silver staining [46]. The PCR 100 bp Low Ladder
DNA was used as Mr markers (Sigma-Aldrich). Polymorphisms at the
785 and 886 nucleotide positions were identified by a single PCR
reaction using the sense primer 5’-TCGTGACCCCAGCCTGGAGG-3’ and
the antisense primer 5’-GCACAGTGTCCGGGAATCTGCC-3’ delimiting a
298 bp fragment. The PCR reaction mixtures (25 pL) contained 250 ng
DNA, 10 pmol of each primer, 1.5 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCl at pH
8.3, 50 mM KCl, 200 pM of dNTP mix, and 1.5 units of Hot Master Taq
Eppendorf. Thermal cycles of amplification were carried out in a
Personal Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany). The ampli-
fication protocol consisted of initial denaturation at 95 °C for 5 min,
followed by 30 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at
60 °C for 30 s, and then extension at 72 °C for 30 s. Amplified samples
were analyzed on a 1% agarose gel and on 6% polyacrylamide gel and
stained with ethidium bromide. The PCR 100 bp Low Ladder DNA was
used as Mr markers.

To genotype gustin gene polymorphism rs2274333, a fragment of
253 bp was amplified with the forward 5'TGACCCCTCTGTGTTCACCT3’
and reverse 5'GTGACTATGGGGTTCAAAGG3’ primers. The reaction
mixtures (25 pL) contained 250 ng DNA, 10 pmol of each primer,
1.5 mM MgCl,, 100 mM Tris-HCl at pH 8.3, 50 mM KCl, 200 uM of
dNTP mix, and 1.5 units of Hot Master Taq Eppendorf. Thermal cycles
of amplification were carried out in a Personal Eppendorf Mastercy-
cler (Eppendorf, Germany). The amplification protocol included an
initial denaturation at 95 °C for 5 min, followed by 35 cycles of
denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 54 °C for 30 s, and then
extension at 72 °C for 30 s. A final extension was carried out at 72 °C
for 5 min. Amplified samples were analyzed on a 1% agarose gel and
on a 6% polyacrylamide gel and stained with ethidium bromide. The
pUC18 Haelll digest phage DNA was used as Mr markers (Sigma-
Aldrich). PCR products were sequenced with an ABI Prism automated
sequencer. Nucleotide and deduced amino acid sequence analyses
were performed with the OMIGA version 2.0 software (Oxford
Molecular, Madison, WI).

2.4. Experimental procedure

Subject testing was carried out in three visits on different days
separated by a 1-month period. In women, the taste assessments were
carried out around the sixth day of the menstrual cycle to avoid taste
sensitivity changes due to the estrogen phase [47]. Subjects were
requested to abstain from eating, drinking and using oral care
products or chewing gums for at least 8 h prior to testing. They had
to be in the test room 15 min before the beginning of the session
(9.00 AM for the 1st visit and 10 AM for the 2nd and 3rd ones) in
order to adapt to the environmental conditions (23-24 °C; 40-50%
relative humidity) which were kept constant throughout the
experimental session. In the first visit, a 5 ml sample of whole-
mouth unstimulated mixed saliva was collected from each subject
into an acid-washed polypropylene test tube by means a soft plastic
aspirator as it flowed into the anterior floor of the mouth. The samples
were stored at —80 °C until molecular analyses were completed as
described above.

One hour after saliva sample collection, each subject was classified
for PROP bitter taste status. Each subject was tested twice in the first
visit and in the second one. The order of taste stimulus presentation

was reversed in the two sessions. NaCl and PROP solutions were
presented in a counterbalanced order, and samples within each
solution type were tasted at random. Each stimulation was followed
by oral rinsing with spring water. The interstimulus interval was set at
60 s. Taste intensity rating for each PROP or NaCl solution was
collected using the Labeled Magnitude Scale (LMS) [48]. The scale is
anchored at the top with the label descriptor “strongest imaginable”.
The scale gives subjects the freedom to rate the intensity of a stimulus
relative to the “strongest imaginable” taste or any oral stimulus they
have ever experienced in their life. After tasting each sample, subjects
placed a mark on the scale corresponding to his/her perception of the
stimulus. The mean of the two replicates was calculated and the
results were plotted for each subject. This procedure generates
suprathreshold intensity functions for the two compounds [28,40]. If
the NaCl ratings increased more rapidly across concentrations than
did the PROP ratings, the subject was classified as a nontaster. If the
PROP rating increased more rapidly than did the NaCl rating, the
subject was classified as a supertaster. If the PROP rating overlapped
with the NaCl rating, subjects was classified as medium tasters.

PROP thresholds were determined for each subject at the third
visit. All rinsed their mouth with spring water before the experimen-
tal session. They were presented with 3 cups positioned in a random
order, one with a given PROP concentration and two containing spring
water. They were instructed to swish the entire contents of one cup in
their mouth for 5 s and then to spit it out. Before moving onto the next
cup, they rinsed their mouth with spring water. After tasting all 3
samples, they were asked to choose which one was different from the
other two samples. The detection threshold was designated as the
lowest concentration at which the subject correctly identified the
target stimulus on three consecutive trials. The interstimulus interval
as well as intertrial interval was set at 60 s.

2.5. Statistical analyses

Three-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare
PROP intensity ratings with NaCl intensity ratings across taster groups
(nontaster, medium taster and supertaster). One-way ANOVA was
used across taster groups to compare mean values 4+ SE for PROP
thresholds and suprathreshold (3.2 mM) bitterness ratings. The Tukey
test was used for post-hoc comparisons. The relationships between
PROP suprathreshold bitterness and threshold values were assessed
using linear correlation analysis. Fisher's method (Genepop software
version 4.0; http://kimura.univ-montp2fr/~rousset/Genepop.htm)
[49] was used to test TAS2R38 genotype distribution and haplotype
frequencies, and genotype distribution and allele frequencies of gustin
gene polymorphism rs2274333 (A/G) according to PROP status.
Genetic differences between the three taster groups based on the
distribution of the TAS2R38 and gustin gene genotype combinations
were tested by the Markov Chain method (Arlequin software version
3.1; http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3) [50].

A quantitative analysis of the contribution of the TAS2R38 and
gustin gene loci to PROP bitterness and threshold was performed
using the Generalized Linear Model (GLM) procedure. The GLM
procedure provides regression analysis and analysis of variance for
one dependent variable by one or more independent variables. The
GLM was carried out through a backward stepwise procedure, starting
with the full model, including independent variables and second order
interactions between them, and deleting step by step non-significant
interactions and variables. The different effects between the hetero-
zygous and the homozygous condition were analyzed for both genes.
The effect of interaction between the two genes was also included in
the model. The Partial Eta Squared represents the strength of the
association of each independent variable (genotypes of TAS2R38 and
gustin gene loci) with the dependent variable (bitterness or
threshold), after the effects of all other independent variables were
accounted for. The GLM procedure was used to estimate the expected
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bitterness and threshold mean values for each combination of the
TAS2R38 and gustin gene genotypes. The degree of overlap between
the expected and the observed mean values defined to what extent
PROP bitterness and threshold are explained by the TAS2R38 and
gustin gene loci. The global R Squared offers a measure of this
association. Individuals with rare haplotypes were excluded from
GLM analysis. Statistical analyses were conducted using STATISTICA
for WINDOWS (version 7.0; StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA) and SPSS
software (SPSS Inc. Headquarters, Chicago, IL, USA). p values<0.05
were considered significant.

3. Results

Based on their taster group assignments, 27.63% of the subjects
were nontasters (n=21); 36.84% were medium tasters (n=28); and
35.52% were supertasters (n=27). Three-way ANOVA revealed a
significant three-way interaction of Taster group x Solution type x
Concentration on the intensity ratings (Fj443s)=21.438; p<0.0001)
(Fig. 1). Post-hoc comparisons showed that nontasters gave lower
intensity ratings at the two highest concentrations of PROP as
compared to the two highest concentrations of NaCl, respectively
(p<0.0001; Tukey test). Medium tasters gave similar ratings for PROP
and NaCl at all concentrations (p>0.05; Tukey test). Supertasters gave
higher ratings to 0.32 and 3.2 mmol/l PROP as compared to the two
highest concentrations of NaCl, respectively (p<0.0001; Tukey test).

One-way ANOVA showed that PROP threshold and bitterness
intensity (3.2 mM) varied with taster status (threshold: Fpgo1=
18.260; p<0.0001; bitterness: Fj;g9)=85.464; p<0.0001) (Fig. 2).
Post-hoc comparisons showed that mean thresholds were statistically
higher in nontasters relative to the other groups (p=0.0001; Tukey
test), but not different between medium and supertasters (p>0.05;
Tukey test). As expected, PROP suprathreshold bitterness intensity
(3.2 mM) was statistically higher in supertasters than it was in
medium tasters, and medium tasters gave higher intensity ratings to
PROP than nontasters (p=0.0001; Tukey test).

The TAS2R38 SNPs were associated with PROP taster status based
on genotype distribution and haplotype frequencies (x?>50.00;
p<0.0001; Fisher's test) (Table 1). Post hoc comparison showed that
the genotype AVI/AVI and haplotype AVI were more frequent (95.00%
and 97.50%, respectively) in nontasters than in the other groups
(?>50.00; p<0.0001; Fisher's test). Supertasters were not different
statistically from medium tasters (genotypes y° =4.52; p=0.104 and
haplotypes y?=2.89; p=0.23; Fisher's test). Few rare haplotypes
were found in our sample (n=76): two haplotypes AAV were found
in supertasters, one AAI in medium tasters, and one AAI in nontasters
(the statistical differences with and without their inclusion in the
analysis were the same).

Molecular analysis of the rs2274333 (A/G) gustin gene polymor-
phism showed that the three PROP taster groups differed statistically
based on their gustin genotype ( y? =24.334; p<0.0001 Fisher's test)
and allelic frequencies (y?=32.684; p<0.0001; Fisher's test)
(Table 2). In this case, pairwise comparisons discriminated all groups
from each other (x°>10.254; p<0.006; Fisher's test). Supertasters
had a very high frequency of genotype AA (85.19%) and allele A
(92.6%), whereas nontasters had a higher frequency of genotype GG
(57.14%) and allele G (64.28) (genotypes y°=26.053; p<0.0001and
alleles y?=34.563; p<0.0001; Fisher's test). Allele A was also more
frequent (69.6 4%) than allele G (30.35%) in medium tasters.

The three taster groups differed statistically based on the
distribution of the TAS2R38 and gustin gene genotype combinations
(p<0.0001; Markov Chain method) (Table 3). Post hoc comparison
discriminated all groups from each other (p <0.04545; Markov Chain
method). The homozygous condition of the insensitive alleles at both
loci (AVI/AVI-GG) was most frequent (55%) in nontasters (p<0.0001;
Markov Chain method). The homozygous condition of the sensitive
gustin locus (AA) combined with PAV homozygous or heterozygous

(PAV/AVI-AA and PAV/PAV-AA) were more represented in super-
tasters (48% and 32%), while in medium tasters, PAV heterozygous
together with AA or AG genotype (PAV/AVI-AA and PAV/AVI-AG)
were more frequent (40.74% and 37.04%).

Fig. 3 shows the scatterplot depicting the typical negative linear
correlation between PROP suprathreshold bitterness intensity and
PROP threshold (r=—0.71; p<0.0001). Individuals are identified in
the plot by their taster status, TAS2R38 and gustin gene genotypes.
Nontasters with insensitive alleles at both loci (AVI/AVI-GG) had the
highest thresholds and gave the lowest bitterness intensity ratings to
PROP, whereas those with the AVI/AVI-AA genotype combination
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Fig. 1. Mean intensity ratings (£ SE) for PROP and NaCl in subjects classified as PROP
nontasters (n=21), medium tasters (n=28) and supertasters (n=27). Three-way
ANOVA was used to compare PROP intensity ratings with NaCl intensity ratings across
groups (p<0.001). * = significant difference between PROP and the corresponding NaCl
concentration (p<0.0001; Tukey test).
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Fig. 2. PROP threshold and bitterness intensity ratings (3.2 mM) in supertasters
(n=27), medium tasters (n =28) and nontasters (n=21). All values are mean (4 SE).
One-way ANOVA was used to compare values across taster groups (p<0.0001).
Different letters indicate significant differences (p<0.0001; Tukey test).

showed a less extreme phenotype. Supertasters with sensitive alleles
at both loci (PAV/PAV-AA) had the lowest thresholds and gave
highest PROP bitterness intensity ratings, while those with the PAV/
AVI-AA genotype combination showed a less sensitive phenotype.
Medium tasters with the PAV/AVI-AA combination seemed to have
lower thresholds than PAV/AVI-AG individuals.

Table 1
Genotype distribution and haplotype frequencies of TAS2R38 SNPs according to PROP
taster status.

PROP status p-value®
Supertaster Medium Nontaster
taster
n ;e n % n %
Genotype
PAV/PAV 10 40.00 4 14.81 0 0 <0.0001
AVI/AVI 1 4.00 1 3.70 19 95.00
PAV/AVI 14 56.00 22 81.48 1 5.00
Haplotype
PAV 34 68.00 30 55.56 1 2.50 <0.0001
AVI 16 32.00 24 44.44 40 97.50

Table 2
Genotype distribution and allele frequencies of gustin (CA6) polymorphism rs2274333
(A/G) according to PROP taster status.

PROP status p-value®
Supertaster Medium taster Nontaster
n % n % n %
Genotype
AA 23 85.19 14 50.00 6 28.57 <0.0001
GG 0 0 3 10.71 12 57.14
AG 4 14.81 11 39.28 3 14.29
Allele
A 50 92.59 39 69.64 15 35.71 <0.0001
G 4 7.40 17 30.35 27 64.28

¢ p-value derived from Fisher's method (n=76).

The GLM procedure defined the contribution of the TAS2R38 and
gustin (CA6) gene loci in modulating quantitatively the PROP
bitterness intensity (the Global R Squared was 0.598). In particular,
the model applied highlights a significant association between PROP
bitterness and heterozygous PAV/AVI (Partial Eta Squared 0.274;
p<0.001) or homozygous PAV/PAV (Partial Eta Squared 0.424;
p<0.001). A significant association with PROP bitterness was also
found for homozygous AA (Partial Eta Squared 0.128; p=0.003); no
association was observed between PROP bitterness and heterozygous
AG (Partial Eta Squared 0.033; p=0.136). Also, no significant
interaction between the TAS2R38 and gustin gene loci was detected.

The GLM procedure also defined the contribution of the two loci in
modulating quantitatively the PROP threshold, and in this case the
global R Squared was 0.413. For threshold measurements, the GLM
model showed significant associations between threshold and
heterozygous PAV/AVI (Partial Eta Squared 0.129; p=0.002) or
homozygous PAV/PAV (Partial Eta Squared 0.111; p=0.005), and
heterozygous AG (Partial Eta Squared 0.103; p=0.007) or homozy-
gous AA (Partial Eta Squared 0.149; p =0.001). Also for the threshold,
no significant interaction between the TAS2R38 and gustin gene loci
was found.

Table 4 shows mean values (+ SE) of PROP bitterness intensity and
threshold observed for each TAS2R38 and gustin gene genotype
combination and the expected mean values estimated by the GLM
model. The expected PROP bitterness mean values ranged from 16.3 in
AVI/AVI-GG individuals to 83.9 in PAV/PAV-AA, and the expected
values had high degree of overlap with the observed ones (Global R
Squared = 0.598). The model showed that having two copies of AA
alleles in the gustin gene increased the bitterness intensity in each
TAS2R38 genotype group, and the progression across groups was

Table 3
Distribution of the TAS2R38 and gustin gene genotype combinations according to PROP
taster status.

PROP status p-value?®
Supertaster Medium Nontaster
taster
n % n % n %
Genotype
AVI/AVI-GG 0 0 0 0 11 55.00 <0.0001
AVI/AVI-AG 0 0 0 0 2 10.00
AVI/AVI-AA 1 4.00 1 3.70 6 30.00
PAV/AVI-GG 0 0 1 3.70 1 5.00
PAV/AVI-AG 2 8.00 10 37.04 0 0
PAV/AVI-AA 12 48.00 11 40.74 0 0
PAV/PAV-GG 0 0 2 7.41 0 0
PAV/PAV-AG 2 8.00 0 0 0 0
PAV/PAV-AA 8 32.00 2 7.41 0 0

@ p-value derived from Fisher's method (n=72).

¢ p-value derived from the Markov Chain method (n=72).
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Fig. 3. Scatterplots depicting the relationship between PROP bitterness intensity and
threshold (r=—0.71; p<0.0001; linear correlation analysis). Individuals (n=72)
identified by their PROP taster status, TAS2R38 and gustin (CA6) genotypes.

nearly perfect. For the threshold measurements, the mean expected
values estimated by the GLM model partially overlapped with the
observed values (Global R Squared = 0.413). In this case, the model
showed that a single allele A in the gustin gene reduced the threshold
value. Finally, there was a significant association between heterozy-
gous AG and threshold (Partial Eta Squared 0.103; p=0.007) but no
association between heterozygous AG and bitterness intensity (Partial
Eta Squared 0.033; p=0.136).

4. Discussion

A primary aim of the present study was to determine whether
modulation of PROP bitter taste phenotype is determined by a
combination of haplotypes of the TAS2R38 gene and polymorphism
1s2274333 (A/G) of the gustin gene that resides on chromosome 1.
The analysis of genotype distribution and allele frequencies of the
TAS2R38 and gustin gene according to PROP status showed that the
TAS2R38 distinguished only tasters from nontasters, whereas the
gustin gene differentiated all three PROP taster groups. Moreover, this
analysis together with analysis of the distribution of the two loci
genotype combinations showed that the TAS2R38 locus characterizes
genetically nontaster individuals, while gustin gene locus character-
izes supertasters. Furthermore, the lowest responsiveness to PROP in
nontasters was strongly associated with the AVI nontasting variant of

Table 4
PROP bitterness intensity and threshold values according to TAS2R38 and gustin (CA6)
loci.

PROP bitterness PROP threshold

Obs Exp Obs Exp
Genotype
AVI/AVI-GG 1794334 16.3 5.884+1.80 5.23
AVI/AVI-AG 16.54+8.50 27.6 1.76 +1.44 2.46
AVI/AVI-AA 36.6 £6.30 36.0 1.6440.50 2.36
PAV/AVI-GG 44.0+4.00 47.0 0.91+£0.59 2.78
PAV/AVI-AG 58.2+4.96 58.3 0.07 £0.03 0.01
PAV/AVI-AA 67.0+4.38 66.7 0.04 +£0.01 —0.09
PAV/PAV-GG 58.5+23.50 64.2 0.91+0.59 2.62
PAV/PAV-AG 87.5+£12.50 75.6 0.17+£0.15 —0.15
PAV/PAV-AA 82.7+6.57 83.9 0.03 £0.02 —0.25
Global R Squared 0.598 0.413

Mean values of PROP bitterness intensity (3.2 mM) and threshold (mM) observed
(Obs) in the trials (4 SE) and expected (Exp) through Generalized Linear Model (GLM)
analysis (n=72).

TAS2R38 (97.5% of nontasters carried AVI haplotype and 95% were AVI
homozygous) in those with at least 1 allele G of gustin gene locus. On
the other hand, the highest PROP responsiveness in supertasters was
strongly associated with allele A and AA genotype (93% of super-
tasters carried allele A and 85% are A homozygous). We previously
showed that the G allele at this locus of gustin was associated with
reduced functional activity of the gustin protein, whereas the A allele
at this location was associated with full functionality of the protein
[37]. Together these findings support the hypothesis that the greater
ability of supertasters to discriminate both bitter and non-bitter oral
stimuli could be mediated by a greater taste-bud density due to a fully
functional gustin protein which, as a trophic factor, promotes growth
and development of taste buds [51].

We performed a quantitative analysis of the contribution of the
TAS2R38 and gustin gene loci to PROP bitter taste phenotype modulation
using a threshold method, which assesses the ability to discriminate low
concentrations of the chemical, and by suprathreshold intensity ratings
which assess taste intensity at higher concentrations. The GLM analysis
showed that the TAS2R38 and gustin loci had independent effects in
modulating the PROP phenotype. However, the two loci accounted for
up to 60% of the phenotypic variance in PROP bitterness intensity but up
to only 40% of the variance in PROP threshold. These findings suggest
that other as yet unknown factors may be relevant in detecting low
concentrations of PROP. We are currently examining this possibility.

The stronger association between PROP bitterness and the
TAS2R38 locus suggests that PROP suprathreshold intensity ratings
are mainly determined by the TAS2R38 locus (with respect to the
gustin gene locus). These findings are consistent with studies using
functionally-expressed human receptor variants showing that the
PAV variant of TAS2R38 is necessary to respond to PROP across
increasing concentrations [30]. Our findings do not rule out the
involvement of other modifying genes which are known to play a role
in PROP tasting [35,36].

On the other hand, the similar association between the two loci
and threshold values indicates that both TAS2R38 and gustin gene loci
are important for discriminating low concentrations of the chemical.
Notably, the presence of a single A allele in the gustin gene was
sufficient for individuals to exhibit decreased thresholds regardless of
TAS2R38 genotype group, while two copies of AA alleles are needed to
determine increased bitterness intensity. Thus, we speculate that the
ability to detect PROP at low concentrations may be related to the
activity of the gustin protein, which is thought to plays a role in taste
bud development and maintenance. To confirm this possibility, future
studies will directly measure taste papillae/taste bud densities in
individuals defined by TAS2R38 and gustin gene loci.

In conclusion, this work recapitulates earlier work [26] showing
that TAS2R38 cannot explain supertasting, and extends it by
identifying a new candidate polymorphism that may partially explain
supertasting. Moreover, our findings help to explain some common
inconsistencies reported in the literature, such as AVI homozygotes
who perceive more bitterness from PROP than would be expected
based on their genotype, or PAV/AVI heterozygotes who respond like
supertasters [26,30]. These novel insights strengthen our understand-
ing of the effects of this phenotype on human eating behavior and will
further the goal of designing personalized dietary strategies.
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The ability to perceive the bitter taste of 6-n-propylthiouracil (PROP) is a variable phenotype that has been
associated with body mass index (in kg/m?” and linked to food choice and satiety. PROP-sensitive and
-nonsensitive individuals are defined as tasters and nontasters, respectively. Sensitivity to PROP is a heritable
trait based on the TAS2R38 gene on chromosome 7q34. In a recent study we demonstrated an association
between PROP sensitivity and the single-nucleotide polymorphism (SNP) rs2274333 (+292A/G) within a coding
sequence of the gustin/carbonic anhydrase VI gene. The purpose of this study was to develop a rapid and
inexpensive screening method for identification of the rs2274333 SNP in individuals with varying sensitivity to
PROP. Our results show that the methodology employed allows distinguishing A/G alleles perfectly, with a
simple DNA digestion of a polymerase chain reaction fragment covering the SNP site of interest. So, the
polymerase chain reaction followed by restriction fragment length polymorphism assay described in this article
can be used as an alternative to sequencing in bitter taster status research, and could be employed as a survey

tool in nutrigenomic studies.

Introduction

S ENSITIVITY TO THE bitter taste of thiourea, in the forms of
phenylthiocarbamide and 6-n-propylthiouracil (PROP),
varies widely among individuals. The ability to perceive the
bitter taste of PROP is the more common phenotype, and has
been associated with body mass index, food choice, and sa-
tiety (Tepper, 2008). The individual variability to taste thio-
ureas is a heritable trait, depending on alleles of the TAS2R38
gene, which expresses a receptor that binds the N-C =S group,
allowing perception of bitter taste in response to thiourea
(Fox, 1932; Harris and Kalmus, 1949; Guo and Reed, 2001).
Kim et al. (2003) cloned the TAS2R38 gene (SWISS-PROT ac-
cession number P59533), a member of the bitter taste receptor
family, and identified three nonsynonymous coding single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) (Pro49Ala, Ala262Val, and
Val296lle) giving rise to two common molecular haplotypes
of this receptor (PAV and AVI, depending on the amino acid
present at each SNP). The human haplotype PAV is associated
with tasting, whereas the other common form, AVI, is asso-
ciated with nontasting.

Recently, Padiglia ef al. (2010) introduced another factor to
the genetic basis of bitter tasting by demonstrating an asso-

ciation between the PROP phenotype and a SNP within the
carbonic anhydrase VI (CA6) gene (SWISS-PROT accession
number P23280), which is assumed to be a taste buds trophic
factor (Henkin ef al., 1988). The CA6 SNP is an A-to-G tran-
sition at position 292 (+292A/G) of exon 3, resulting in sub-
stitution of the Ser residue with Gly at position 90 of the
mature protein. The G allele of +292A/G, which has been
associated with conformational changes of the protein, could
establish a mechanistic link between PROP nontaster status
and reduced taste bud density and functionality (Padiglia
et al., 2010). Recently, a study demonstrated that insensitivity
to PROP was associated with increased adiposity in women,
and might be linked to increased selection of dietary fats
(Tepper et al., 2010). Earlier investigations suggested that
nontasters may not experience the bitter taste of nicotine in
cigarettes, leading to an increased risk to health due to pro-
longed smoking (Duffy et al., 2004). Some authors have also
shown that PROP bitterness is associated with oral sensations
from alcohol. Individuals who taste PROP as most bitter may
experience more negative oral sensations from alcoholic
beverages (bitterness and irritation) and fewer positive sen-
sations (sweetness), and therefore experience a sensory hin-
drance of overconsumption (Guinard et al., 1996; Intranuovo
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and Powers, 1998; Dulffy et al., 2004). Given the implications of
PROP tasting status on nutritional conditions and other health
parameters, the goal of this study was to find a rapid and
inexpensive method to detect the CA6 +292A/G SNP, to
employ instead of already used DNA sequencing. This mo-
lecular approach was possible since the A-to-G substitution
not only changes the codon CAG (serine) to a nonsynon-
ymous codon CGG (glycine), but also creates the nucleotide
sequence GGCC recognized by the Haelll restriction enzyme.

Materials and Methods
Subjects

A total of 60 healthy nonsmokers, already genotyped for
the 52274333 SNP by direct sequencing (Padiglia et al., 2010),
were recruited for this research. Their mean age was 25 years,
ranging from 20 to 29 years. All had measurable thresholds for
common chemosensory stimuli and were free of medications
that might affect taste or odor perception. The 60 participants
were classified for PROP bitter taste status as supertasters,
medium tasters, or nontasters by standard procedure (Rankin
et al., 2004; Padiglia et al., 2010). Each group had an equal
supertasters:medium tasters:nontasters ratio (20:20:20). The
partecipants were verbally informed about the procedure and
the aim of the work. Each subject reviewed and signed an
informed consent form at the beginning of the protocol. The
study was approved by the Ethics Committee of the Uni-
versity Hospital of Cagliari, Italy.

Preparation of template DNA and polymerase chain
reaction conditions

Genomic DNA was extracted from saliva samples using the
Invitrogen Charge Switch Forensic DNA Purification kit (In-
vitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The con-
centration was estimated by measurements of OD260.
Purified DNA samples were stored at or below —20°C until
use. A 245bp fragment surrounding the SNP was amplified
with primers 5-GACCCCTCTGTGTTCACCTA-3’, and 5-
TATGGGGTTCAAAGGAAAGA-3’ (Fig. 1). The polymerase

FIG. 1. Nucleotide and de-
duced amino acid sequences of
carbonic anhydrase VI exon 3.
The nucleotide sequence is
numbered in the 5’ to 3" direc-
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chain reaction (PCR) was carried out in a total volume of 25 pL.
and contained 250 ng DNA, 10 pmol of each primer, 1.5 mM
MgCl,, 100mM Tris-HCl, pH 8.3, 50mM KCl, 200 pM of
dNTP mix, and 1.5 U of Hot Master Taq Eppendorf. Reactions
were performed in a Personal Eppendorf Mastercycler (Ep-
pendorf ). Amplification conditions consisted of initial dena-
turation at 95°C for 5m, followed by 35 cycles of denaturation
at 95°C for 30s, annealing at 54°C for 30's, and extension at
72°C for 30s. A final extension was conducted at 72°C for 5m.
Negative controls (water instead of human DNA) were run
with every PCR, and standard precautions were taken to
avoid contamination.

Restriction fragment length polymorphism analysis
for genotyping

A 3L aliquot of the PCR was mixed with a 17 uL solution
containing 2 uL. 10x NE Buffer (50 mM NaCl, 10 mM Tris—
HCI, 10mM MgCl,, and 1 mM dithiothreitol, pH 7.9), 0.2 uL
Huaelll (10,000U/mL) (Sigma-Aldrich), and 14.8 uL sterile
deionized H,O, and then incubated at 37°C for 2 h. The digest
was mixed with 5 uL of loading buffer and electrophoresed on
a 10% vertical polyacrylamide gel. Silver nitrate and ethidium
bromide staining were carried out according to Herring et al.
(1982) and Sambrook et al. (1989), respectively. An Haelll di-
gest of pUC18 DNA was used as an MW marker (Sigma-
Aldrich). AllPCRs and digestions were conducted in triplicate
for each DNA sample. To verify the accuracy of the PCR-
restriction fragment length polymorphism (RFLP) method, all
PCR samples were sequenced with an ABI Prism automated
sequencer. Translation of nucleotide sequences was per-
formed using ExPASy translate routine software (http://
ca.expasy.org/).

Allelic frequencies were determined and statistical analysis
was performed using the chi-square (y°) test.

Results

Sixty volunteer subjects classified by their PROP taster
status were genotyped for CA6 +292A/G SNP by PCR-RFLP

ctgtaggcctgaCCCCGCtgtgttcacctactctgctctcagccccaccttgtctctccatg

tion. Exon 3 sequence is in

. . CAG ATC A/ G CCC TCC ACC ATG CGC ATG ACA GTG GCT GAC GGC 330
capitals and the corresponding
amino acid sequence is under Q I s/6 L P S T M R M T V A D G 102
the coding sequence. The in-
tronic flanking sequencesisin  act Gra TAC ATA GCC CAG CAG ATG CAC TTT CAC TGG GGA GGT GCG TCC 388
lowercase. Arrows above un-
derlined Sequences indicate T v Y T A Q Q M H F H W G G A s 118
sense (—) and antisense prim-
ers (<) derived from the in- TCG GAG ATC AGC GGC TCT GAG CAC ACC GTG GAC GGG ATC AGA CAT GTG 436
tronic flanking sequences and
used to amplify the genomic s E I 8 6 S E H T Vv D G I R H V 134
region covering the single-nu-
cleotide polymorphism (SNP) ATC GAG gtacctgaggacccccactqtgtcctctttcctttgaacc'&catagtcacttttc 442
of interest (A/G), shown in

136

bold. Haelll recognition se- I E
quence is boxed and the cleav-
age site is indicated by arrow

W).
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assay. Since this SNP changes the codon from CAG to CGG
generating the nucleotide sequence GGCC recognized by
Huelll, it was possible to employ the fast and inexpensive
proposed method. As previously described, fragments of
245bp covering the SNP of interest, were first amplified in
triplicate for each DNA sample, and subsequently digested
with Haelll. Since the restriction enzyme recognizes only se-
quences with the G allele, the resulting digested fragments
revealing the genotype of each individual were analyzed on
polyacrylamide gel with the untreated PCR products. Pre-
sence of the G allele of the +292A /G SNP results in digestion
of the 245bp PCR product into two fragments of 185 and
60bp. Presence of the A allele removes the Haelll digestion
site. A heterozygous individual would therefore have three
fragments of 245, 185, and 60bp (Fig. 2). The results of DNA
electrophoretic profiles after digestion were compared with
electropherogram data by direct sequencing of the same PCR
samples, obtaining a full correspondence (100%) between the
two methods.

As expected, we observed that 17 out of 20 supertasters
analyzed showed undigested PCR products, meaning the
homozygous presence of the A allele. Three out 20 super-
tasters showed an electrophoretic profile consisting of an
undigested fragment of 245bp and two smaller fragments of

245bp
A SNPallele A — AGCC
Haelll

sobp | 185bp
B snpaice g — _ GGCC

PCR products
G

d products

AG A M G AG A

587

458
434

298
267/257

FIG. 2. Assay design (A) and example of the results (B)
obtained using polymerase chain reaction (PCR)-restriction
fragment length polymorphism method. A 245bp fragment
of carbonic anhydrase VI gene covering the SNP site of in-
terest was first amplified and subsequently digested with
Haelll restriction enzyme that recognizes only the G allele.
The resulting fragments revealing the genotype of each in-
dividual were analyzed on polyacrylamide gel in parallel
with the untreated PCR products. M, size marker; G, A/G,
and G correspond to the SNP alleles of each genotype. The
arrows indicate the DNA fragments (245, 180, and 60bp)
obtained after Huaelll restriction enzyme digestion. The gel
was stained with ethidium bromide.
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TABLE 1. PoLymMORPHISM +292A/G DEDUCED
BY POLYMERASE CHAIN REACTION-RESTRICTION FRAGMENT
LENGTH PoLYMORPHISM ANALYSIS AND ITS CORRELATION
WITH 6-N-PROPYLTHIOURACIL PHENOTYPE

Phenotype (n=60)

Super  Medium

taster  taster  Nontaster
(n=20) (n=20) (M=20)
Genotype (RFLP products)
AA (245bp product) 17 10 5
AG (245/185/60bp products) 3 7 4
GG (185/60bp products) 0 3 11
Alleles A frequencies 92.5%  67.5% 35%

(undigested PCR products)

PCR, polymerase chain reaction; RFLP, restriction fragment length
polymorphism.

185 and 60 bp product of enzymatic digestion, confirming the
presence of both AG alleles. Nobody from this group had the
GG genotype (Table 1). Eleven out of 20 nontasters showed an
electophoretic profile consisting of two digested fragments of
185 and 60 bp, corresponding to the homozygous presence of
the G allele, 4 were heterozygous AG and 5 had the AA ge-
notype, exhibiting partially and nondigested PCR fragments,
respectively. Thus, 92.5% of the supertasters carried the A
allele, whereas 65.00% of nontasters carried the G allele at this
location. In medium tasters the undigested products linked to
presence of allele A were more frequent (67.5%) than fully
digested products related to the presence of allele G (Table 1).

Conclusion

Until recently, TAS2R38 was considered the only gene in-
volved in bitter taste variation in humans, but new data
suggest that CA6 gene polymorphisms may also contribute to
variation in PROP taste sensitivity and impact food percep-
tion and preference (Padiglia et al., 2010). Using a PCR-RFLP
technique, we established a simple, low-cost, and efficient
method that can be used to determine the CA6+292A /G SNP
genotype, in bitter taste studies. In fact, the results obtained,
also confirmed by direct sequencing data, showed the three
genotypes (AA, GG, and AG) expected in the population
studied for SNP rs2274333. In summary, our study indicates
that RFLP assay based on digesting CA6 amplicons with a
single endonuclease Haelll may represent an easy specific
marker to employ for CA6+292A /G genotypization of those
individuals with differences in taste perception. Moreover,
this easy experimental strategy may help to strengthen the
genetic basis of food preference, which is of great importance
to nutrigenomics and public health.
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