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INTRODUZIONE GENERALE

E di grandeinteresseper! 6 o p ipuobblicata¢ematicarelativaa | | 6 i n q ambre@aiem t o
particolareriguardoa | | i n g ui naaqoeeastieremaidneda medalli pesantied idrocarburi
policiclici aromaticiper| 6 i m prermécbe la presenzadi questesostanzeossichepuo avere
sullasaluted e | | Osiamed@ntecontatto direttacon| 0 a ¢ qperaontsitio andiretto attraverso
il consumadi pescee molluschidi vario genere.
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Mercurioederivatin e | | 6édantacg.u a

Trai metallipesantil mercurioé trale sostanz@iu velenosgresentin naturae sul nostrgpianeta.
Il mercurioe un metallo che esistein diverseforme chimicheed érilasciaton el | 6 amlda ent e
fonti naturaliche artificiali e si ritrova quindi in aria, acquae suolo. Una volta rilasciato,subisce
unaseriedi trasformazioni complessefa partedi diversicicli tra atmosferapceanie terra.Le tre
forme chimiche del mercurio sono: mercurio elementare ometallico, mercurio inorganico
(prevalentemente ionélg®*) e mercurio organico. Il metilmercurioé la forma piti comunedi
mercurioorganico,la piu tossica, ed presentaellacatenaalimentaree si accumula principalmente
in pesci, crostaceie animali che si nutronodi pesce.La principalefonte di contaminazione per
| 6 u damercurio & rappresentatalal cibo, senzaconsiderarde centrali termoelettricheche
bruciano carbone, acciaierie, impianti industriali, miniere e inceneritori di rifiuti. Vi & anche
undéi mmi s s i d mercurioim maredaviutea | | 6 aegii ament atmosfericsulle rocce
mercurifere edille attivita vulcaniche, ch@ienevalutatain migliaiad i t onn e | (Liadgwst al | 6
OA, Jernelov K, JohanssonK, RohdeH. 1984. Mercury in the Swediskenvironmeni global
andloal sourcesSwedEnviron.Prot. Board, SNVPM 1816, Stockholm, 1Q%p). Secondde ultime
stime (MasonRP, FitzgeraldWF, Morel FMM. The biogeochemical cyclingf elementalmercury-
anthropogenidnfluences.GeochimCosmochim Actal994;58:31913198 le emissioni naturali
totali si aggiranoattorno alle 1600 tonnellate annueln particolareil Mare Mediterraneoé al
centro di u n 6 asede del 65% delle risorse mondialidi mercurio (Ferrara R, Maserti BE,
AndersonM, EdnerH, RagnarsonP, SvanbergS.1997. Mercury degassingate from mineralized
areasin the Mediterranean basinwater,Air and SoilPollution.93: 593 66), di conseguenzapesci
del Mediterraneomostranolivelli piu elevati di contaminazione damercurio rispetto a quelli
provenientidaaltri mari. | pescia piu alta concentrazione dnercuriosonoi grandipredatori(tonno,
pescespadasqualo, verdesca)che, essendoai vertici della catena alimentare, tendono ad
accumularemaggiori quantita di sostanze tossich®i conseguenza, pescidi piccolatagliae i
molluschirisultanopiu sicuriperil consumo alimentare. Lspecidttiche eliminanomolto lentamente
il mercurioassorbito.l tempidi dimezzamento dehetilmercurio, segyli organismimarini esposti
vengono spostatiin aree non contaminateyannoda 6 mesiperi mitili a 2 anniperil luccio.
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L 6 a ¢ ¢ narpedcie maggiorenel tessutanuscolare rispetta quello adiposoe circail 90% del
mercurio presenteei pescisi trova sottoforma di metilmercurio(GuandaliniE and Mantovani A,
1988.11 metilmercurionei prodotti ittici. AmbienteRisorsee Salute 88: 7-12).

La contaminazionelel pescedamercurioavvieneattraversdre distinti processi:
bioconcentraziondsioaccumulae biomagnificazione.

La bioconcentrazione il risultatodi u n 6 a s s wlirettaidioquestaspeciechimicad al | 6 ac q u .
attraversda membranalellebranchie.

Il bioaccumulorappresentda combinazioned e | | 0 a sds mencurindwettamented a |l | 6eac qu a
indirettamentattraversd 6 i n g disidoi o ne

La biomagnificazioneconsisten e | | 6 adelta eomdergrazionealella speciechimica nei livelli

piu alti dellacatenaalimentare.

Il mercurio rappresenta uipotentee pericolosoinquinanteche non e piu consideratocome un
problemalocale o regionale ma mostratutte le caratteristichali un inquinante globaléSchroeder,
W. H. & Markes,J. J. 1994.Great LakesRes.20, 240/ 259). La legislazioneitaliana,in attuazione
di una direttiva comunitaria(GazzettaUfficiale della ComunitaEuropea,199J), fissa un livello
massimodi 0.5 mg Kg-1 nelle parti commestibili deiprodotti della pesca.ll Comitatocongiunto
FAO-WHO ha stabilito un limite provvisoriotollerabile diassunzionesettimanale peil mercurio
totaleparia 0.3 mgperun adultodi 60 Kg.

| gruppidi popolazionearticolarmenténteressato a rischiodi esposizionel mercurioincludono
le donnein gravidanzao che allattano,e i bambini. Questasostanzae in grado di superarela
barrieracerebrales quellaplacentare causanditannia caricodel sistemanervosocentralee dello
sviluppo del feto: alte dosi causanaitardo mentale gravelel nascituro,dosi piu basseprovocano
alterazioni dellosviluppo psicomotorio.Tra i sintomilegatial | 6 esposi @isammle cr o
alterazioni della funzionalita renale, della memoria, problemi motori e della coordinazione. E
documentath 6 as soti a zIl ® aapailmercurioademalattiecardiovascolaffJECFA,
2007 ancheseé notol 0 e f bereficedel consumodi pesce(presenzali acidi grassiomega3)
checontrasterebbe 6 a zdel metienercuriosul sistemacardiovascolardJ n 6 a zdi contrasto é
svoltaanchedal seleniopresenten e | | 6 aamlegliadimentie

La chimicabiologicadel mercurioe caratterizzatd a | | 0 affini&x deaconapostimercurialiperi
gruppitiolici, d a | | stahilitatdelsuolegame coril carbonioed a | | 6 soluldlita aidpettoagli
altri metalli, n e | | Oeaneigsalheenti organici; inoltre i vapori di mercurio elementare edl
metilmercuriopossonoattraversardacilmentele membranebiologiche e provocareconseguenze
dal puntodi vistatossicologico.

Nonostantde emissioniantropiche dmercuriosianostatedrasticamenteidotte a partiredal 1960,
il mercuriosi staancoradiffondendon e | | 6 aevsbhbend mmetilmercuriorappresentia forma
chimicadominante nellanaggiorparte degli organismiche fanno parte dei gradini piu alti della
piramide alimentare, essoostituiscesolo una piccolafrazionedel mercuriototale presentan un
ecosistemaacquatico(Lindgvist OA, Jernelov K,JohanssorK, RohdeH. 1984. Mercury in the
Swedishenvironmenti global and loal sources.Swed.Environ. Prot. Board, SNV PM 1816,
Stockholm105 pp.

E presentas n 6 a wapidzianedi concentraziondi mercuriototalenelle acque naturaf0.3-15 ng
L) in relazione alluogo (sia geografico,che con riferimento alladistanzadalla costa), alla
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profondita,alla quantitadi materiaorganicgpresente.

Del mercurio totalefanno parte la frazione disciolta (definita com# mercurio presente imn
campiondfiltrato conun filtro di porositadi 0.45um) e quellaassociatal materialeparticellato in
sospensioneSeritti et al., (Ferrara R., Seritti A., Barghigiani C., PetrosinoA., Mercury levelsin
the dissolvedand particulate fractions of the Tyrrheniansea.Marine Chemistry,18(24):227-232)
hannotrovato per il Mar Mediterraneovalori compresin e | | 6 i 0.3-80mg Lalldi neercurio
legatoal particellatoge 1.7-12.2 ng L di mercurionellafasedisciolta.

E difficile determinarel 6 ¥ gibero disciolto nelle acque naturali (definito come mercurio
reattivo), sia per le sue basseconcentrazion{0.050.1 ng L™ Mar Adriatico, Horvat M., 2001,
Mercury, dowe know enough?In: Ebdon L., Pitts L., Cornelis R., Crews H., Donards OFX.,
Ouevauviller P.editors. Trace Elementsspeciationfor environmentfood and health. Cambridge
(UK): TheRoyalSociety ofChemistryp 127-141), sia per la presenzan acquadi molecolee ioni
capacidi legarel 6 #ig maniergpiti o mendforte.

Mercurio e derivati nei pescie nei molluschi.

| cefalopodii seppie,calamarie polpi i rappresentano undevantequotanel mercatodi prodotti
ittici in MediterraneokEuropae nelrestodel Mondo. Questespecie tutti predatorisi posizionanai
vertici della catenaalimentaree rappresentangertantouna importantefontedi icont ami nan
nellanostradieta.

Diversi studi hannodimostrato che cefalopodihannola capacitadi accumulareslementi intraccia

ad alti livelli nei loro tessuti(e.g.: 1-7). Cio porta ad una maggioreattenzioneper i rischi sulla
saluteumanaconnessal consumali carnedi cefalopodi(e.g.:8-10).

Nella gran maggioranzali speciedi cefalopodicon interessecommercialenel corsodella storia
vitale gli animali migranoda acque piu profonde a quelle costiere, nel corso della stagione
riproduttiva,dove essidepositande uovachei comeconseguenza sonomaggiormentespostea
contaminanti costieriLe uova si sviluppano,quindi, in un ambienteche &€ espostoad attivita
antropichepiu intensee con maggioreesposizionea vari contaminanti, qualimetalli pesanti,o
metabolitidi sostanzechimichedi sintesiimpiegatenei farmaci tracui quelli ad azionepsicoattiva
(11-12).

Gli embrionicefalopodisonoquindiespostia elementin tracciadiscioltin e | | 6 a magewarant: e |
il loro sviluppo, fase che rappresentairca il 10-15% della duratadella vita di una specie di
cefalopodeStudirecenti(13) hanno dimostratche nelcaso dellaiovadi seppia caratterizzatela

i g u secdorton resistentii i fattori di concentrazione risultanessererelativamentebassi,
indipendentementdalladuratad e | | 0 e s gperimentalelrocongrasto, laiovadi Octopus,che
sonoprotetteesclusivamente dallaembranaorionale accumulangrandilivelli di metalliin traccia
siadirettamente siattraversd 6 a s s uimaellodearieatodal consumadivi t el | o. Léacc
metalliin traccianei tessutidegli animalihannoeffetto diretto durante I'embriogenesma risultano
manifestarevari effetti tossici sulle fasi giovanili (review in 13). Risultaevidentechetali effetti
hannoun impatto durantetutto lo sviluppo dell'animale, gpossono risultarparticolarmenteritici
peril successdeli r e c | u tdallapepolazmmeli tali specieul ricci di mare,in particolarela
specieParacentrotudividus rappresentanan alimentoprelibatodelladietaMediterranea pertanto
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possonoessereuna potenzialefonte di contaminazione da mercuri€io nonostantesi sa molto

poco dei livelli di contaminazioneda mercurionei ricci. Poichéq u e s t 6 o r Sgatousatagpeno ®
molti anni comemodello per studi sullo sviluppo embrionale larvale, si sache questistadisono
particolarmente sensibiiilla presenzali contaminazione daetalli pesantijnclusoil mercurio,con
potenzialieffetti negativisul reclutamentadadulto.

Altri inquinanti: Benzo(a)pirenddrocarburi policiclici aromaticiin generale.

Gli idrocarburipoliciclici aromatici(IPA) sonoun gruppodi contaminantiorganici formati nella
combustionencompletadegliidrocarburi,quali carbonee benzine Gli IPA costituisconaun grosso
problema dimpattoambientaledovutoalle attivita antropicheche implicanocombustioni, essendo
tossici, soprattuttgper la vita marinaed essendaarcinogenice mutagenicilLa tossicitadegli IPA
dipendedallastrutturamolecolaredellasingolaspecie A secondalellaspeciemolecolareconsiderata

si vadacompostinontossiciadaltri estremamentssici.ll benzo(a)pirenfacronimo B(a)PE noto
peresserestatoil primo compostachimicodi cui si édimostratda natura carcinogend. 6 a g @erz i a
la protezioneambientaledel governodegli StatiUniti, EPA, ha classificatsettelPA comeprobabili
agenti carcinogeniper | 6 e susnanp: ébenzo(a)anthacene, benzo(a)piremenzo(b)fluorantene,
benzo[K]fluorantenesrisenedibenzo(a,h)antracene, indeno(1;2¢Bpirene.

Sebbengjli IPA siano normalmentepresentiin natura,il loro accumuloe causatosoprattuttoda
attivitaumanefrale qualieminentementalcuneattivitaindustriali.

L 6 U n iEawrapesstasviluppandagpolitiche e strategietesealla protezioned e | | 6 adahblédumen t e
delle attivita industriali a forte impatto ambientale soprattuttadallaloro dismissioneA tale scopo

sono statpromossie messia puntoazionie protocollidi monitoraggian temporealedei siti a forte
impatto e loro bonifica. La legislazione europea (2000/60/CE; 2007/60/CE; 2008/56/CE;
2013/179/UE;2006/1907/CE) miraa promuovereattivita ed azioni di vario tipo allo scopo di
monitoraree proteggerda qualitadelle acquemarine,di attenuare fattori di impatto dovuti alle
attivitaantropiche eoprattuttde loro conseguenzsullasaluteumanaeapreservaré 6 habi t at ma
Comerisultatidei processtdi industrializzazione urbanizzazione lenassiccigproduzionedi prodotti

e bioprodotti legatia questeattivita ha sensibilmentealteratol 6 e g u maturalée campromesso

| 6 a mb i moddparticolareguellonarinoattraversal rilascionelleacque circostantli massicce
quantita di metalli e di IPA derivati dalla combustionedi combustibilifossili, di scarichi
industrialiedaltro.Di recentd 0 | s Supetiougbeda Protezionee la RicercaAmbientale(ISPRA)

harivelato un incrementadei livelli di IPA anchein molluschie alcunespeciedi pescid e | | @éar e a,
riprovad e | | O diouyestidontaminantnellacatenalimentare.

Gli IPA possonoprodurreeffetti tossici nelle speciemarine e, quindi, avereun pesanteampatto

sul | 6 e ammmoeggtiredinsallasaluteumana.

In questocontesto,e di particolarerilevanzaanchemonitorarele reazionibiologicheinnescatea
seguitodi trattamenticon estrattidi frutti e piantecresciutea ridossodi baciniidrici contaminati,
per stabilire unacorrelaziondra le sostanzeresenti de eventualiattivita tossicheGli esperimenti
in questocasopossoncesserecondottisu linee cellulari su cui vengonomonitorati alcunimarkers
molecolari oppureprocessidi morte cellulare indotta dalle sostanzein particolari condizioni di
trattamente concentrazione.
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OBIETTIVI
In questocontestde unita diricercad e | | riapoletan@hehannopartecipatallo svolgimentadi

guesto progetto: Istituto di Biostrutture e Bioimmagini del CNR (CNR-IBB), Dipartimento di
Biochimica, Biofisicae PatologiaGenerale(lSUN-DBBPG), Dipartimentodi Scienzee Tecnologie
Ambientali, Biologiche e Farmaceutichedella SecondaUniversita degli Studi Napoli (SUN-
DISTABIF), StazioneZoologica AntonDohrn (SZN) e Dipartimento diFisicad el | 6 Uni ver
Federicdl di Napoli(UNINA-DIPFIS), hannasvoltoattivitadi ricercafocalizzatesullamessa punto

di metodi biochimicibiofisici e biologici perla determinazionsia del mercurio chedi alcunilPA,

in acquadi mareo in matrici che ne mimanola composizionelnoltre le unitd hannolavoratoalla
caratterizzaziondelle proprietatossicologichelel mercurio inricci di maree copepodnonché alla
raccoltadi dati analitici di concentrazione dmercurioe derivati di mercurioin molluschiper la
caratterizzazione déivelli di bio-accumulodi metalliin tracciae di sostanzederivated al | 6 at t i v
umanaallo scopodi individuarele eventualipossibili ricadute sul benesseranimalee non da
ultimosullain bi osi curezzao.

Sulla basedi tali premessejl progettodi ricerca era orientatoal raggiungimento deseguenti
obiettivi:

1. Messaa punto di metodi analitici per la determinazionali Hg?* in campionidi acquadi
mareo di acquadi mare sperimentaleoppurenei tessutidi pescie molluschidestinatial
consumoQu e s t 6 oceladi pettinenzalioCNR-IBB, SUN-DISTABIF.

2. Progettazionesviluppoe realizzazioneli un sensorgortatile,di costocontenutce altamente
specificoperlarivelazionedel B(a)Pin faseliquidain temporeale, potenzialmente estendibile
anchealla rivelazionedi altri IPA. Qu e s t 6 odraidiepertinenzaodiUNINA-DIPFIS.
L6 obi énale mom era limitato alla sola applicazione tecnologicae allo sviluppo
sperimentaledel nuovo dispositivo di rilevazione,ma mirava anche definire lo statodi
saluted e | | 6 a mb i eampamec gheffettidneol | 6 i n qdaidrocarbursu sis@mi
biologici complessi.

3. Valutazione delldossicitadel mercurioe altri metalli pesanti su organismi marihirilevanza
ecologi@ (copepodie riccio di mare) Valutazionedella concentrazione effettivEC50),
definitacomeconcentrazione di contaminante ¢hducela morte delb0% degliembrionie
delle larve di riccio di marelndividuazione dibiomarkes molecolari da utilizzare istudi
ecotossicologici.

4. Determinazionedelle reazionibiologiche innescatea seguitodi trattamenticon estratti di
frutti e piantecresciutearidossodi baciniidricic ont ami nat i .eraQpestisenzZao b i e |
di SUN-DBBPG.



* Napoli *

5. Raccoltadi dati analitici di concentrazione dmercurio e derivati di mercurio per la
caratterizzazione ddivelli di bio-accumulodi metalliin cefalopodi.Qu e st 6 oebaidiet t i v
pertinenzali SZN.

Obiettivo 1
Attivit®™ svolte dall 6i stit utBB-CNR)e dliDpatimentotdit ur e
Scienze e Tecnologg@mbi ent al i , Bi ol ogiche e Farmaceuti cl

(SUN-DISTABIF).

INTRODUZIONE

Il mercurioétrale sostanze@iu velenosgresentin naturae sul nostrgpianeta. Esso esisiie diverse

forme chimicheedérilasciaton e | | 6 a mb iacguae seolo) da variefgnthaturalie artificiali.

Le tre forme chimiche del mercurio sono: mercurio elementare ametallico, mercurioinorganico
(prevalentemente ionélg?*) e mercurio organico. Il Mercurio inorganico, sotto forma di ione

di val ent e, pu, essere rivelato attraverso va
strumentazione sofisticata e costosa quali assorbimento atomico o spettrometri di massa ICP,
scarsamentetilizzabili per analisin situ. Utilizzando dei probes a base gruppi tiolici o simili legati a
fluorofori, i potizzabi |l -ergahidhe ahgy coeplessardio ad sltan d e
affinita ed in maniera altamente specifica ionPHgossandunzionare come sensori colorimetrici o
fluorimetrici della presenza del metallo. Metodi spettroscopici per la determinazione del mercurio
divalente in acqua sono stati ampiamente descritti; tuttavia la loro trasferibilita in campioni di acqua
marina e corplicata dalla presenza di alti ioni metallici interferenti che possono complessare le bio
sonde e da elevate concentrazioni di ioni cloruro che, nonostante la piu bassa affinita, complessano gli
ioni metallici sottraendolo dai complessi con le-bomde. Eentuali sonde per mercurio divalente che
funzionano complessando lo ione metallico in presenza di elevate concentrazioni di ioni cloruro ed
altri interferenti metallici, cambiando le loro proprieta spettroscopiche, sarebbero estremamente
semplici da usardacilmente trasferibili ad applicazioni di determinazioni qualitative e quantitative

in siti marini e molto poco costose. Le applicazioni previste per questi probes sono la determinazione
di ioni Hg?* in concentrazioni fino ad 1 ppm, acque ditransizione, ovvero in acque salmastre,
originate dal mescolamento tra acque costiere e acque dolci dei fiumi, quali lagune, stagni costieri e
laghi salmastri e zone di delta ed estuario.

Obiettivo di IBB-CNR e SUNDISTABIF.

L6obiettivo pettilBB€NP aSUNDISTABIF escadagnessaa punto di metodi
analitici per la determinazionedi Hg?* in campioni di acquadi mare o di acquadi mare
sperimentale in concentrazioakdi sotto di 1 ppm, utilizzando biosonde sintetiche progettate per
complessare ioni mercurio divalenti in presenza di altri ioni interferenti e delle elevate concentrazioni
di I oni cl orur o prlieeare sié dccupate Hellapeogetiazi@ne, greparazimne e
caratterizzazione analitica e spettroscopictalilibiosonde in complesso con ioni HigSono state
inoltre studiati dei probes commerciali per misure spettrofotometriche e spettrofluorimetriche
direttamente in acqua di mare.

RISULTATI/REALIZZAZIONI/PRESTAZIONI FUNZIONALI SPECIFICHE QUANTITATIVE.

Soro stati realizzati dei probe fluorescenti basate su molecole di-thaeisdnina in grado di rivelare
la presenza di Hgin campioni acquosi fino alla concentrazione di circa 0.12 ppm ed in presenza di
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vari altri ioni metallici interferentiLe misure quitative e quantitative sono state eseguite sia su
soluzioni acquose tamponate (soluzioni sempl it
sperimentale). Le misure sono state eseguite sia con spettrofluorimetri da laboratorio sia con sistemi
sperimentali portatili per misure in situ.

Le performances dei bioprobes in campioni di acqua di mare sperimentale non sono altrettanto buone.
Sono state progettate e realizzate altre biosonde a base di molecole di Bodipy che soddisfano invece
in pieno talirequisiti rivelando H§' in un range di concentrazioni tra 0 e 8 ppb in acqua di mare. |
risultati sono riportati di seguito in forma riassuntiva ed in forma estesa negli allegati Report 1
(Rapporto Tecnico 1) e Report 2 (Rapporto Tecnico 2)

METODO

Il primo set dimolecole progettate, realizzate e caratterizzate in questo progetto sono riassunte nella
Fig. 1a.Esse sono state progettate a partire dalla molecola capostipite denominate ENesHo,

dove Dansyl corrisponde al gruppo fluorescente Danesile modula e rende selettivo |l
riconoscimento dei cationi metallici mediante complessazione con il gruppo suifidiao. Il
riconoscimento si traduce in variazioni delle proprieta spettroscopiche (fluorescenza ed assorbanza)
del dansile stesso e talinazioni sono poi sfruttate per la messa a punto di saggi analitici in cui €
possibile seguire la risposta dei sensori mediante misure di fluorescenza ed assorbanza.
DansytL-Met-NH: (anche DansyMet) € in grado di legare selettivamente lo ione mercuriacgua

con un mecc@amd smaumemutrom di fluorescenza, vede
selettivamente lo stesso ione in solventi organici o misti orgaatiqaoso (acquacetonitrile 1:1) con

un meccani s mo -oifnfvoe r(tsiptealendi ilmafntth nmr escenza. LGOI
e basata sulla struttura della molecola, sulle ridotte dimensioni e sulla generale elevata stabilita di
aminoacidi in soluzioni acquogeer ottenere bioprobes adatti a determinazioni di &lgche in aqua

di mare sono state sintetizzate nuove biosonde a base di BODIPY per la rivelazione specifica dello
ione Hg*. | derivati del BODIPY sono molecole fluorescenti che tendono ad avere un forte
assorbimento nell 6UV e emnsgiooe incflaoreacenzaeben definitaetcen d a
alte rese quantiche. Tali derivati sono stabili in condizioni fisiologiche e piccole modifiche delle loro
strutture consentono di modulare le loro caratteristiche di fluorescenza. Nel nostro caso abbiamo preso
in considerazione il derivato bodiaynmminofenolo (VI1), altamente selettivo e sensibile per il catione

Hg?* (Fig. 3a).

RISULTATI OTTENUTI
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Figura 1. a: struttura delle biomolecole disegnate e caratterizbatgpettro di emissione in fluorescenza ¢péx = 380

nm) in tampone 10 mM HEPES pH 7.4, in presenza di ioni Hg2+ e di altri metalli, incléisi®4*, C*, Co*, PIr*,

Ag+, Mg?*, CU#*, Mn?*, Ni?*, Zr?*, Na+, AFY, K*.c:cschema del sistema impiegato per
misuredi spettri di assorbimento e di fluorescenza direttamente in campioni di acqua normale o marina.

| derivati della dansyl metionina progettati e preparati, riportati in Figura 1, differenti per lunghezza
della catena laterale amminoacidica e tipo di sostiti su Sterminale (zolfo terminale) sono stati
studiati per valutare gli effetti di tali modifiche sulle proprieta di complessazione dj Bigla
selettivita di tale complessazione e sulle rispettive costanti di dissociazione (KD). A corredo della
pogettazione dell e biomolecole, sono stati anc
in situ di tali molecole con sensori in fibra ottica. La soluzione tecnologica individuata e basata
sull 6i mpi ego di s e n sdruttate lé proprieta @i biradingoseldttivoceaspecifico g r .
delle molecole proposte con Hglirettamente in soluzione acquosa. Il sensore in fibra ottica & in
grado di registrare variazioni negli spettri di assorbanza e/o emissione in fluorescenza irafiaguito
complessazione con il catione metallico direttamente in campioni di acqua in generale o di acqua
marina (Fig. 1c). Tutte le molecole progettate e preparate sono state caratterizzate per legde ad Hg
determinando le relative KD di complessazione e la selettivita rispetto ad altri metalli interferenti. Le
KD sono riportate nella successiva Tabella 1. In Figura 2 sono riportati gli spettri di emissione e le
prove di selettivita relative al Composto |.
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Figura 2: a: spettri di emissione in fluorescenzabe emissione in fluorescenza del Composto | in presenza di ioni

interferenti e miscele di ioni interferenti/Ad.:1 registrata a 500 nm.

Per alcuni di questi derivati &€ anche possibile distinguerdiuaesa stechiometria di complessazione:
associata, per basse concentrazioni di mercurio, allo spegnimento della fluorescenza e per piu alte

concentrazioni di mercurio all éaccensione del |l
BIOMOLECOLE Kay( € M] Kae( € M) Note
Composto |-Dansyl Met 17 45 2 siti di complessazion
Composto II- Dansyl Met (O) 2 -
Composto IlI- Dansyl Met (O) - -
Composto IV- Dansyl Cys 30
Composto \* Dansyl Homocys 5
Composto VI- Dansyl Cys (LYACM 10 36 2 siti di complessazion
CompostoVIl - Dansyl Cys (DYACM 30
Tabella 1 Lista delle costanti di dissociazione determinate per i composti sintetizzati
i vati I, 1, Vv, VI risultano essere quell

I der

di sensibilita di talmolecole effettuando prove di titolazione in intervalli di concentrazione ifitgp

a circa 0.1 uM. La sensibilita di tali probes € risultata essere dixircé

e M

composti | e VI, ovvero circa 8 volte al di sotto del limiesaierato di 1 ppm.

Dopo il completamento degli studi sulla sensibilita,

(_ottedua cop p m)

e stato effettuato uno studio approfondito sulla

selettivita del riconoscimento di tale catione in presenza di cationi interferenti qéialOdd, Co*,

PP, Fe*, P, CU*, Na', Ni%*, ZrP* (soluzioni preparate a partire dai cloruri) e successivamente in
acqua di mare sperimentale in un intervallo di concentrazioni vicino ad 1 ppm.
Gli studi di selettivita hanno evidenziato come per il composto | ed il composto VI si abbia una
interferenza non trascurabile sugli spettri di emissione in fluorescenza dovuta alla presenza dei cationi

presi

i n esame al l

e

basse

concentrazi
e dello ione cloruro, presenti in quaatielevate in ambiente marino. Tale effetto e

oni

." Part
stato valutato

effettuando prove di selettivita in acqua di mare sperimentale. Infatti, per completare il pannello di saggi
di selettivita delle molecole prescelte (composti | e VI), sono stati effettuatziitoiali Hg* in acqua

di mare riprodotta in laboratorio (sperimentale)a

composi

utilizzata e la seguente: 0.6 M NaCl e 0.06 M NaH¢& @H 8.

zione del

bacquaea
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In acqua di mare sperimentalessis ser va uno spegnimento dell a f
concentrazione di Hg. Probabilmente, per concentrazioni di NaCl cosi elevate (0.6 M), la presenza
di sodio e di cloruri da luogo ad equilibri di speciazione differenti che: i) possonceiireeidon la
formazione del complesso Hgdansyl derivato; ii) possono interferire con il meccanismo di
trasferimento elettronico responsabilhaqualddl | o
mare sperimentale si osserva uno spegnimento ftlei@scenza fino ad una concentrazione di*Hg

pari a 4.8 uM (1 ppm). A seguire, concentrazioni crescenti &idgnerano il completo spegnimento

della fluorescenza che si perde nel rumore di fondo della misure acquisite.

La risposta in fluorescenzald@ansy(L)Cys-ACM, in presenza di Hg e concentrazioni di cloruro

di sodio elevate si discosta in modo rilevante da quella osservata nel buffer Hepes. | due bioprobes,
quindi, sono adatti per la determinazione di mercurio divalente in soluzioni nonenfaro a
concentrazioni molto al di sotto di 1 ppm, ma in presenza di altri ioni metallici interferenti e di
concentrazioni di sodio cloruro elevate il limite di rivelabilita & limitato ad 1 ppm. Gli stessi bioprobes
non sembrano adatti alla determina&dliretta dello stesso ione mercurico in soluzioni che mimano

| 6acqua di mare a causa di interferenza dell e
dello ione sodio.

o - wl  LOD<Z ppb ’
a HH, b i i | PP p
. (| i" 1.5 .
& oo i I
- = u »
A A : ! 2] s
L P o g -
y I'1I'|:.H , g 2 =]
2 [ : g
ﬁm I.é.i.-:.i.;-l:'.;;.
Hg™ i
Figura 3. a: struttura del BODIPYamminofenolo (VII).b:s pet t r i di emi ssione in fluore

tampone 10 mM HEPES pH 7.4, in presenza di concentrazioni crescenf*deHariazioni di intensita di fluorescenza
del BODIPY-amminofenolo (5 uM) in seguito ad aggiunta difi¢0-12 ppb )in tampone 10 mM HEPES pH 7.4.

Tale derivato e costituito da due unita: i) un core di BODIPY come molecola fluorescente; ii)

| 6ammi nofenol o che i n grado d%. Infpoesenza rdie un
concentrazioni crescenti di Figsi ha un aumento della fluorescenza Fig. 3b), ed & stato riportato un
LOD (limit of detection) inferiore a 2 ppb (Fig. 3c). Il BODIPAnminofenolo é stato sintetizzato,
purificato e caratterizzato presso i nostri laboratori. Successivamente sono statatefainalisi di
fluorescenza per verificare le proprieta spettroscopiche sia delle molecole isolate sia dei complessi
con gli ioni HF* (Vedere Fig. 3bc). Successivamente sono state eseguite misure per verificare la
sussistenza delle stesse proprietadqua di mare sperimentale per cui sono state costruite rette di
taratura in quest &8 ppbadcartandoele conedntradidniralt desopraadl questo O
intervallo che non rispettano un andamento lineare. In Fig. 4a e riportato uno zoospdegldi
emissione in fluorescenza nell'intervallo316-8 ppb con relative deviazioni standard nell'intervallo
preso in esame per I'elaborazione del fitting ed in Fig. 4b é riportata la relativa retta di taratura.
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Figura 4: a: zoom della porzioneigpettro di fluorescenza intorno al punto di massimo con le relative barre di errore per

soluzioni di BODIP¥amminofenold6 e¢(Mrex = 480 nm) i n acongagguntd diiomkdcen sper i
concentrazioni crescemtie | | 6 i nit8epbwb.aRetta di calibrazione relativa allo ione Hg2+ determinato misurando

la fluorescenza del complesso con BODIRYnmi nof enol o (5 OM) nel punto di ma s s
ininacquadimara el | 6i nit8gppbv al | o 0

Sono stati quindi studiatin set di molecole a base di dansygtionina ed una molecola a base di
BODIPY per verificare il loro impiego in misure di concentrazione di‘fitgsoluzioni saline semplici

e in una soluzione di acqua di mare sperimentale che mima la composiziond ®linhk 6 acqua m
Lo studio ha dimostrato che il set di molecole a base di Ddneylé adatto a determinare
concentrazioni di Hg in soluzioni semplici al di sotto di 1 ppm, mentre non & utilizzabile per le stesse
misure in acqua mare. La molecola aebdsBODIPY si presta a misure di concentrazioni df 'Higy

acqua di mare fino a concentrazioni molto piu basse, comprese tra O e 8 ppb.

PRODOTTI REALIZZATI

1. Report 1 (Rapporto tecnico- IReport di dettaglio sulla progettazione, preparazione e
caratterizzazione analitica e funzionale delle biomolecole progettate e testate per il
riconoscimento di ioni Hg in ambienti acquosi marini o similari)

2. Report 2 (Rapporto tecnico-Progettazione, preparazione e caratterizzazione analitica di un
biosensre in fibra ottica operante in soluzione con le biomolecole descritte nel Rapporto
Tecnico 1 per il riconoscimento di ioni Hgn ambiente marino o in matrici acquose che
mimano ambienti marinie. acqua di mare sperimentale o sintetica).

Obiettivo 2

Attivita svolte dal Dipartimento di FisicNINA-DIPFIS) del | 6 Uni ver si t”™ Fede
INTRODUZIONE

Come risultato dei processi di industrializzazione e urbanizzazione la massiccia produzione di prodotti

e bioprodotti legati a queste attivita kae nsi bi | ment e alterato | 6equi
| 6ambi ent e, i n modo particolare quell o marino
guantita di metalli e di IPA derivati dalla combustione di combustibili fossili, di s¢anidbstriali ed
altro. Di recente | 6lstituto Superiore per | a
incremento dei livelli di IPA anche in molluschi e alcune spetie pes ci del | dar

del | 6i mpatto di gcatersmtlimentae.nGli Mmpossano produrne effietti tossici
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nell e specie marine e, quindi, avere un pesan
umana.

In questo contesto, & di particolare rilevanza anche monitorare le reazioni lhielagiescate a

seguito di trattamenti con estratti di frutti e piante cresciute a ridosso di bacini idrici contapanati,
stabilire una correlazione tra le sostanze presenti e le eventuali attivita tossiche. Gli esperimenti
guesto caso possono esseomdotti su linee cellulari su cui vengono monitorati alcuni markers
molecolari oppure processi di morte cellulare indotta dalle sostanze in particolari condizioni di
trattamento e concentrazione.

OBBIETTIVO

Loobbiettivo del soggetto attuatore Universit
Fisica) é consistito in progettazione, sviluppo e realizzazione di un sensore portatile, di costo contenuto
e altamente specifico per la rivelazione di WAlleggero ed estremamente pericoloso quale il

benzo(a)pirene [B(a)P] in fase liquida in tempo reale, potenzialmente estendibile anche alla

rivelazione di altri | PA. L6ébobiettivo non si

sperimemale del nuovo dispositivo di rilevazione, ma ha mirato anche a definire lo stato di salute
del | 6ambiente marino campano e gl ef fetti d
compl essi . Al l a reali zzazi onse ladireqia isviluppata pella d e |

collaudata collaborazione con un altro soggetto attuatore del progetto, ov@awolada Universita
degli Studi di NapoliDipartimento di Biochimica Biofisica e Patologia Generale).

RISULTATI/REALIZZAZIONI/PRESTAZIONI FUNZIONALI SPECIFICHE QUANTITATIVE.

Il n definitiva | dapparato realizzato si — di mo
incremento della sensibilita (circa 5@000 volte) rispetto alla tecnica @S richiedendo tempi di
campionamento almerD0 volte inferiori.

METODO
! metodo  consistito nelldutilizzo di un i mr
di quarzo (QCM) funzionalizzate mediante deposizione di anticorp@anta ) P s ul | 6el et tr

sensore, con urtacnologia altamente innovativa, messa a punto dal soggetto attuatore \DNFRFS),
che si fonda su irraggiamento degli anticorpi-&¢#&)P con impulsi laser UV (260 nm) ultrabrevi. Una
QCM & un sensore gravimetrico in grado di misurare con grande taezarée frequenza di vibrazione

propria di un cristallo di guar zo. Quando al I ¢
attaccate delle molecole | a freqguenza di vibra
del | 6 edi misura.hd specificita elevata della misura viene garantita

dalla funzionalizzazione per mezzo di anticorpi che riconoscono e catturano solo il contaminante da
rivelare. Il principio di funzionamento del sensore € mostrato in Figura
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Figura5.(Sni stra) QCM fAnudaodo in assenza di funzionalizzazio
con i mpul si |l aser UV. (Centro) Fase della cattura con ¢

Loobbiettivo consi ste nel realizat@arieitvarirregimizdautiiezo € a r
operante nei diversi protocolli di funzionalizzazione messi a punto.

RISULTATI OTTENUTI

Uno schema del sensore realizzato € mostrato in F&uCan riferimento alla Figuré si ha una

prima fase (1) di irraggiaemto degli anticorpi anB(a)P con impulsi laser UV. In (2) si mostra

| 6apparato fluidico per |l a circolazione di un
In (3) € mostrato in vero e proprio sensore per la rivelazione del B(a)P corulataudi controllo. Il

segnale viene acquisito in tempo reale da un computer portatile (4).

Figura 6. Schema del sensore realizzato

Le misure effettuate hanno dimostrato la capacita del sensore innovativo realizzato nel rivelare il BaP
emesso in campioni reali. | campioni utilizzati sono stati realizzati sia in fase liquida in soluzioni acquose

a diversa salinita che preludono a tesaéqua marina, sia sono prelievi di gas emessi da un motore 1.0

di una FI AT Panda (euro 5) del CNR. Il n quest ou
motori. Il sensore € in grado di rivelare il B(a)P in concentrazioni superiori 26 ppb emesso dal

motore al minimo regime per un tempo di prelievo di 0.5 h, o dal motore nel ciclo urbano. La misura
effettuata dal sensore e stata paragonata con quella ottenuta su campioni identici ottenuta con un apparat
di GasCromatografia Spettimetria di Massa (G®IS) per validare il dato ottenuto con il nuovo
dispositivo contro il risultato ottenuto con una tecnologia consolidata e di alta affidabilita e sensibilita,
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ma basata su apparati complessklia#, costosi e di complessa operahilita L6 accor do tr a
di misura e eccellente in tutte le condizioni provate.

In Figura7 si rappresentata una tipica misura di B(a)P in soluzione acquosa con buffer PBS in condizioni
fisiologiche. Si pu, notare | 6estrema efficac
irraggiamento con laser UV, messa a punto dal soggettat@atue denominata PIT (Photonic
Immobilization Technique, vedere lista delle pubblicazioni nei PRODOTTI REALIZZAT]I).

Si mette in evidenza come grazie alla tecnologia PIT la sensibilita del sensore portatile realizzato cresca
anche diunfattorecircal@0i spett o al caso in cui | a PIT non
misura condotta col sensore innovativo realizzato € molto contenuta (<10%), essendo anche inferiore a
quella tipica di un apparato di alta risoluzione come iH\@& Si €, pednto, realizzata una nuova
tecnologia di grande accuratezza e risoluzione associata ad un nuovo dispositivo portatile e dai costi
contenuti.

0 —'_"‘\ll ! T T T -
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Figura 7. Tipica misura di B(a)P in soluzione salina (PBS condizioni fisiologiche) col sensoreatealiza risposta del
dispositivo con protocollo PIT (curva rossa) & paragonata a quella senza il passaggio per il protocollo PIT (curva nera).

Clamorosa |l a differenza che di mostra come | atiirFreqlienzmi a e s
D, corrispondono all 6appesantimento dell a QCM. I pri mo
ancoraggio di anticorpiarB ( a) P, | a seconda a circa 600 s c orsoluzisnp.onde
Le fasi intermedie (PBBSA-PBS) pi atte assicurano che | 6iniziale funzi
déor o.

PRODOTTI REALIZZATI

Pubblicazioni

B. Dell a Ventura, C. Altucci eforbes ensifihgght as
Biomed. Opt. Expr2, 32233231 (2011);

R. Funari, C.-ligAtlatssc¢ it eet falncti PU¥!| i zation for
Sensor8774 UNSP 87740K (2013);

R. Funari, C. Al t uc cnPedtdde lay Quartz CiyddatNiceobalance n of P a
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FunctionalizedwithUYAct i vat ed A nChenh8s 63926396 (2013;n a |

.S. Lettieri, C-.andfmntbsecord UV laser pudsés.to,immobilizen o
bi omol ecul es onto sur f ac e hysAMdterigisrSeehce&kent i al o
Processing 17, 185190 (2014);

R. Funari, C. Altwucci et al . ,-crystBlenicrebalanceon of p a
functionalized by the photonicemimo b i | i zati on techni que,,224BR00s en:
(2015);

Brevetto Italiano
C. Altucci et al ., nDispositivo portatile e me
brevetto depositato presso Ufficio Italiano Brevézi15, n. domanda 102016000001660).

Obiettivo 3

Attivita svolte dallaStazioneZoologica AntonDohrn (SZN)

INTRODUZIONE

Come  not o, i mercurio presente nell 6ambi e
dimetilmercurio, entra nella catena alimentare attraverso il plancton, gli invertebrati, i pesci e raggiunge

i grandi consumator i, tarsiaten@amarvoso.dacomponentepdonanardec a n
del plancton animale e rappresentata dai copepodi, crostacei erbivori che si nutrono di microalghe e
rappresentano | a dieta principale dei pesci
fitoplanco n e i consumator.i superiori, fino all éduon

influenzando in ultimo anche la resa della pesca. | ricci di mare sono i principali consumatori di alghe
e piante marine nelle acque poco profonde e rivestonaligum ruolo molto importante nella la

salvaguardiadelbis i st ema acquatico e per il mant eni ment
dei primi metri di profondita attraverso la regolazione della crescita delle alghe sui substrati rocciosi.
Laloros al vaguardi a e conservazione  quindi estr

su adulti e stadi larvali puo fornire utili strumenti per la comprensione degli effetti di inquinanti tossici
ed eventualmente individuare azioni di rimediocci di mare sono stati a lungo utilizzati per studi di

ecotossicologia grazie alla facile reperibilit
processi di fecondazione e di sviluppo alle condizioni ambientali, la possibilita divass
direttamente | a fecondazione e | o sviluppo, C

significativita statistica dei test, perché si usano milioni di uova e di sperma.

OBBIETTIVO
L6obiettivo generale  consistito nel val ut ar e
marini c¢che rivestono un ruolo ecologico di gra

fondali, a diretto contatto dei sedimentc(io di mare). In considerazione del fondamentale ruolo dei
copepodi e dei ricci nell dambiente marino, abb
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di O0stress genesd da I mpiegare come biomarker
METODO

Abbiamou i | i zzat o differenti tecniche di mi crosco
morte cellulare per apoptosi nelle larve della specie di copejratta tonsaesposte a concentrazioni
subl et ali di ni ckel . Al Esdsdapomdi egade vc dmar
tossicologici abbiamo utilizzato un approccio trascrittomico nel copepatimus helgolandicysina

specie dominante negli ecosistemi produttivi del Mar Mediterraneo. Grazie allo studio delle sequenze
ottenute, e tato possibile selezionare geni coinvolti nella risposta allo stress, nello sviluppo, nella

riproduzione e nell 6omeostasi cellulare. La va
nei ricci di mar e, raccol teiutlizaadal Inoudimdy iinetast e m
itossicogenomici 0 come bioindicatori per | a va

inquinanti, tra cui il mercurio.

Durante il corso del progetto sorstati valutati gli effetti di concentrazioncrescentidi Hg?*, sotto
formadi HgCly, sullo sviluppolarvale diduediversespeciedi ricci di mare:Echinometra mathagil

riccio piu diffuso e abbondantein regioni tropicali e subtropicali, e Paracentrotus lividusla

specie piu diffusa in Mediterraneo,largamenteutilizzato per | 6 a | i me umarea.zMediamte
tecnichedi microscopiannovative coméi H a r m@eneratiorMi ¢ r o s(ld@W) & naicroscopia

a due fotoni (TP) sono stati verificati segnalidi fluorescenza potenzialmente associabiBtress
chimicodovutoa | | 6 e s p anercurd.H&G N e TPadnotecnichemeno invasivalellascansione
laser,permettendda visualizzazionali segnaliendogenie autofluorescenti datampionen toto, con
risoluzionespazialea livello di microne senza'uso di sondefluorescenti. Inoltreabbiamousatoil
probefluorescente UNEL perrilevarecelluleapoptotiche (ifasedi morte)in larve di riccio esposte

ad HgCl,, lo iodurodi propidio per visualizzarein vivo cellule necrotiche,ed Hoechst33342 per
rilevarei nucleicellulari.

Durante il periodo di svolgimento del progetto abbiamo inoltre studiato il meccanismo molecolare
coinvolto nella risposta allo stress indotto da due inquinanti, cadmio e mangandxeljvielis per
individuare posbili marcatori molecolari attivati in risposta alla presenza di inquinanti, incluso metalli
pesanti. Abbiamo seguito | 6espressione quantit
allo stress, scheletogenesi e detossificazione a dstadi di sviluppo utilizzando tecniche quali real
time-qPCR. Abbiamo inoltre valutato gli effetti a breve termine di cadmio e manganese a
concentrazioni ecologicamente rilevanti 13,6 x 16 M, rispettivamente) su femmine adulte della
stessa specidi riccio e sulla loro progenie, allevando le larve in assenza o presenza dei suddetti metalli
pesanti e valutando i risultati da un punto di
sia attraverso lo studio della variazione di espressgenica tramite tecniche di real thgeCR.

RISULTATI OTTENUTI

I risultati ottenutihannomostratoun aumento dehumerodi larve di ricci malformati in correlazione
con concentraziordrescentdi mercurio(fino a20 ug L) (Buttino et al 2015)Tuttavia,le duespecie
di riccio studiate, la specie tropicake subtropicaleechinometra mathagie la speciepiu diffusa in

MediterraneoParacentrotus lividus hanno mostrato sensibilita diversa e in particolaréa specie
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subtropicale e risultataaggiormenteensibile corun valore di ECso (concentrazioni di contaminante

in grado di indurre malformazioni nel 50% dello stadio larvale di pluteo a 4 braceiljeinferiore

(2.41ug LY rispetto allaspecie presente Mediterraneq16.14ugL™).Lami cr oscopi a fAHa
GeneratiorMi ¢ r o s ctatgnyg@dodi evidenziare spicolscheletrichenalformiin larve trattate

con il mercurio(Fig. 8). Dalle osservazioni al microscopio laser confocale a fluorescenza (Zeiss,
LSM 510 META) si evince chd mercurioagisce principalmente compromettendo la permeabilita

della membrana cellulare nella specie Mediterranemtreinduce apoptosinella specietropicale.|

nostri risultati mostranoche alte concentrazioni di mercurio, nella forma Hg&bno ingrado di

indurre malformazioni in entrambe speciedi riccio studiate compromettendone la sopravvivenza e

in ultimo il reclutamentalelle larve ad adultocon possibiligraviconseguenzsullapesca.

SHG THG
(2 (n)

TP

Control &Y

1 pg/l

2 ng/l

3 ng/l

4 ng/l

Figura 8. Plutei del ricciotropicaleEchinometra mathaeaisposti a differenti concentrazionitdgCl (linea orizzontale)
osservate mediante diverse tecniche (colonne) (aicroscopia a due fotoni (T;P(fi ) microscopia dgenerazioni di
secondarmoni@ (SHG); (mi ) microscopia di genazioni di terza armonic@ HG). (Bar¥464.3 mm)Sono evidenti
ritardi nello sviluppo a concentraziodii 2 pug L' e la presenza analformazionia 3 e 4 ug L.
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In generale, gli ioni metallici presenti come inquinanti, quali il cadmio e il manganese, possono
indurre ritardo dello sviluppo e anomalie nel riccio di nfarévidus.| risultati che abbiamo ottenuto

dagli studi sugli effetti di questi due metalli &dilo molecolare, ci hanno permesso di individuare
diverse classi di geni che vengono attivati ed espressi sia direttamente sia attraverso la mediazione
del secondo messaggero ossido nitrico (NO) aprendo nuove prospettive riguardo il ruolo del NO come
sen®re di diversi agenti di stress negli embrioni in via di sviluppo del riccio di mare (Migliaccio et

al 2014). Questi metalli hanno un effetto non solo sulle larve, ma anche su femmine adulte e sulla
loro progenie. In particolare, sono stati esaminati:dafofogia degli embrioni derivanti da femmine
esposte agli inquinanti per valutare la presenza di anomalie (Migliaccio et al 2015). Inoltre e stata
valutata la variazione dell'espressione genica della progenie rispetto ad un controllo non trattato.
Questistudi hanno dimostrato che entrambi i metalli compromettono i processi di fecondazione delle
femmine trattate, causando modifiche nello stato riproduttivo e influenzando la produzione del
messaggero NO nelle ovaie. Un'analisi dettagliata della progem@steato un'elevata percentuale

di embrioni anomali, associata ad una variazioni nell'espressione di diversi geni coinvolti nella
risposta allo stress, scheletogenesi, detossificazione e nella produzione di NO. Nel complesso, i
risultati di questa sperim&rione contribuiscono ad ampliare le conoscenze sugli eventi molecolari
coinvolti negli effetti tossici dei metalli pesanti sulla progenie del ri¢tidividus esposti a tal
inquinanti con possibili conseguenze negative sulla sopravvivenza di queséa spe

In considerazione del possibile bioaccumulo e biotrasformazione del mercurio e di altri inquinanti nei
copepodi, con possibili ricadute sui consumatori superiori quali pesci e mammiferi, risulta importante
investigare le risposte fisiologiche, biochatme e molecolari di questi organismi planctonici esposti a
inquinanti. In un primo studio, abbiamo applicato tecniche di microscopia a fluorescenza per
analizzare l'induzione di apoptosi nei naupli del copepadetia tonsaesposti a basse concentrazioni

di cloruro di nichel (NiCJ). | naupli appena schiusi e in fasi naupliari successive, sono stati esposti a
concentrazioni crescenti di NiC{ 0, 016 , 0, 02 5) per 7 giorrd € Boi colayate Fon L
annessina WFITC, una sonda fluorescente vitale comunemente utilizzata per visualizzare le cellule
apoptotiche nei campioni in vivo (Buttino et al. 2011). | nauplii sono stati colorati anche con TUNEL,
una sonda fluoresctnutilizzata per rilevare I'apoptosi in copepodi fissati. Inoltre, abbiamo usato per
la prima volta in questo tipo di studi, la microscopia a fluorescenza a due fotoni (2PF) nonché la
microscopia che utilizza seconda e terza generazione armonica (SHGe THber st udi ar e
nei naupli diA. tonsasenza l'uso di sonde fluorescenti. | segnali ottenuti con 2PF e THG risultavano
aumentati in campioni esposti a concentrazioni elevate di Ni, rispetto al controllo, mentre segnali SHG
erano simili in tutti campioni.

Negl i ul t i mi anni , ~ stata dedicata molta at
impiegare come biomarker negli studi ecotossicologici, ma anche ad estendere tali test molecolari in

organi smi che abbi angxacomed @pepodi g buatano at bl.e2012 @viea/)c o0 | ¢
Pertanto, in una prima fase sperimentale, abbiamo messo a punto i protocolli sperimentali per

| 6estrazione del | GaRhbhelgaandiclseerld sutcessiva pete@Esaizioae

in DNA. Sono stati successivamente selezionat. [
6t arget 6, l a cui espressione quantitativa ¢
condi zi oni speri ment al ionat $ulladasa del lobotrwolo gedat rispostao n o
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all o stress, nella fisiologia riproduttiva, n¢
seconda fase sperimentale, sono state disegnate sonde geniche specifiche (primer) per amplificare
sele ti vamente i geni Oreferenced e Otargetd, ut
(Blast, Clustal W, GenBank). | copepodi impiegati nella sperimentazione sono stati raccolti da un
sistema di allevamento a circuito chiuso presente pres&Z2a8N o dal | 6ambi ent e
Adriatico e Gol f o di Napol i) . I geni di cCo
Ssperimentazione sono: e | o n-gfastaio sintasi f(ATES), agstone BU  (

(HIST), gliceraldeide3-fosfato dedlrogenasi (GAPDH), unita ribosomiali (18S, S7, e S20), ubiquitina
(UBI-g¢gtibna -¢ AMdina, U

Il geni selezionat. come Otargetdéd in seguito al
P4504 (CYP4), aldeide deidrogenasi 2, 3, 6, 7, 8, 9 (ALD)_2glutationeS-transferasi (GST),
glutatione sintasi (GS#$), catalasi (CAT), superossiddismutasi (SOD), proteina suscettibile

all apoptosi cellul are (CAS), proteina regol at
i ni bitrice dell apoptosi (I AP), heat shock pro
e la chapernina molecolare membro del complesscomplex protein 1 (TCR).

Nel complesso, questi geni sono coinvolti nella risposta generica allo stress, nella modificazione
ossidativa e biotrasformazione di agenti chimici, nel ciclo cellulare e infine, nelteaZ@mne di
complessi idrosolubili con le sostanze tossiche, facilitandone la loro escrezione cellulare. Di particolare

interesse |l a catalasi, coinvolta nell dossida
1994) che ne neamentre & hoto che Gaessperossidoi dsmutasi riduce il mercurio

di val ente nel fegat o, i n modo da saognigne (Kherar n e

1979).
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Obiettivo 4

Attivita svolte dal Dipartimento di Biochimica Biofisica e Patologia Generale  (SUN-
DBBPG) ddla SecondaUniversitadegli studidi Napoli.

INTRODUZIONE

Molte reazioni biologiche sono determinate a seguito di tratamenti con estratti di frutti e piante,
cresciute aridosso di bacini idrici contaminati. Alcune piante e frutti, o parte di essi, possono essee
impiegai per usi terapeutici, spesso sfruttando i principi attivi in contenuti. Per questo
motivo, dai prodatti naturai possono derivare droghe differenti, caratterizzate da principi attivi
qualitativi e quantitativi in grado di sviluppere diverseproprieta teapeutiche. Alcune sostanze estratte
daundeterminato frutto o dauna dterminata pianta, ppsono presentare piu di un principio attivo con
attivita farmaaologica in grado di fungere da ecdpienti naturali modulando la farmacocinetica del
prodotto stesso. Le caratteristiche delle piante o dei frutti utilizzati a scopo terapeutico, nonché la
variabilita nel contenuto dei principi attivi, sono aterate anche in base ai fattori emlogici, quali il
clima, la costituzionedel terreno e fatori biotici. Negli ultimi anni le sostanze returali r appresentano
dei mediatori emlogici e un poenziale srbatoio di sostanze teapeutiche innovative per la slute
umana. Queste nolecole samo caratterizzate da unédlevata varieta strutturale e possono essere
considerate come punti di partenza per sviluppare librerie di composti selezionate e vdidate
biologicamente.

OBIETTIVO

LO aeiivo del sogetto attuatore Sewonda Unwersita degli studi di Napoli (Dipartimento di
Biochimica Biofisica e Patologia Generale), e consistto nellGestrapolazione e rella caratterizzazione
del principi attivi contenuti nei prodotti naturai analizzati e nello screeningdi interazione rel confronti
di numerosi targets biologici. Tae obiettivo € finalizzato a studi terapeutici e preventivi legati a gravi
patologie quali il cancro, mediante applicazioni mirate sumolecole biologiche naturdi. Gli scopi
dellGobiettivo ono stati realizzati attraverso la collaborazionecombinataconaltri componrenti attuatori
del progetto, ossia la Stazione Zoologica Anton Dohrn di Napoli (SZN) e IBB.
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L6 u nDBBPG e statamaggiormente coinvalta rellé oeltivo 4. Inoltre, relativamente allé oettivo,
sonostatieffettuati degli studi riguardanti le attivita kenefichedi piante e frutti o di spugne marine e
micro-alghe.

METODO

Il metodoe consistto nellGestrazione selettiva di componentibioativi contenutial® iemd di piante
e frutti, maanche dimicroaghe. Le diversefrazioni contenutenel prodoti naturali analizzati, sono
state esaminate e sotoposte a metodi di estrazione acdonica metnolica e purficazione di
compmenti bioativi. Inoltre sono stati valutati e caatterizzati, attraverso sggi qualitativi e
guantitativi, biochimici ed enzimatici, gli effetti antiproliferativi, antimicrobici e antiossdanti sulinee
cdlulari tumorali umare. In particolare le attivita antiossdanti sono statevalutate attraverso due
metodi: U Udiphenyl-b-picrylhydrazyl (DPPH) e Fluorescence Rewvery After Photodeading
(FRAP). Contestualmentsono stateeffettuate analisi di ciclo cdlulare, di detezione apoptdica e
differenziamento attraverso | Olizzo idi un citofluorimetro a flusso. Inoltre sono state effettuate
estrazioni di proteinetotali (0 delle frazioni) ed estrazioni del DNA edell6 R Nd&llelinee anaizzate
a fine di individuare speifici targets biologici con impatto di natura epigeretica attraverso
temiche di red-time PCR e PCR semiquantitativa. La morfologia delle cdlule trattate, e staa
valutata attraverso metodicolorimetrici comeil May-Gr unwald Giemsa, che, per esempio, permette
di differenziare i globuli biarnchi in linee tumorali ematolagiche. Altre indagini hanno riguardato il
livello di proliferazione dle cdlule tumorali a seguito del trattamento con composti naturali
selezionai. Le attivita anticancro dei composti analizzati, sono state anche \elutate attraverso
espeaimenti in vivo ( modelli xenograt) ed ex vivo (blasti primari).

RISULTATI OTTENUTI

Per piante e frutti abbiamo studiato Feijoa Sc¢
coltivato anche nell odltalia Meridionale (1). F
contenuto di vitamina C, beta carotene, vitamina B6, sali minerali e flavonoidi, che hanno un ruolo

i mportantissi mo nel miicajatorioolia aoipa di tFejoa,dpeesehtd atpita a r a
anticancerogene grazie alla quercetina e al ca
di Feijoa presenta attivita antineoplastiche sia in tumori solidi che ematologici. Gli effgttesto

frutto sono mirati prevalentemente verso le cellule tumorali e non ci sono effetti tossici in cellule
normali, suggeresédloeunibaati Xiséguwumoreéi una pu
di Feijoa, il flavone & stato identifittacome componente attivo. Infatti il flavone € in grado di indurre
apoptosi, accompagnata dall éattivazione dell e
mieloide acuta. Tali studi sono stati effettuati su campioni di pazienti affetti da leun@iuae acuta
confermando che | destratto acetonico derivant.
indurre la mom delle cellule cancerose.fiigura9 mostrat o | 6effetto ant
acetonico di Feijoa in diverdimee tumorali umane, quali il cancro alla mammella (MCF7, MB

231, SKBR3) e alla cervice uterina (Hela). Tale effetto € stato valutato mediante un saggio quantitativo
che utilizza un colorante caelare chiamato cristal violetLa linea ematologica dieucemia
promielocitica (NB4), invece e stata analizzata con attraverso un metodo di colorazione vitale che
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utilizza il tripan blu.

Figura 9. In A asinistra ein B sono mostratele curve di proliferazione attraverso un saggio che utilizzail crystal volet
su diverselineecellulari. In A adestm, invece, & mostratala curvadi proliferazionerelativaallalineaNB4.

Inoltre sonostati valutati anchei livelli di espressione difondamentli effettori molelari, tra cui
pl6, p21 e TRAIL, che sono coinvadti nella regolazione dellGpopisi tumore-selettiva. | nostri
studihanno coinvolto anchel 6lizzo di piantemedcinali come Genista sesslifolia DC (2). Genista
e ungenere di piantaappartenentealla famiglia delle leguminose econsistedi 87 speie distribuitein



