METODI ECOTOSSICOLOGICI
PER L’ANALISI DELLE DIOSSINE

LA MISURA DI INQUINANTI COME LE DIOSSINE PUO ESSERE EFFETTUATA TRAMITE EFFECT
BASED METHODS. TRA QUESTI, DR-CALUX E IL PIU UTILIZZATO PERCHE E UN EFFICACE METODO
DI SCREENING CHE RIESCE AD ANTICIPARE CON UNA BUONA ATTENDIBILITA | RISULTATI
OTTENUTI DALLANALISI CHIMICA, CHE HA TEMPI DI RISPOSTA SUPERIORI.

Y utilizzo degli Ebm (Effect

based methods) per la misura di

inquinanti chimici non € una
novita e la loro utilita & dimostrata dalla
loro inclusione in molte norme e nella
presenza di linee guida tecniche.
La normativa europea sugli alimenti [1]
ad esempio prevede l'utilizzo degli Ebm
(definiti metodi di screening) per valutare
il livello di contaminazione degli alimenti
da diossine. Scopo del loro utilizzo ¢
quello di focalizzare gli sforzi di una
analisi chimica, mediante un metodo di
conferma, soltanto sui campioni sospetti,
per i quali i livelli di diossine risultano
superiori ai livelli massimi tabellari [2].
Ancora la Comunita europea, nella
necessita di valutare la tossicita delle
miscele delle sostanze chimiche inquinanti
presenti nelle acque nelle attivita di
monitoraggio definite dalle direttiva
quadro sulle Acque [3], ha elaborato un
documento tecnico per fotografare lo
stato dell'arte degli Ebm per tale matrice,
per chiarire come questi metodi possano
rendere piu efficiente il monitoraggio,
anche in termini di costi [2].
11 Dr-Calux (Dioxin responsive-chemically
activated luciferase gene expression) &€ 'Ebm
maggiormente utilizzato per la misura di
diossine (Pedd), composti diossina simili
(furani, Pcdf) e Pcb diossina-simili (d1-
Pcb) in matrici ambientali, come quelle
analizzate a seguito di incendi quali il
suolo, inquinanti presenti nel particolato
atmosferico attraverso il campionamento
per deposizione, oppure su filtri o
cartucce tradizionali di schiuma di
poliuretano Puf o resine come amberlite
stirene divinilbenzene-XAD2.
E importante sottolineare che il
Dr-Calux misura la potenza (relativa alla
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina) di
una miscela di indurre lespressione di un
gene, ma non da una misura diretta di
tossicita.

I1 Dr-Calux si basa sull'utilizzo di una
linea cellulare geneticamente modificata
dellepatoma di ratto. Tale linea cellulare
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incorpora il gene della luciferasi
accoppiato ai Dioxin responsive elements
(Dre), cioe “geni reporter” alla presenza di
Pcdd, Pedf e dl-Pcb. In seguito al legame
tra diossine e/o composti diossina-simili
e il recettore citosolico per gli idrocarburi
arilici (AhR), il complesso ligando-
recettore lega i Dre. Le cellule che

sono esposte alle diossine e ai composti
diossina simili non soltanto esprimono

le proteine che sono normalmente
associate ai Dre, ma anche la luciferasi.
Aggiungendo I'appropriato substrato

alla luciferasi, viene emessa luce. La
quantita di luce prodotta & proporzionale
al numero di legami ligando-recettore
specifico; il numero di legami che si &
formato ¢ esplicitato rispetto alla quantita
di un composto di riferimento, cio¢ la
2378-Tcdd (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
p-diossina), con la quale viene costruita
una curva dose-risposta. Il saggio
Dr-Calux esprime i risultati in termini di
2378-Tcdd tossicita equivalente (Teq) per
le matrici ambientali, mediante i fattori di
tossicita equivalenti (Tef) e in termini di
equivalente bioanalitico (Beq) per matrici
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alimentari, o, per i mangimi, mediante i
valori di potenza relativa (Rep).

Le procedure utilizzate per il saggio

nei laboratori sono diverse, tranne per

i metodi descritti dai maggiori gruppi

di ricerca nel campo o per i rivenditori
commerciali delle cellule (vedi Xenobiotic
detection systems Inc. e Bio detection
systems b.v.). Non esiste un metodo unico
condiviso che permetta una comparabilita
dei dati, viste le differenze nelle
metodologie analitiche di pretrattamento
del campione e nel saggio.

La United States Environmental protection
agency (Epa) ha pubblicato una procedura
dettagliata di screening bio-analitica

per la misura di diossine e composti
diossina-simili in suoli e sedimenti, cioé il
metodo Epa4435 [4]. Tale metodo & stato
ottimizzato e validato utilizzando le linee
cellulari della Xds Inc.

Affinche le cellule possano essere esposte
al campione per procedere poi alla

lettura con il chemioluminometro, il
campione deve subire un pretrattamento
in cui si portano le sostanze da misurare
in soluzione organica (estrazione) e
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si allontanano possibili interferenti
(purificazione) come nei metodi
prettamente chimici. Il purificato viene
portato infine in dimetilsolfossido
(Dmso), solvente compatibile con le
cellule del saggio.

E come sempre fondamentale verificare
che il saggio nelle sue diverse fasi risulti
sotto controllo. In letteratura sono
presenti diversi esempi di tali attivita di

verifica [5, 6, 7].

Negli ultimi anni, il saggio Dr-Calux

¢ stato oggetto di studio per valutare il
suo possibile uso come alternativa alla
misura delle diossine in Hrge-Hrms (gas
cromatografia e spettrometria di massa ad
alta risoluzione). La bibliografia ¢ ampia e
riguarda diverse matrici come ad esempio
suolo, sedimenti, deposizioni atmosferiche,
aria ambiente ecc. [6, 8,9, 10,11, 12,13,
14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24].
Nei diversi lavori si confrontano i
risultati ottenuti sugli stessi campioni
con il saggio Dr-Calux e con la misura
in Hrge-Hrms. Quanto emerge dalla
letteratura approfondita ¢ in generale
riassunto in un importante articolo di
Windal [25], che riporta le seguenti
problematiche nell'uso di questo saggio:
- assenza di una procedura condivisa che
permetta la comparabilita dei dati

- il Dr-Calux non € un saggio composto-
specifico, ma risponde a tutti i composti
presenti nell’estratto o nel purificato

in grado di legare il recettore AhR. In
particolare i ligandi AhR sono:

a) ligandi agonisti/classici: si legano

al recettore e attivano l'espressione del
gene, per esempio composti di struttura
simile a quella delle diossine, composti
planari, idrofobici e aromatici per i quali
vale 'approccio del fattore equivalente
di tossicita (Tef) e si considera la
tossicitd come somma, i composti quali
Pbdd/f (polibromodibenzodiossine

e polibromodibenzofurani), Pbb
(polibromodifenili) e alcuni
policloronaftaleni (Pen)

b) questi ultimi [5], ma anche gli Ipa
(idrocarburi policiclici aromatici) per i
quali non vale I'approccio del fattore di
tossicita equivalente.

¢) ligandi antagonisti/non classici:

si legano al recettore e sopprimono
lespressione del gene (metalli arseniti e
Cdz2+, Aroclor 1254, esaclorobenzene)

- il saggio Dr-Calux ¢ influenzato dai
seguenti parametri:

a) scelta delle condizioni di estrazione
dei campioni: si deve tener conto di quali
composti ligandi sono estratti e degli
effetti conseguenti nel saggio, della loro
biodisponibilita e non soltanto della
quantita estratta

b) scelta della procedura di purificazione:
una purificazione pili spinta aumenta la
selettivita del saggio

¢) nell’estratto purificato si osserva
I'inibizione della risposta del Dr-Calux
per la presenza di singoli Pcb quali, ad
esempio, 52, 108, 153 e l'esaclorobenzene;
d) interazioni sinergiche che si osservano
a bassi livelli di ligandi AhR i quali
agiscono mediante altri meccanismi

di trasduzione del segnale come i
corticosteroidi (altri esempi sono le
prostaglandine, attivatori della proteina
chinasi) che da soli danno una risposta
debole al Dr-Calux, ma in presenza

di Tedd (tetraclorodibenzodiossina)
aumentano drammaticamente la risposta
nelle cellule di epatoma di ratto

e) impurezze dei solventi e degli
adsorbenti utilizzati nella procedura:
questi possono risultare tossici per le
cellule, quindi sopprimere la risposta
nell'espressione del gene AhR (viene
emessa minore quantita di luce)

f) tipologia di linea cellulare utilizzate,
la concentrazione e la funzionalita del
recettore AhR ¢ specifica a seconda

del tessuto e della specie, inoltre gli
effetti sinergici e antagonistici di alcuni
composti sono linea cellulare-dipendenti
g) la durata di esposizione delle cellule

ai campioni, ad esempio gli Ipa danno
una risposta al saggio dopo tempi di
esposizione brevi, dopo tempi superiori
alle 24 h sono metabolizzati

h) dose analizzata

i) correzione per il recupero

- nonostante i valori di Teq ottenuti via
Dr-Calux e via analisi in Hrge-Hrms

risultino confrontabili, il biosaggio
Dr-Calux non puo sostituire 'analisi in
alta risoluzione (la tecnica go/d standard),
questo perché:

a) il Dr-Calux misura l'attivita biologica
di tutti i ligandi del recettore AhR
presenti nellestratto mentre I'analisi
chimica ¢& focalizzata su un numero
determinato di composti

b) i valori di potenza relativa utilizzati
nel calcolo del Teq per il Dr-Calux sono
specie e tessuto specifici e la maggior
parte di essi risultano molto differenti
dai valori Who-Tef usati nelle analisi
chimiche

¢) nelle analisi chimiche i composti
inferiori al limite di rivelazione (Lod)
non contribuisco al valore di tossicita
equivalente del campione, al contrario
nel Dr-Calux la risposta del saggio tiene
conto anche di questi composti inferiori
al Lod

d) il Dr-Calux tiene conto della presenza
di composti (vedi gli Ipa) che si legano al
recettore anche se non hanno un effetto
tossico (interazioni additive).

Diversi articoli presenti in letteratura
valutano la correlazione tra i gruppi di
Pcdd/f e dI-Pcb mediante test statistici,
soprattutto valutano il coefficiente

di correlazione tra i due dataset. Un
altro tipo di confronto [26] vede la
determinazione della differenza tra le due
misure che, in generale, risulta buona o
molto buona anche se, in quest’ultimo
caso, i risultati non sono sovrapponibili.
Croes procede alla validazione del

saggio Dr-Calux per la misura di dI-Pcb




e Pcdd/f in campioni di deposizione
atmosferica [8], il metodo & ottimizzato
con “clean up” pi esteso e un minor
utilizzo di volumi di solvente organico
via estrazione con Ase (Accelerated
solvent extraction) rispetto a quelli
effettuati usualmente in letteratura. Una
purificazione pil estesa permette una
migliore correlazione tra i due metodi
biologico e chimico (Dr-Calux e Hrge-
Hrms).

Pcdd/f danno valori sovrastimati rispetto
a quelli ottenuti con I'analisi chimica.
Infatti, alla risposta del saggio possono
concorrere altri composti, ligandi agonisti;
la presenza di interferenti nell’analisi
chimica fa sottostimare la concentrazione
di una diossina o furano come anche
approccio lower-bound (in cui i limiti di
quantificazione sono posti uguali a zero),
per i dI-Pcb ¢ esattamente il contrario. Per
le diossine quindi una purificazione spinta

In conclusione, il Dr-Calux risulta
complementare all’analisi chimica

per il basso costo, i minori tempi di
analisi, e risulta quindi una procedura
delezione come metodo di screening

e di prioritizzazione dei campioni

che, successivamente, devono perod
essere sottoposti ad analisi chimica per
confermare il superamento dei limiti di

legge.

In generale le misure effettuate con
il Dr-Calux per la determinazione di

puo permette una migliore correlazione tra
i due dataset di misure (misure Dr-Calux
e misure Hrge-Hrms).
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