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I BIOMARKERS

Definizione

........ quella variazione biochimica, cellulare, fisiologica o
comportamentale che puo essere misurata in un tessuto, in un
fluido, biologico o a livello dellintero organismo (individuo o
popolazione) la quale fornisce l'evidenza di un’esposizione e/o
un effetto ad uno o piu composti inquinanti (e/o radiazioni)”

(Depledge, 1994)




I BIOMARKERS ...... Classificazione (1)

Interazione tra organismo e contaminante (Fossi, 2000)

Biomarker di esposizione

«uann tutte quelle risposte di un organismo che indicano l’esposizione ad un
composto chimico o ad una classe di composti chimici ma che non
forniscono nessuna indicazione sui reali effetti tossicologici sull’organismo»

Metallotioneine (metalli pesanti)
Inibizione dell’acetilcolinesterasi (insetticidi organofosforici e carbammati)
Addotti del DNA (idrocarburi policiclici aromatici)

Biomarker di effetto

« .... tutte quelle risposte che indicano sia I’'esposizione
ad un composto tossico che il suo effetto tossicologico»

Inibizione dell’acetilcolinesterasi
(insetticidi organofosforici e carbammati)



I BIOMARKERS ...... Classificazione (2)

Specificita della risposta (Fossi, 2000)

Biomarker specifici

« .... quelle risposte molecolari € biochimiche che si manifestano in un
organismo a seguito dell’esposizione ad una specifica classe di contaminanti»

Metallotioneine (metalli pesanti)
Inibizione dell’acetilcolinesterasi (insetticidi organofosforici e carbammati)
Sistema delle monoossigenasi a funzione mista
(composti xenobiotici liposolubili)

Biomarker generali

.. quelle risposte dell’'organismo a livello molecolare, cellulare e fisiologico,
che non possono essere direttamente ricondotte ad una sola classe di
contaminanti, ma che indicano lo stato generale di stress dell’organismo»

Danni al DNA, disordini immunitari,
stabilita delle membrane lisosomiali
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STABILITA’ MEMBRANE LISOSOMIALI (1)

POS SIP 017 INT

Lisosomi === ruolo importante nei processi di detossificazione

I contaminanti chimici inducono alterazioni nelle membrane
lisosomiali causando la loro destabilizzazione.

La stabilita delle membrane lisosomiali € un indice
dello stato funzionale delle cellule di un organismo.

Viene valutata mediante > >
colorazione delle cellule & ""_ho';
/ 0 ,’ S
con il colorante © a
rosso neutro.

Cellula stabile Cellula instabile




STABILITA’ MEMBRANE LISOSOMIALI (2)

POS SIP 017 INT

Ringwood et al., 2003. Cellular Biomarkers (Lysosomal Destabilization, Glutathione &
Lipid Peroxidation) in Three Common Estuarine Species: A Methods Handbook.

Il campione deve

* Pervenire in laboratorio a T
refrigerata

* Essere conservato a 4°C = 2°C
* Processato entro 24h dal
prelievo




STABILITA’ MEMBRANE LISOSOMIALI (3)

POS SIP 017 INT

Per ogni soggetto operare come segue:

1. Prelevare, sminuzzare e lavare l’epatopancreas due volte utilizzando una
soluzione salina pH= 7,4. Centrifugare a 200g per 5 minuti a 4°C.




STABILITA’ MEMBRANE LISOSOMIALI (4)

POS SIP 017 INT

2. Recuperare il pellet e digerire il campione con tripsina (1 mg/ml) a T ambiente
per 10 minuti.

3. Filtrare il campione per eliminare il tessuto non digerito. Centrifugare a 200g
per 5 minuti a 4°C.

4. Lavare il pellet due volte con una
soluzione salina pH= 7,4 per eliminare la
tripsina in eccesso. Centrifugare a 200g per
S minuti a 4°C.
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ATTIVITA’ DELL’ACETILCOLINESTERASI (6)

POS SIP 014 INT

3. Calcolare l’attivita dell’Acetilcolinesterasi (nmol ASCh iodide /min/mg proteine)

AA/min x Vol x 1000
Attivita del’AChE - x 1000

€., X I x Vol x [proteine]

AA/min = variazione di assorbanza al minuto
Vol, = volume totale del saggio

g, = coefficiente di estinzione molare del TNB (1,36 x 104/M/cm)

{ = cammino ottico della radiazione nella soluzione (1 cm)
Vol = volume del campione utilizzato nel saggio

[proteine] = concentrazione delle proteine nel campione (mg/ml)

. 5

Nel rapporto di prova il risultato viene espresso come:

«Attivita dell’acetilcolinesterasi” (nmol/min/mg proteine),
riportando la media dei valori ottenuti dai 6-10 pool di branchie (o
di emolinfa) analizzati.
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GRAZIE PER L' ATTENZIONE !




