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RIASSUNTO

La Palitossina (PLTX), una delle biotossine marpie tossiche finora note, & saltata agli onori
della cronaca in seguito al suo frequente rilevamen campioni di una microalga tropicale,
Ostreopsis ovata, ormai diffusa anche in Mar Mediterraneo, dovacsatati segnalati piu volte
problemi respiratori in concomitanza alla sua pmeae La tossina € stata rilevata anche in
molluschi ed altri prodotti ittici, che possono fiame da vettori per I'ultimo anello della catena
alimentare, 'uomo. Poiché in paesi tropicali s@tati segnalati casi di intossicazione gravi, anche
letali, in seguito all'ingestione di pesci e cragiacontaminati con PLTXs, si rende necessario
monitorare la presenza di questi composti nei gtodtci e/o nelle microalghe produttrici, anche
in assenza di una legislazione in merito.

All'inizio di questo lavoro erano disponibili soleochi dati relativi alla tossicita acuta di questo

composto, spesso purificato con protocolli non g@dnati. Poiché anche i dati clinici disponibili



non permettevano un’esatta definizione dellAcutefdRence Dose (ARfD), necessaria per
determinare i livelli massimi di tossina ammissiliéi prodotti ittici, si € deciso inizialmente di

studiare la tossicita acuta della PLTX (e di unlega 42-OH-PLTX) dopo somministrazione orale
nel topo. | sintomi e le analisi cliniche condosigi topi hanno indicato un coinvolgimento del
sistema neuromuscolare. Questo studio, insiemdtiagabblicati nel frattempo, hanno permesso
agli esperti del’EFSA di definire la concentrazgoti 30 pg di tossina per Kg di polpa di molluschi
guale livello al di sopra del quale si possano festare effetti tossici nell’'uomo.

Si € proceduto poi alla messa a punto di due saggla determinazione di questi composti: un
saggio strutturale di tipo ELISA ed uno funzionalsaggio emolitico.

Il saggio ELISA (sandwich indiretto) € stato messpunto utilizzando I'anticorpo monoclonale
73D3, e un anticorpo policlonale di coniglio pradopresso I'Universita di Trieste. Il saggio rileva
la PLTX in un range di concentrazioni che vannadl¢b a 40 ng/ml ed € in grado di quantificare
con la stessa sensibilita anche la 42-OH-PLTX atsok caratterizzata dal punto di vista chimico
durante questo periodo di dottorato dal gruppo pitef. E. Fattorusso (Universita di Napoli
Federico 1), in un campione di palitossina gengiiite fornitoci dal dr. M. Poli (Maryland, USA). Il
saggio ELISA € in grado di rilevare anche I'Ostieaed, un altro analogo della PLTX, ma a
concentrazioni maggiori rispetto a quelle della RL(B40 ng/ml). Il mancato rilevamento di acido
okadaico, acido domoico, brevetossina-3, saxitassiryessotossina (tossine che possono essere
presenti insieme alla PLTX nei prodotti ittici caminati) indica la specificita del saggio.

Siamo poi passati alla messa a punto del saggiditermpampiamente usato in letteratura per il
rilevamento di PLTX e di composti palitossino-simpuesto saggio sfrutta la capacita della tossina
di indurre emolisi tardiva probabilmente tramitaltérazione della N&*-ATPAasi (NAKA). In
letteratura, pero, non e disponibile un protocstindardizzato e la variabilita dei risultati rifar
e notevole. Si e pertanto proceduto a realizzasagdlgio emolitico, esplorando le variabili che ne

influenzano la performance, ottenendo ungaoECl3,2 pM per la PLTX. Gli anticorpi monoclonale



e policlonale anti-PLTX hanno inibito con equa pai@ I'emolisi indotta da PLTX e possono
quindi essere usati per verificare la specificgédl’edmolisi in campioni incogniti.

Dopo aver verificato che anche la 42-OH-PLTX combBgse lo stesso recettore della PLTX
mediante un saggio di binding indiretto alla NAKBGs, di 28.2 nM e 29.4 nM rispettivamente per
42-OH-PLTX e PLTX), e stato eseguito il saggio etiem anche sulla 42-OH-PLTX, ottenendo
dei risultati analoghi (Eég= 7.6 pM) a quelli della PLTX.

Nell'ottica di un utilizzo di questo saggio in szioni di monitoraggio si € valutata la possibilita
di ridurre i suoi tempi di esecuzione e in tal sensambiando la concentrazione salina della
soluzione tampone al 62 % di quella normale, susciti a ridurre il tempo di incubazione di 4
volte (1 h anziché 4 h). La curva concentraziospasta ottenuta dopo incubazione di 1 h con la
PLTX in tampone al 62 % é risultata perfettamemterapponibile a quella ottenuta dopo 4 h di
incubazione della tossina in tampone 100%. Al @idr nessuna delle concentrazioni di PLTX
testate ha dato emolisi dopo incubazione di 1 ladeksina in tampone 100%. Questo aspetto e
particolarmente interessante perché permetterebbistthguere I'emolisi dovuta a palitossina da
una emolisi aspecifica, semplicemente conducendagtio in 1 ora in parallelo nei due tamponi
62 % e 100 %, evitando l'uso di anticorpi anti-PLTX particolare, nel caso di un campione ignoto
che dia emolisi in PBS al 62 % e non in PBS al #0)0al risultato fornirebbe un primo indizio della
presenza di palitossina, da confermare con metodfattimento (LC-MS). Se invece I'emolisi
avviene ad entrambe le concentrazioni di PBS, dopabazione per 1 ora, essa potrebbe dipendere
da un’azione aspecifica non imputabile alla sol#gssina.

La presenza di una proliferazione massiccia (600@Ddi cellule/litro) diOstreospis cf. ovata nel
Golfo di Trieste, ci ha permesso di utilizzare ghticorpi monoclonale e policlonale per la
localizzazione immunocitochimica delle tossine @ealdingole cellule di microalghe. Per la prima
volta é stata cosi visualizzata la presenza dellitopsine in cellule dOstreopsis cf. ovata, che
risultano distribuite in tutto il citoplasma. La $tivita per le tossine e stata verificata in tute

cellule di Ostreopsis analizzate, mentre nessuna celluleCdblia monotis osservate € risultata



positiva, a conferma della specificita verso la RLdel segnale degli anticorpi. L’analisi HR LC-
MS ha evidenziato la presenza di ovatossine-a¢;bd/-e, con una forte prevalenza di ovatossina-
a (circa 80%, 45-64 pg/cellula), mentre per la privolta in un campione naturale non é stata
rilevata la presenza di PLTX. Questi risultati @nho permesso di concludere che entrambi gli
anticorpi utilizzati sono in grado di riconoscenmeclhe le ovatossine, analoghi della palitossina
preponderanti nel Mar Mediterraneo. Inoltre, lantea immunocitochimica eseguita direttamente
sulle microalghe potrebbe permettere un’allertacqee della presenza di palitossine, ad esempio
prima del loro ingresso/accumulo nella catena aliare, evitando eventuali problemi per la salute
pubblica.

Un altro approccio per il rilevamento della tossénstato fatto utilizzando la spettroscopia Raman.
La palitossina (il cui spettro Raman é stato qgisteato per la prima volta) e stata ricercata in
singole cellule dOstreospis, depigmentate con acetone-esano 1:1. Non sonaistaintrati segnali
univocamente attribuibili alle palitossine negletip Raman diOstreopsis, probabilmente a causa
della loro uniforme diffusione citoplasmatica, comisualizzato in immunocitochimica. Nelle
cellule non depigmentate con acetone:esano 1:hta sbnfermata le presenza del carotenoide
peridinina. L’analisi Raman di cellule in coltura@streopsis cf. ovata nelle diverse fasi di crescita
ha evidenziato forti segnali associabili ad acidisgi polinsaturi, gia riscontrati i@streopsis cf.
ovata con altre tecniche.

L'analisi HR LC-MS delle cellule in coltura nellaxe fasi di crescita ha mostrato, analogamente
alle relative popolazioni naturali, un elevato @mitto di ovatossina-a (circa 55%, 7.5-19.7
pg/cellula) e minori quantita di altre ovatossim®n la palitossina presente in tracce (< 0,1
pg/cellula). Si € osservato che il contenuto dsitos aumenta con I'eta della coltura, con le cellul
in fase senescente (giorno 25 dall’avvio dellawalt contenenti circa il doppio di tossina delle
cellule in fase stazionaria (giorno 18). Quindialmgamente a quanto si verifica per altri metabolit
secondari negli organismi vegetali, 'accumulo deste tossine raggiunge il massimo generalmente

verso la fine del ciclo vitale.
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Introduzione

1 INTRODUZIONE

1.1 Scoperta e diffusione delle palitossine

La palitossina (PLTX) e una tra le piu potenti toesmarine non proteiche conosciute, essendo
seconda per tossicita intraperitonealesivo solo alla maitotossina (Yasumoto, 2001). La PLTX &
stata isolata per la prima volta da Moore e Scheeeprimi anni '70 (Moore e Scheuer, 1971).
L'attivita dei due ricercatori era guidata dallagdenda Hawaiana dell’alga tossica Hana
(dall’originale “limu make o Harig, un tempo utilizzata dagli indigeni per avvelemée loro lance.
Nel corso delle analisi condotte nel 1971 fu ismlain prodotto tossico associato non alle
macroalghe presenti nel sito, ma a celenteratigeeerePalythog da cui il nome della tossina
(Figura 1A). La prima specie @alythoain cui e stata identificata la palitossina e sktdoxica
ma in seguito la tossina € stata trovata anchea spkcie giappones$t tuberculosgKimura et al.,
1972) ed in altri coralli del genefealythoa,sia del Pacifico che dei Caraibi (Kaul et al., 497
Quinn et al., 1974).

Nei primi anni novanta é stata identificata una@azione strutturale tra le tossine prodotte dalle
microalghe bentoniche del genddstreopsis(Figura 1B) e quelle tipicamente prodotte dai tiora
del generePalythoa il primo analogo della palitossina individuato dnesti dinoflagellati e stato
I'ostreocina-D (Ost-D) tossina prodotta dalla madga O. siamensigUsami et al., 1995). Delle
tossine prodotte da microalghe del gen®sreopsis,Ost-D € l'unica la cui struttura sia stata
completamente delucidata (Ukena et al., 2001) esizhstata isolata in quantita tali da permetterne
una caratterizzazione chimico-biologica. Alla fahaiglegli analoghi della PLTX si sono aggiunte
negli anni le mascarenotossine-a e -b prodott®©danascarenensif_enoire et al., 2004) e le

ovatossine-a, -b, -c, -d, -e prodotte @a ovata(Ciminiello et al., 2010a; Rossi et al., 2010).
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L'elenco degli analoghi della palitossina preseinti Ostreopsisha continuato ad allungarsi
proporzionalmente all’'uso di tecniche analitichepee piu approfondite (Ciminiello et al., 2010a;
Rossi et al., 2010), ed € probabile attendersi ranooiove scoperte, data la complessita della
molecola e I'assenza di dati su intermedi di bitesin

La presenza di composti palitossino-simili in speffiogeneticamente cosi distanti come coralli
del generePalythoa e microalghe del generm®streopsis i numerosi analoghi identificati e le
differenze nelle concentrazioni di tossine riscat@mei vari organismi, portano ad ipotizzare the i
reale organismo produttore della palitossina pessare una specie batterica simbionte che viva a
stretto contatto con questi organismi superioguali si limiterebbero ad accumulare la tossina
batterica o eventualmente a metabolizzarla. Larittira offre in tal senso pochi ma interessanti
riferimenti di una possibile origine batterica deflalitossina (Frolova et al., 2000; Seemann ¢t al.
2009) e I'argomento, unitamente alla via biosicgetilella palitossina, rimane un campo attivo di

esplorazione.

Figura 1. Organismi fonti di palitossine. ADstreopsis ovatangrandimento 250x%; Byalythoa toxica

1.2 Struttura e proprieta chimiche
Sin dalle prime procedure di isolamento del 197é&nmgerso che la palitossina non possedeva
subunita ripetute, né parti aminoacidiche o glutidie che la sua struttura, con un peso molecolare

di quasi 3000 Dalton, era particolarmente complekaastruttura della PLTX (Figura 2; formula
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minima G2dH22dN30s4, peso molecolare 2680,14 Dalton) e convenzionaienenddivisa in una
catena alifatica poliidrossilata di 115 atomi dit@mnio (la piu lunga tra i composti naturali, detta
palitossina acido carbossilico) e una coda di 3danrN-(3-idrossipropil)-acrilamide, unita al C1

della catena alifatica da un legame ammidico (Rg)r

S
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Figura 2. Struttura chimica della palitossina isolataRdduberculosariportata da Cha et al. (1982), modificata da
Hilgemann (1993).

La caratterizzazione della sua complessa struttustata una sfida scientifica per anni e si
ottenuta nel 1981 da parte di due gruppi indipetidanalizzando estratti d?alythoa hawaiani,
tahitiani e giapponesi (Moore e Bartolini, 1981;niga et al., 1981). In una serie di studi
successivi e stata definita la stereochimica dei 84 centri chirali (Cha et al., 1982; Moore et al
1982; Uemura et al., 1985).

Il componente quantitativamente maggiore estrast®alythoa tuberculosgossiede 42 gruppi
ossidrilici responsabili della sua idrosolubiliteiqura 2). | pochi anelli eterei lungo la struttwea

libridazione sp di quasi tutti gli atomi di carbonio della moleaatonferiscono alla PLTX una

~3~
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notevole liberta conformazionale (Yasumoto, comaniene personale). | gruppi piu reattivi della
molecola sono i 2 dieni coniugati (C83, C74), ir@api chetalici (C33 chetale e C47 emichetale) ed
il gruppo amminico terminale (C115) che conferipoaprieta basiche alla tossina.

Negli ultimi decenni sono stati individuati numerasaloghi della palitossina. . tuberculosa,
oltre alla palitossina, sono state identificate danopalitossina, la bisomopalitossina, la
neopalitossina e la deossipalitossina, che differie a livello dell’estremita idrossiterminale d de
diene coniugato al C74 (Uemura et al., 1985). leemee identificazione di un nuovo analogo, la
42-idrossi-palitossina (42-OH-PLTX), in estratti i toxicae P. tuberculosa (Ciminiello et al.,
2009) e discussa tra i risultati di questa tesim€accennato in precedenza, gli analoghi della
palitossina comprendono anche tossine individuate microalghe del generéstreopsis
I'ostreocina-D, unica tra queste la cui struttuia stata determinata, € risultata essere una 42-
idrossi-3,26-didemetil-19,44-dideossi-palitossib&égna et al., 2001).

In letteratura, anche se trattasi di dati ottepuécedentemente alla determinazione strutturale
della palitossina, € riportata la perdita dellsstoi$ain vivo del composto, per via intraperitoneale,
in ambiente fortemente acido o alcalino (NaOH >N;HCI > 0.1 N) o in seguito all'ossidazione
indotta da sodio ipoclorito al 5 %, entro 15 min(Wiles et al., 1974). La perdita, per idrolisi| de
cromoforo a 263 nm all’estremita OH-terminale (M@t al., 1975), la modificazione del gruppo
amminico all’estremita opposta (Hirata et al., 19@%hizumi e Shibata, 1980) o I'idrogenazione
catalitica a peridropalitossina (Hirata et al., @93embrano ridurre gli effetti biologici della sisa,
compresa la tossicita vivo.

La tossina, come prevedibile dalla sua strutturdiidpossilata, € scarsamente solubile in
cloroformio, acetone, etere, mentre presenta umadsolubilitd in metanolo, etanolo, piridina,
dimetilsolfossido (DMSO) e acqua. Per la preseratagorzione idrofobica C21-C40 affiancata
dalle zone poliidrossilate, il carattere della fp@sina in soluzione acquosa € essenzialmente

anfipatico. A causa della sua natura amorfa, netat® possibile ancora cristallizzare la PLTX per

ottenere informazioni sulla sua struttura tridimenale dalla cristallografia a raggi X. Tuttavia,

~4 ~
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utilizzando tecniche di “Small Angle X-ray Scattegi (SAXS) si sono avute informazioni sul
comportamento in soluzione acquosa: essa formarerd a forma di ottoo§), mentre il blocco
del gruppo amminico impedisce la dimerizzazionen ¢@ conseguente presenza della forma
monomerica a ferro di cavall@l] (Inuzuka et al., 2007, 2008).

Secondo dati di letteratura sembra che la molesofalmente ad altre tossine di origine naturale,

tenda ad adsorbirsi su superfici plastiche, nglergico di polietilene (Taylor et al., 1991).

1.3 Meccanismo d’azione molecolare ed effetti cellulari

Il principale recettore molecolare della palitossi@é stato identificato nella N&*-ATPasi di
membrana (NAKA), un trasportatore attivo espressauite le cellule animali (Chhatwal et al.,
1983; Ishida et al., 1983; Bottinger et al., 1986heiner-Bobis et al., 1994; Redondo et al., 1996).
Il ruolo fisiologico di questa pompa ionica e qoetli mantenere il corretto gradiente ionico tra
I'ambiente intra- ed extracellulare trasportandmtoo gradiente, tre ioni Nall'esterno e due ioni
K" allinterno della cellula, utilizzando I'energiaath dall'idrolisi dell’ATP. Il mantenimento del
corretto gradiente ionico tra l'interno e I'ester@a@ssenziale per la sopravvivenza della cellula e
I'attivita della NAKA arriva a coprire dal 30 al 98 (neuroni) della produzione cellulare di ATP.
In Figura 3 & riportato il meccanismo con cui lak¥accoppia il legame degli ioni N& K" con
I'idrolisi del’ATP: I'enzima passa attraverso i €stati conformazionali E1 (a maggiore affinita per
il sodio) ed E2 (a maggiore affinita per il potadsed e dotato di due “gates”, uno extracellulare e
uno intracellulare, la cui apertura € mutuamentdusiva. Questo meccanismo di azione e detto
ciclo di Albers-Post (Post et al., 1972).

La palitossina sembra legarsi alla NAKA dal latdragellulare impedendo al trasportatore di
controllare la chiusa selettiva dei “gates” che, abnseguenza, si vengono a trovare
contemporaneamente aperti, favorendo un fluss@aosecondo gradiente (Figura 3, in basso). La
NAKA si verrebbe cosi a convertire in un canaleidonaspecifico, permeabile ai cationi

monovalenti come [j Na, K*, Rb" (Habermann, 1989); la permeabilita del canaleptiodda

~5~
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palitossina, nei confronti di cationi bivalenti ationi organici di maggiore ingombro sterico sembra

invece essere scarsa o nulla (Castle e StriclH#288; Ikeda et al., 1988).

B2 | [N «X—> 2k | ——

in é _—TP ! __TP PO4 SN

out :j

(b) palytoxin—pump interaction

out

.Prx

in “—

Figura 3. Meccanismo di scambio della NAKA secondo il cidiAlbers-Post e (in basso) la sua alterazioneadltep
della PLTX (Gadshy et al., 2009, modificato).

Mentre la formazione del canale cationico a livelllla NAKA si manifesta a concentrazioni di

PLTX molto basse (~1 pM, a seconda del modelloisystale), il blocco dell’attivita ATPasica
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del trasportatore sembra essere un evento margaggbeezzabile solo a concentrazioni molto piu
elevate di tossina (> 100 nM) (Habermann, 1989niddhe Apell, 2006).

A livello cellulare, la conversione della NAKA imwcanale ionico si traduce nell'impossibilita di
mantenere i corretti gradienti ionici nella cellut®n un ingresso di sodio e una perdita di patassi
dalla cellula che determinano alterazioni dell'ostesi ionica (Habermann et al.,, 1989). In
letteratura sono numerosi gli studi che analizzgiheffetti della palitossina su cellule eccitabili
(Rayner et al., 1975; Dubois e Cohen, 1977; Italet1977, 1979; Kudo e Shibata, 1980; Ecault e
Sauviat, 1991). Tra le piu comuni conseguenze alidfata omeostasi ionica indotta dalla
palitossina vi e la depolarizzazione della membalaamatica a cui segue generalmente |‘apertura
dei canali voltaggio dipendenti e un aumento debbacentrazione intracellulare di ioni calcio
([Ca™])). L'aumento di [C4]; pud indurre diversi effetti, tra cui la liberaziodi neurotrasmettitori
da parte delle cellule neuronali o la contrazioekedcellule muscolari (Posangi et al., 1994; Rayne
et al., 1975).

Nelle cellule non eccitabili I'effetto preponderandella formazione del canale ionico a livello
della NAKA sembra essere un rigonfiamento cellulaediato dell'ingresso di sodio e acqua, con
formazione di vacuoli nel citoplasma, seguiti, aga termine, dalla lisi cellulare. Questi effetti
sono stati osservati in diversi tipi cellulari, trai cellule embrionali di ratto 3Y1 (Oku et alQ@2),
cellule muscolari lisce di aorta di ratto A7r5 (8dan et al., 2005), cellule epiteliali renali di
maiale LLC-PK1 (Mullin et al., 1991), cellule endbali di aorta di bovino (Schilling et al., 2006)
linfociti umani (Falciola et al., 1994). Inoltréalmento del [C&]; sembra giocare un ruolo chiave
nella depolimerizzazione del citoscheletro di agtifacilitando il rigonfiamento, il distacco dal
substrato e la lisi cellulare (Ares et al., 20G5nell’attivazione della fosfolipasi APLAy), che
presiede alla liberazione di acido arachidonicofdsiiolipidi di membrana. L'acido arachidonico &
il precursore di mediatori dell'infiammazione, come prostaglandine, la cui produzione
aumenterebbe in risposta alla palitossina (Ohuchl.e1985; Levine et al. 1986). In mastociti di

ratto, invece, € stato osservato il rilascio dansina indotto da concentrazioni di palitossina non
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superiori a 0.05 pg/ml, mentre concentrazioni dstioa superiori a 5 pg/ml ne inibiscono il rilascio
(Chhatwal et al. 1982).

Un campo attivo di ricerca sugli effetti celluladella palitossina & quello che analizza le sue
proprieta come promotore tumorale (Fujiki et a@88). Sembra che il meccanismo alla base della
promozione tumorale sia un’alterazione delle vigrasduzione del segnale intracellulare mediato
dalle kinasi attivate da mitogeni (MAPK). In padiare, la palitossina sarebbe in grado di attivare
le kinasi ERK1/2, JNK, p38 e ERKS in seguito ali@mazione con la NAKA (Charlson et al., 2009;
Wattenberg, 2010), ma, a differenza di altri comymbmotori tumorali come il 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), non indureebiattivazione della protein-kinasi C (PKC)

(Wattenberg, 2007).

Una considerazione particolare meritano gli studidotti per valutare gli effetti della PLTX sugli
eritrociti, sui quali si € concentrato soprattuttgruppo del Prof. E. Habermann negli anni ottanta
(Habermann et al., 1981a, 1981b, 1989; Ahnert-Hiigeal., 1982; Habermann e Chhatwal, 1982).
La semplicita di reperimento di queste cellulepetso ad altri modellin vitro, ha sicuramente
facilitato I'acquisizione di dati sugli effetti dalari della palitossina e sull’interazione con la
NAKA. Inoltre, poiché la lisi di queste cellule iota da palitossina & facilmente osservabile e
misurabile per il rilascio di emoglobina, gli eatiti si sono rivelati un potenziale strumento,idap
e sensibile, per rilevare la palitossina in campmaturali (Bignami, 1993).

Come negli altri modelli di cellule non eccitabil, palitossina induce negli eritrociti una perdita
di potassio cellulare entro pochi minuti di incuiose. Una lisi tardiva (che raggiunge il plateau
dopo 4 ore di incubazione a 37°C, per gli eritiodit topo) si manifesta come conseguenza
dell'impossibilita per la cellula di mantenere ligliprio osmotico (Habermann et al., 1981a). Tale
emolisi ha dunque un meccanismo diverso da quadlatia dalle comuni tossine batteriche e dalle
saponine che generalmente agiscono formando dedipettamente sulla membrana delle cellule o

alterando il doppio strato fosfolipidico e dannsi immediata. L'emolisi dipende, oltre che dalla
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concentrazione di palitossina, da variabili termadiiche (tempo e temperatura di incubazione) e
dalla composizione ionica del tampone in cui sovgpsse le cellule (concentrazioni di'NaK").
Eritrociti di diverse specie animali hanno divessmsibilita all'emolisi da palitossina in funzione
dei rapporti tra le concentrazioni intra- ed extthdari di sodio e potassio. Gli stessi studi hann
anche indicato come la presenza di calcio e ditboehtampone di incubazione sembri aumentare
il potere emolitico della palitossina, probabilmefdvorendone il legame alla NAKA (Habermann,

1983).

Anche se non si pud escludere la presenza di aitemécettori per la tossina (Bottinger e
Habermann, 1984; Frelin e Van Renterghem, 1995¢i8ehBobis et al., 2002), data I'importanza
della NAKA per la sopravvivenza cellulare e la sedi effetti secondari provocati dalla sua
conversione in canale, il meccanismo d’azione d#scrende conto della maggior parte degli
effetti tossici causati dalla PLTX, sia sulle c#dleccitabili che non eccitabili (Habermann, 1989).

Noti bloccanti dell’azione della palitossina songlicosidi cardioattivi, farmaci formati da una
parte glicosidica e da una steroidea, in gradeghie la NAKA dal lato extracellulare competendo
con la tossina per il legame (Ishida et al., 198apermann e Chhatwal, 1982; Bottinger e
Habermann, 1984). Anche se non e completamenteitdeili sito di legame della palitossina alla
NAKA, ad impedire l'interazione tossina-pompa seal@ssere la componente glicosidica del
glicosidi cardioattivi, in quanto la sola suburstaroidea non é sufficiente a ridurre gli effettld
tossina (Ozaki et al., 1984). Il glicoside cardiivat piu utilizzato in letteratura come inibitorelth
PLTX é la ouabaina, la cui struttura é visualizzatarigura 4A in confronto con quella della
palitossina (Figura 4B): e interessante notaredadg differenza strutturale tra questi due compost
naturali. A sottolineare il differente meccanismazibne di ouabaina e palitossina sulla NAKA si
puo considerare che la sensibilita di un modelltulege o di un organismo alla ouabaina non e
necessariamente correlata alla sua sensibilita paldossina (Anner e Moosmayer, 1994): ad

esempio gli eritrociti di topo, specie nota pereesspoco sensibile all’azione dei glicosidi
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cardioattivi (Ozaki et al., 1984), sono comunquassificati tra quelli piu sensibili al’emolisi da

palitossina (Habermann et al., 1981a).

B 0~ 03

#]

Figura 4. Struttura del glicoside cardioattivo ouabaina ¢29onfronto con la struttura della palitossinat(Bjta da
Cha et al., 1982 con modifiche (Hilgemann, 1993).

1.4 Tossicita della palitossina in modelli animali edsuti isolati

| primi studi sulla tossicita da palitossina sotatieffettuati immediatamente dopo la sua scoperta
(Moore e Scheuer, 1971), prima della sua completatterizzazione strutturale (Cha et al., 1982;
Moore et al., 1982; Uemura et al., 1985). Poicliémca le tecniche estrattive per la palitossina
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non erano ancora perfezionate e la potenza deltn®isolate variava molto da estratto ad esfratto
il materiale utilizzato andrebbe considerato comea ufrazione (la formula stimata era
C145H264N4O7g, rispetto a quella reale della palitossingdd,,3N30s4) ed € possibile si trattasse di
una frazione tossica non completamente purificatdatavia, questi studi sono stati citati anche
recentemente da molti autori per il confronto digmaa con le diverse vie di somministrazione in
diverse specie animali (Tabella 1; Wiles et al.74)9 Questi primi studi hanno fatto emergere
I'elevata potenza della palitossina quando somimnatis per via parenterale (B per via
intravenosa nel topo pari a 0.45 pg/kg — lasgd la dose che risulta letale nel 50 % degli ariimal
trattati), mentre la tossicita dopo somministragi@er via orale € risultata molto minore @abper

via intragastrica nel ratto > 40 pg/kg).

Studi successivi impiegando tossine sempre piufipate sono stati effettuati per ampliare la
mole di conoscenze sulla tossicita della palit@ssm modelli animali (Tabella 1), in particolar
modo per via intraperitoneale nel topo, ma un detmclusivo della tossicita acuta dopo
somministrazione orale e a lungo mancato ed e staialei risultati ottenuti nella presente tesi.

In seguito alla somministrazione intraperitoneatdlad tossina nel topo, si sono manifestate
difficolta nei movimenti, con atassia e paralisigliearti posteriori, perdita del riflesso di
raddrizzamento e difficolta respiratorie che hapadato alla cianosi (Rhodes et al., 2002; Riobo et
al., 2008a; Munday, 2010).

A livello istologico, la somministrazione intrapemeale acuta di palitossina (1 pug/kg) nel topo
sembra indurre la formazione di edema e necrosvitlieintestinali, con emorragie; la formazione
di vacuoli e riportata a livello cellulare nell’égiio intestinale, nel fegato, nei reni e nel paass,
con tracce di necrosi cellulare a livello cardig@erao et al., 1992; Ito et al., 1996). Piu
recentemente e stata riportata, dopo somministradittratracheale o sublinguale di palitossina nel

topo, la formazione di edema polmonare e di em@ralgeolari (Ito e Yasumoto, 2009).
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Tabella 1. Tossicita della PLTX attraverso varie vie di somntiaizione in diversi modelli animali (adattato da
Munday, 2010).

somm\igiit?jazione speMri(:ggﬂfale DI_isr(l) (ZngAkg) Riferimento
Intravenosa Topo 0.45 Wiles et al., 1974
Intravenosa Topo 0.53 Deguchi et al., 1976
Intravenosa Ratto 0.089 Wiles et al., 1974
Intravenosa Cavia 0.11 Wiles et al., 1974
Intravenosa Coniglio 0.025 Wiles et al., 1974
Intravenosa Cane 0.033 Wiles et al., 1974
Intravenosa Scimmia 0.078 Wiles et al., 1974
Intravenosa Cane 0.05-0.06 Ito et al., 1982
Intraperitoneale Topo 1.0-1.5 Ito et al., 1996
Intraperitoneale Topo 0.31 (48 h) Riobo et al., 2008a
Intraperitoneale Topo 0.72 (48 h) Rhodes et al., 2002
Intraperitoneale Ratto 0.63 Wiles et al., 1974
Orale Topo 510 Munday, 2006
Orale Ratto >40 (72 h) Wiles et al., 1974
Orale (cibo) Topo >2500 Munday, 2006
Orale (sublinguale) Topo >235 Ito e Yasumoto, 2009
Intramuscolare Ratto 0.24 Wiles et al., 1974
Intramuscolare Cane 0.08 Wiles et al., 1974
Sottocutanea Ratto 0.40 Wiles et al., 1974
Sottocutanea Topo 1.39 Wiles et al., 1974
Intrarettale Ratto >10 Wiles et al., 1974

Da studiex vivosu cani anestetizzati sembra che il decesso demfiali dopo somministrazione
parenterale (endovenosa) di palitossina sia abddvad una intensa e diffusa vasocostrizione,
particolarmente a carico delle arterie renali moarie, per azione della tossina sulla muscolatura

liscia vascolare, con conseguente blocco cardipmgeduto da manifestazioni di bradicardia e
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aritmia ventricolare (lto et al., 1982). E ripodathe solo la tempestiva iniezione cardiaca
intraventricolare di vasodilatatori come papaveegriaosorbide dinitrato € in grado di contrastare |
letalita da palitossina (Vick e Wiles, 1975).

Diversi studi analizzano gli effetti della palitoss in tessuti isolati, prevalentemente muscolatura
liscia, come sezioni di aorta, coronarie o tractlieatto, sottolineando la capacita della tossina d
indurre contrazione o ridurre I'eventuale rilassatoedel muscolo contratto (Ozaki et al., 1983;
Nagase et al., 1987; Robinson e Franz, 1991; Taylat., 1995; Posangi et al., 1992; Robinson et
al., 1992). E riportato, a livello della giunzioneuromuscolare del muscolo anococcigeo di ratto,
un marcato rilascio di neurotrasmettitore, con migomento delle diverse componenti cellulari

(Amir et al., 1997).

1.5 Casi di tossicita umana attribuita alle palitossine

La palitossina puo accumularsi lungo la catenaeailitare dalle fonti note (coralli e microalghe)
fino ai prodotti ittici commestibili, quali crosta; echinodermi, molluschi e pesci, che possono
fungere da vettori della tossina, causando possibidssicazioni alimentari. Casi di intossicazione
alimentare, anche fatali, si sono avuti per loipipaesi tropicali e subtropicali. In Tabella 2 son
riassunti i casi di tossicita alimentare attribuati palitossine ed i relativi organismi vettori. |
principali sintomi di intossicazione alimentare @&ssti sono a carico del sistema gastroenterico
(nausea, vomito, diarrea, dolori addominali) e pewrscolare (crampi, mialgia, convulsioni,
vertigini, intorpidimento delle estremitad), con asate difficolta respiratorie e cianosi. Nei patie
ospedalizzati sono state talvolta registrate altera cardiache (aritmia, bradicardia e/o alterazio
elettrocardiografiche), alterazioni dei livelli etica di enzimi di origine muscolare (creatin-
fosfochinasi, lattato deidrogenasi, aspartato &amsasi, alanina transaminasi) e mioglobinuria
conseguente a rabdomiolisi.

Molti casi di intossicazione alimentare sono sa#tiibuiti a palitossine solo sulla base dei sintom

osservati o rilievi medici effettuati dopo I'ospéidaazione, che erano in linea con quelli di altri
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casi in cui la presenza di palitossina e statartateenegli organismi vettori. In questi casi gli
organismi coinvolti erano alcune specie di pe€dt(acion immaculatyd.actoria diaphanapesci
serranidi) e granchDaira perlatg (Llewellyn, 2001; Yamasaki et al., 2003; Shinzatal., 2008;

Taniyama et al., 2009; Arakawa et al., 2010).

Tabella 2. Intossicazioni alimentari umane da palitossinaMBA: saggio biologico in topo, (b) HNA: saggio
emolitico con neutralizzazione tramite anticorpli-4#LTX, (c) LC-MS: spettrometria di massa, (d) Raggio
radioimmunologico (da Tubaro et al., 2011 modifi¢ato

Ll;?]%%e Vettore Esito Rilevazione PLTX Riferimento
A Demania .| Identificazione per
F|I1|gp8)|2e reynaudi Decisgsgnunoimo di MBA®e HPLC nei Alcilgét al,
(granchio) residui alimentari
Scarus Uomo di 54 anni | Identificazione per
Giappone (Ypsiscarus) (sopravvissuto) e MBA? HPLC e Noguchi et al.,
1986 ovifrons donna di 79 anni spettro UV nei 1987
(pesce) (deceduta) residui alimentari
: Identificazione per
Madagascar ﬂﬁiﬁﬂfgﬁc Donna (deceduta) HNA®, Onuma etal.,
1994 9 (pesce) 7 cromatografia, M$ 1999
P nei residui alimentarj
Giappone | Epinephelusp. 11 peéiogr?ntira 21 g 'ﬂﬁf‘g'ﬁgiﬂeﬂg‘fr Taniyama et al.,
2000 (pesce) : A 2002
(sopravvissute) residui alimentari
Decapterus Identificazione per
Hawaii 1986 Macr(?soma Uomo cromatografia, RIA | Kodama et al.,
(pesce) (sopravvissuto) | in campioni diversi 1989
b da quello assunto
Giappone (Yp?scigél;?us) Uomo di 55 anni Okano
1996 ovifrons(pesce) (sopravvissuto) Attribuzione per etal, 1998
Giappone (Y[?S(:igcr:l;?us) 2 uomini iniche Lﬁrﬁgiﬁﬁ?n Yoshimine et
1999 ovifrons(pesce) (sopravvissuti) oer PLTX. al., 2001
Giappone Scarus 2 uomini Identificazione Tabata et al
1858 (Ypsiscarus) (soprawvissuti) analitica in campion 1989 N
ovifrons(pesce) P diversi da quello
Giappone (Y Ssﬁgél;?us) 2 uomini assunto Ichida et al.,
1986 M (sopravvissuti) 1988
ovifrons(pesce)
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Anche se non sono riportati casi noti di intossmag alimentare nei paesi del Mediterraneo, la
presenza di palitossine sarebbe stata riscontratampioni di microalghe del genédstreopsisdi
mitili (Mytilus galloprovincialig, di polipi (Aligizaki et al., 2008, 2011) e dicai di mare (EFSA,
2009). Questo impone uno stretto monitoraggio blittssine nei prodotti ittici, anche di quelli
raccolti nel mare Mediterraneo.

Poiché coralli del gener@alythoa e Protopalythoa sono comunemente utilizzati a scopo
decorativo per acquari domestici e tra gli appasgionon € sempre nota l'origine e/o tossicita di
una data specie, si sono avuti anche casi di isElE@sne umana per contatto diretto con questi
coralli di origine tropicale, durante la puliziaatiquari domestici. In un caso l'intossicazion¢agas
di tipo inalatorio, per esposizione all’'aerosol\y@niente dal corallo durante la sua rimozione con
acqua bollente, con rinorrea, tosse, difficoltgpiegorie, dolori al petto (Deeds e Schwartz, 2010)
la presenza di palitossine & confermata tramitgisagmolitico, HPLC-UV e LC-MS. In un altro
caso si e avuta intossicazione sistemica in un udmecha maneggiato coralli del proprio acquario
procurandosi dei piccoli tagli alla mano, che plolero aver favorito la penetrazione della tossina
nel torrente circolatorio. Oltre a formicolio e dimmne alle dita, i sintomi sono stati anche di tipo
sistemico, con mialgia, debolezza, tremori, vemiigimentre nelle analisi effettuate durante
I'ospedalizzazione sono state rilevate alterazédeitrocardiografiche. La presenza di palitossina é
stata confermata tramite saggio emolitico (Hoffmanal., 2008).

La presenza di palitossine nelle microalghe dekge@streopsigotrebbe porre un rischio per la
salute umana anche in seguito ad esposizione dirg¢rmica o inalatoria, ad acqua marina o
aerosol (Tichadou et al., 2011; Tubaro et al., 20Negli ultimi anni sono state sempre piu
numerose le proliferazioni nelle acque del Med#teeo di queste microalghe; palitossine sono state
rilevate in campioni algali prelevati lungo la a$igure nelle estati del 2005 e 2006 (Bresciaeini
al., 2006; Ciminiello et al., 2006, 2008). Nel lieg2005, in particolare, oltre 200 persone
frequentati la spiaggia per attivita lavorative iorgative, in concomitanza della presenza di

Ostreopsis,sono ricorsi al pronto soccorso per problemi alke aeree superiori (tosse, dispnea,
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irritazione alla gola, rinorrea), febbre, mal dsteg nausea, dermatiti e congiuntiviti. Di questee

40 persone sono state trattenute in osservazion@43&2 ore (Durando et al., 2007). Mediante
cromatografia liquida accoppiata alla spettromeadiianassa, la presenza di palitossina e di un suo
analogo (ovatossina-a) € stata rilevata in campdo@streopsisraccolti nelle acque antistanti le
spiagge in cui avevano soggiornato i pazienti,ctatd far supporre la loro diffusione attraverso
I'aerosol marino (Ciminiello et al., 2006, 2008,12@).Gli stessi autori hanno escluso la presenza
di brevetossine, prodotte ¢arenia brevis specie nota per dare sintomi analoghi quandceptes
nell’aerosol marino.

In Italia, segnalazioni di simili intossicazioniaiatorie in concomitanza a proliferazioni di
Ostreopsissi sono avute anche lungo le coste toscane n&l, 2290 e 2001 (Sansoni et al., 2003) e
vicino a Bari nel 2001, 2003 e 2004 (Di Turi et aD03; Gallitelli et al., 2005), anche se € maacat
una identificazione analitica della tossina nelieroalghe e/o nell’aerosol.

Nel Mediterraneo, segnalazioni di problemi attribaila presenza dOstreopsissi sono avute
lungo le coste della Spagna (2004 in Catalogna6 20@ndalusia), della Francia e del Principato
di Monaco (2006 vicino a Marsiglia, 2008 e 2009 azzd, Villefranche, Monaco). La
sintomatologia riportata dalle persone frequentdi@mbiente costiero in concomitanza alla
proliferazione diOstreopsisha ricalcato quanto descritto per i casi italiévila et al., 2001;
Barroso Garcia et al., 2008; Kermarec et al., 2@#tocchi et al., 2010; Tichadou et al., 2010).
Una immagine della distribuzione @istreopsisnel Mediterraneo, con indicazione degli associati

eventi tossici, € riportata in Figura 5 (gentilecessione della Dott.ssa A. Penna).
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Figura 5. Presenza dDstreopsisel Mediterraneo. Verde: cellule Ostreopsigilevate; giallo: proliferazioni massive
segnalate; rosso: concomitanti effetti tossici {feicondessione della Dott.sa A.. Penna e S. ffraga

1.6 Metodi di rilevazione delle palitossine

La tossicita delle palitossine e la frequente preaeanche nelle aree temperate di alghe del genere
Ostreopsis potenzialmente produttrici di tali composti, liethe la disponibilita di metodi sensibili
per il loro rilevamento nei prodotti ittici, nelidghe produttrici e nell’acqua marina, come anche i
campioni biologici dei pazienti intossicati.

La rilevazione delle palitossine in campioni naluaaviene prevalentemente mediante il saggio
emolitico e la cromatografia liquida accoppiata apettrometria di massa (LC-MS). Non ci sono
ad oggi dei metodi ufficiali riconosciuti per ldewazione delle palitossine ed ogni laboratorialeen
a sviluppare una sua metodologia a seconda da@f&iprspecializzazione (Riobo e Franco, 2010);
la mancanza di una validazione formale in studirifdboratorio € in parte dovuta alla mancanza di
standard certificati per le palitossine. Di segusiono descritti gli approcci analitici per la

rilevazione delle palitossine riportati in lettenat.

Spettrometrie:

Nello spettro della luce ultravioletta e visibila,tossina possiede un picco di assorbimento a 233
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nm, determinato dalla presenza nella molecola i@gi doniugati, € uno a 263 nm, dato dal gruppo
3-amido-N-(3-idrossipropil)-acrilamidico  all’estréié idrossiterminale. Il rapporto tra
I'assorbimento della molecola a 233 nm e quell®6d @m € pari a 1.7 ed, essendo caratteristico
della palitossina, esso viene considerato un “markelicatore di questo composto (Moore e
Scheuer, 1971; Moore et al., 1975). In spettromedrraggi infrarossi (IR) la tossina ha un picco
attorno a 1650 cih dato dal gruppo amidico alfa-beta insaturo aif@sita idrossiterminale
(Moore e Scheuer, 1971). Lo scarso limite di rilBeae riportato per le tecniche
spettrofotometriche (5 pg/ml di PLTX in acqua) lienI’applicabilita di tali metodi di analisi per
campioni naturali (Mereish et al., 1991).

Molto piu sensibile e piu usata nell’analisi di qdoni naturali € la cromatografia liquida
accoppiata alla spettrometria di massa, attualmmorisiderata il metodo piu affidabile per I'analisi
delle palitossine; il picco caratteristico dellaT»e a 327 m/z, negli ioni bivalenti (m/z 1340) e
trivalenti (m/z 912) degli spettri MS/MS. Questotown permette di discriminare qualitativamente
e quantitavamente anche i diversi analoghi delléogaina. Il limite di sensibilita piu recente
riportato per questo metodo e di 1.9 ng/ml (Cinmlaiet al., 2006, 2010a, 2010b). Il principale
limite all’'utilizzo di questa tecnica, che deve argssottoposta al processo di validazione, e tiocos

della strumentazione e la necessita di personalkfigato.

Cromatografie:

In letteratura e riportato un test per la rilevagodella palitossina con elettroforesi capillare
(HPCE) il cui pregio € di analizzare volumi picasiimi (5 nanolitri) e di rilevare in questi la
palitossina fino a 100 ng/ml in soluzioni standéitkereish et al., 1991); questo metodo non ha
trovato pero negli anni successivi applicazion&iadllisi di campioni naturali. La cromatografia
liquida ad elevata prestazione (HPLC) accoppiata rdlevazione in ultravioletto (HPLC-UV) é
stata utilizzata per rilevare la palitossina irrasit di Ostreopsis riportando una sensibilita di 1-2

ug PLTX per iniezione, ma la tecnica non sembratageer I'analisi di estratti di mitili a causa del
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forte effetto matrice (Riobo et al., 2006; Riob&manco, 2010). E stato inoltre messo a punto un
metodo per la derivatizzazione fluorescente preromh della palitossina e sua successiva
rilevazione in fluorescenza (HPLC-FLD), che mostmi@a sensibilitd di 0.75 ng di palitossina
standard per iniezione ed ha ottenuto soddisfacadtri di “recovery” (95 %) da estratti di
Ostreopsisrimangono da testare le prestazioni del testamallisi di estratti di molluschi (Riobo et

al., 2006).

Test immunologici:

Nel 1988 fu messo a punto un primo test radioimrnagico (RIA) per la palitossina con una
sensibilita riportata dell’ordine dei pg/ml (Leviee al., 1988); per questo test sono stati sviltippa
per la prima volta degli anticorpi policlonali ddomiglio anti-PLTX in grado di inibire i suoi effett
tossiciin vivoein vitro (Levine et al., 1987).

Lo sviluppo di test immunoenzimatici per la palgive € stato oggetto di uno studio approfondito
dei primi anni novanta (Bignami et al., 1992). lmegto lavoro sono stati prodotti anticorpi anti-
palitossina sia policlonali in coniglio che monawddi in topo. Tra le diverse architetture di saggio
immunoenzimatico esplorate (diretto o indirettompetitivo o non competitivo), la migliore e
risultata il “sandwich” ELISA indiretto, in grada dlevare fino a 10 pg di palitossina per testi Gl
anticorpi anti-PLTX monoclonali di topo, denominabme 73D3, realizzati in questo lavoro del
1992 hanno trovato utilizzo come inibitori deglifegfi della palitossina in numerosi studi
successivi, soprattutto nell’analisi di estratinite il saggio di neutralizzazione dell’emolispnee
descritto di seguito. Un altro lavoro piu recenfrta la produzione di frammenti anticorpali a
catena singola (ScFv) anti-PLTX tramite la tecniied Phage Display tali anticorpi sono stati
utilizzati per lo sviluppo di un ELISA competitivaon un limite di rilevabilita indicato a 0.5 pg/mi
(Garet et al., 2009). Una architettura di ELISAido diretto, in cui la PLTX & usata come antigene
di “coating”, é stata anche riportata, con un radigésposta alla tossina di 6-250 ng/ml (Frolova e

al., 2000).
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La diffusione di questi metodi per I'analisi di cpioni naturali negli anni successivi & stata
limitata dalla necessita di ottenere gli anticogigponibili solo su scala di laboratorio. L’acuirs
negli ultimi anni del problema della tossicita dalifpssine, in relazione alle proliferazioni di
Ostreopsisha rilanciato I'interesse verso queste tecnidheyiisviluppo € stato tra gli obiettivi di
guesta tesi.

Il comune problema dei saggi immunologici € cheosiolirizzati verso elementi strutturali delle
palitossine, alla ricerca di un determinato epitopanon considerano la loro differente potenza
biologica; palitossine metabolizzate non piu tdssipotrebbero dare comunque positivita mentre
analoghi della palitossina altrettanto tossici @olrero non essere riconosciuti a causa della
mancanza di un dato epitopo. In tal senso una &ppdita conoscenza di struttura e diffusione dei

diversi analoghi della palitossina &€ necessaridgsviluppo di queste tecniche.

Saggio biologico nel topo (“mouse bioassay”):

Il “mouse bioassay” valuta la tossiciitd vivo nel topo di un estratto ottenuto dal campione da
analizzare ed é uno dei test piu diffusi nel campite tossine marine. Questo test rende conto della
tossicita globale del campione, ma non consentisdriminare i diversi analoghi della palitossina
coinvolti o possibili tossine interferenti. Comesdatto in un recente lavoro su questo saggio, la
tossicita e attribuita alla palitossina in basésadlervazione di sintomi specifici, come estensione
degli arti posteriori, inarcamento della schienassia, debolezza, ridotta locomozione, convulsioni
respiro affannoso (Riobo et al., 2008a). Le atttetidenze in tossicologia, tuttavia, puntano a
limitare I'utilizzo del saggio biologico nel topcep motivi etici e per la variabilita della risposta

animale, che rende difficile una quantificazioneqgsa della tossina.

Test di citotossicita:
| test di citotossicita sono considerati una aliéika all’utilizzo di animali. Hanno il vantaggia d

essere sensibili (a livelli di pg/ml) e di risponel@nche contro eventuali analoghi della palit@ssin
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dando conto della globale tossicita di un campiom@, richiedono attrezzature adeguate, la
disponibilita continua di cellule in determinatesifai crescita e personale specializzato a trateare
colture cellulari. Inoltre, sono piu soggetti rigpeai metodi chimici all'interferenza con altre
tossine marine dall’attivita citotossica. Spesso |ze positivita alla PLTX viene richiesta la
conferma di un metodo chimico. Lo sviluppo di queshgi € recente rispetto ad altre tecniche di
rilevazione, riflettendo la tendenza al passaggieetodiin vitro piuttosto chen vivo per lo studio

delle tossine; un riassunto dei test di citoto&sidgportati in letteratura & presentato in Taballa

Tabella 3. Saggi di citotossicita riportati per la palitossina

Modello Pgrametro Sgnsmlllta Note Riferimento
cellulare rilevato riportata

3Y1 Saggio MTT Usato per rilevazione

(ratto) (vitalita cellulare) in Palythoa Oku etal., 2004
MCF-7 Rilascio LDH 50 pg/ml Conferma specificita)] Bellocci et al.,

(Microalghe, mitili,

(uomo) (lisi cellulare) SR con ouabaina 2008a
ricci di mare)
Neuro-2a Saggio MTT Analisi multipla di Canete e
(topo) (vitlita cellulare) tossine marine Diogéne, 2008
Neuro-2a Saggio MTT - Conferma specificita| Ledreux et al.,
(topo) (vitali?é? cellulare) 50 ug/kg (mitil) con ouatr))aina 2009
BE(2)-M17 Alamar Blue 0.2 ng/ml Ostreopsis | Conferma specificitaj Espina et al.,
(uomo) | (vitalita cellulare) mitili) con ouabaina 2009

Saggio emolitico:

Tra i saggi di citotossicita, il saggio emolitica Hcoperto storicamente un ruolo particolare e la
valutazione di un suo possibile utilizzo a scopindinitoraggio € stato tra gli obiettivi di questait
Gli effetti della PLTX sugli eritrociti sono stattudiati negli anni ottanta (e qui riassunti in.§)1
ma e nel 1993 che questi sono stati sfruttati @rima volta per rilevare la palitossina (Bignami,
1993). In questo saggio, gli eritrociti (generalteedi topo, pecora o uomo) vengono diluiti nel
tampone di lavoro (soluzione salina tamponata sfiate con calcio e borati 1 mM) e incubati con

la tossina (o0 col campione incognito) per almerarela 37°C. La presenza di emolisi, dipendente
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dalla concentrazione di palitossina, e facilmenséirjuibile a occhio per il rilascio di emoglobina
che puo essere quantificata per via spettrofotocaetr 405 nm. |l test e relativamente rapido, di
facile esecuzione, particolarmente sensibile (oedihe dei pg/ml), di gestione piu semplice
rispetto alle colture cellulari o alle strumentaibC-MS. La specificita verso la PLTX puo essere
valutata per inibizione dell’emolisi tramite ouatai o anticorpi anti-PLTX (saggio di
neutralizzazione dell’emolisi, HNA). Tutti questatfori hanno determinato il successo di questo
saggio, attualmente tra i piu usati per accermmésenza di PLTX in campioni naturali (Aligizaki
et al., 2010). Il saggio emolitico ha avuto un ayapesso in accoppiamento con altri metodi, nella
determinazione della palitossina in vari tipi dspe(Chaetodon, Herklotsichthys quadrimaculatus,
Tetraodon,pesci della barriera corallinglsleibs e Mebs, 1999; Onuma et al., 1999: Waclal.et
2000; Taniyama et al. 2001), mitili e microalgh¢ gienereOstreopsiqAligizaki et al., 2008).
Tuttavia, mancando un protocollo generale di eseoez i lavori descritti in letteratura si
differenziano molto, sia nelle metodiche di prepame del campione che nella procedura del
saggio e quindi nei risultati riportati, rendenddati di letteratura difficili da confrontare. Iricd il
saggio e caratterizzato da una certa sensibilithesugpri sperimentali e variabilita di risposta,
dovuta alla notevole pendenza della curva concaptra-effetto. Per migliorare I'affidabilita del
saggio e stata recentemente proposta una modifacgracedura generale del 1993 che prevede
I'utilizzo di sangue di pecora, una incubazione 1@ ore a 25°C e una inibizione parziale

dell’emolisi con ouabaina (Riobo et al., 2008b).
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2. SCOPO DELLA TES

Il riscaldamento globale e 'aumento dei trafficanttimi sono fattori che hanno portato specie di
microalghe altrimenti tropicali a diffondersi anche latitudini maggiori; negli ultimi anni le
proliferazioni microalghe potenzialmente tossicppatenenti al genem@streopsis sono diventate un
fenomeno non inusuale in molte localita costiereMediterraneo. Le palitossine prodotte da queste
microalghe sono diventate in piu occasioni un moia per la frequentazione dell’ambiente costiero,
sia per attivita ricreative che lavorative, rapprégando un danno, oltre che per la salute pubblica,
anche per l'industria turistica ed il settore dmdtjuacoltura. | problemi finora piu frequentemente
riscontrati in Mediterraneo comprendono irritaziodelle prime vie aeree, congiuntiviti, febbre e
dermatiti, che in alcuni casi hanno richiesto l'edglizzazione. Anche se non sono state registrate
intossicazioni alimentari da palitossine in paesl Wediterraneo, la tossina e stata rilevata nei
molluschi che davano positivita al test di legge [@etossine liposolubili di origine algale (acido
okadaico e derivati, azaspiracidi, yessotossineatepotosine). Va ricordato che sono noti casi @nch
fatali di intossicazione alimentare da ingestionpabci e crostacei contaminati da palitossineaasp
tropicali.

Per anni effettuare degli studi di tossicita ora@rosi € stato problematico in quanto la compess
struttura della tossina ne rende impraticabilengesi chimica a scopo commerciale e la purificagio
da organismi quali celenterati del gen&aythoa o da microalghe era un processo difficile che
rendeva la tossina un prodotto prezioso. Attualseéntisponibile una preparazione commerciale di
palitossina estratta d& tuberculosa prodotta dalla ditta giapponese Wako Pure Chdrinciustries

Ltd (Osaka), mentre non sono disponibili in comnweeanaloghi della palitossina.
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Scopo di questa tesi e stato quello di cercarepipearire alla carenza di dati sulla tossicita orale
della palitossina, effettuando uno studio di tassiecuta nel topo, sufficientemente ampio da poter
traslare il dato all'uomo stabilendo parametri gqualdose massima a cui non si riscontrano effetti
avversi (NOAEL) e la dose acuta di riferimento (BRf necessari per fissare i limiti di legge per
gueste tossine nei prodotti ittici e di consegueswvzluppare metodi in grado di quantificare tahelii
di tossina.

Di conseguenza, la ricerca si e incentrata sui digper il rilevamento della palitossina. Non
esistendo kit o test commerciali per la sua rileMag, la presenza di palitossina viene generalmente
rilevata preliminarmente con la valutazione mediahtest di emolisi e confermata mediante analisi
LC-MS ad alta risoluzione. Tuttavia, la complesstd’elevato costo della strumentazione LC-MS
rende questo metodo inadatto per test di routin@ gcopo di monitoraggio. Inoltre, le molteplicevi
con cui la tossina puo dare tossicita (ingesticoatatto, inalazione) e le matrici in cui essadirgbbe
trovare (acqua marina, fitoplancton, molluschi,stagei, pesci) giustificano la ricerca di metode ch
tentino di coniugare i requisiti di sensibilitaesfficita, facilita di esecuzione ed economicita.

| metodi che si e cercato di mettere a punto irstguesi sono due:

1) Test immunoenzimatico (ELISA) quale test strutteyascelto per la sua specificita e la
possibilita di essere facilmente traslato nellasatle forma di un biosensore. Partendo dalle tiasi
letteratura descritte da Bignami et al. (1992) &osipossibile lavorare alla messa a punto di un
“sandwich” ELISA indiretto, valutandone caratteidbe, quali specificita per la PLTX, sensibilita e
riproducibilita, in vista di una possibile strutzione in kit commerciale o dell’applicazione dei
risultati nello sviluppo di un biosensore.

2) Test di emolisi (saggio emolitico) quale test fumale, scelto per la sua sensibilita e facilita di
esecuzione senza complesse strumentazioni. Anchié aeni di letteratura hanno decretato la fama del

saggio emolitico per la rilevazione della palitossiesistono differenze da lavoro a lavoro e nistees
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un protocollo universale per la sua esecuzionea cbe rende necessaria la messa a punto del saggio
da ogni laboratorio per il suo utilizzo. Scopo degta tesi e stato indagare i parametri sperimetebl
saggio allo scopo di un suo utilizzo interno al ppo di ricerca ed esplorare i suoi possibili
miglioramenti metodologici per poterlo adattaraetaazioni di monitoraggio.

Durante il periodo di dottorato si € avuta la potia di lavorare con due campioni non commerciali
di palitossina estratti dB. toxica e P. tuberculosa raccolti nelle coste hawaiane sul finire degliiann
ottanta e forniteci dal Dr. Mark Poli della U.S. RUD (United States Army Medical Research
Institute of Infectious Diseases, Ft. Detrick, US#dl'ambito di un accordo tra I'ente americano e
I'Universita di Trieste. Nelle analisi di controlleffettuate mediante LC-MS ad alta risoluzione dal
gruppo del Prof. Fattorusso dell’'Universita “Federill” di Napoli, si &€ scoperto che il principale
componente (> 90 %) dell'estratto Ei toxica non era la palitossina come supposto, ma un suo 42
idrossi derivato (42-OH-PLTX), mai descritto in peelenza in letteratura. Abbiamo quindi voluto
caratterizzare alcuni dati di questo nuovo analafisponibile in quantita importanti, quali la sua
tossicita acuta per via orale nel topo, le sue et emolitiche e le capacita di “binding” al réoee
della palitossina (NAKA).

Alla fine di settembre del 2009, si & avuta undifam@zione diOstreopsis anche nelle acque del
Golfo di Trieste e questo ha consentito di apprdiienla conoscenza dei ceppi locali di questo
organismo. Assieme all'identificazione e caratteaizone in microscopia di queste microalghe é stata
valutata la presenza e distribuzione di palitosaifimterno della cellula utilizzando per la prinvalta
tecniche immunocitochimiche. Inoltre, su colturegdesto ceppo sono state eseguite analisi mediante
spettroscopia Raman, allo scopo di rilevare la grea di tossine e di altri componenti, utili ad
approfondire la conoscenza della biologia di quesiganismo. Il contenuto in tossine, sia delle
popolazioni naturali che delle colture cellularidiverse fasi di crescita, € stato analizzato mmdia

LC-MS ad alta risoluzione, sia sotto il profilo djtetivo che quantitativo.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 Studio della tossicita acuta per via orale dellalipassina e della 42-idrossi-palitossina

Disegno sperimentale. La tossicita acuta per via orale della palitogsi della 42-idrossi-
palitossina (42-OH-PLTX) e stata studiata impiegatapi CD-1 femmine di 4 settimane (peso
medio: 18-20 g; Harlan Laboratories; San Pietrhaisone, Italia). Gli animali sono stati stabulati
in gruppi di 5,in gabbie delle dimensioni di 26.7 x 20.7 x 14.0, @ontenenti una lettiera di
segatura d’abete depolverizzata , acquistata ptasdarlan Laboratories (San Pietro al Natisone,
Udine). Essi sono stati tenuti per almeno una reatia nello stesso ambiente dove,
successivamente, e stata eseguita la sperimentaaooondizioni controllate di temperatura 23
1°C) ed umidita relativa (50-60 %) ed in presenzaird ciclo fisso di illuminazione artificiale
(07.00-19.00). L’'alimentazione degli animali erasiitbita da mangime pellettato per roditori
(diametro: 14 mm), fornito dalla Harlan Laboratsri€S. Pietro al Natisone, Udine), la cui
composizione, dichiarata dalla ditta produttricda éseguente: proteine (18.5 %), grassi (5.5 %),
fibre (4.5 %), ceneri (6.0 %), componenti non add&8.5 %), acqua (12.0 %). La sperimentazione
e stata condotta in conformita alla normativa vigeohe regola I'utilizzo di animali a scopi
scientifici (D.L. 116 del 27 gennaio 1992), cordiesttive dell’European Communities Council del
24 novembre 1986 (86/609/ECC) e con I'appendiceladConvenzione Europea ETS 123.

Gli animali sono stati privati del cibo 16 ore pandella somministrazione della palitossina,
isolata daPalythoa tuberculosa (grado di purezza maggiore a 90 %; lotto WKL7184gko Pure
Chemical Industries Ltd; Osaka, Giappone) o detladfossi-palitossina, isolata &alythoa toxica
(grado di purezza maggiore a 90 %; Ciminiello et2009). Le tossine, dissolte in tampone fosfato

salino (PBS) pH 7.0, sono state somministrate nméglientubazione gastrica alle dosi di 300, 424,
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600, 848, 1200 e 1697 pg/kg (5 animali per dose)n volume di 10 ml/kg. Agli animali di
controllo (5 animali) e stato somministrato il vaiz della tossina (10 ml PBS/kg). Dopo il
trattamento, i topi sono stati osservati per 24eljstrando i sintomi e la sopravvivenza. Durante
I'osservazione, cibo e acqua erano disponiadlilibitum (il cibo & stato fornito 2 h dopo la
somministrazione della tossina). Dagli animali dkde durante il trattamento é stato
immediatamente prelevato il sangue, mediante umagai eparinizzata, al fine di determinare la
formula leucocitaria e misurare i livelli plasmaiilt alcuni enzimi e della creatinina. Dopo I'esame
anatomopatologico, sono stati prelevati campionpdacipali organi e tessuti, che sono stati fissa
in formalina al 10 % in tampone fosfato 0.1 M (pHD)7per I'analisi istologica al microscopio
ottico. Campioni di cuore e muscolo scheletricddgpsono stati fissati in glutaraldeide al 3 % in
tampone cacodilato 0.1 M pH 7.4 per l'analisi atrascopio elettronico a trasmissione (TEM). A
24 h dal trattamento, gli animali sopravvissuti gostati sacrificati mediante inoculazione
intraperitoneale di ketamina cloridrato (350 mg/kgoketam100; Virbac, Milano, Italia) e, da
ciascuno di essi é stato prelevato il sangue, cpraeedentemente descritto, prima dell’analisi
anatompatologica e del prelievo dei principali oigatessuti, come precedentemente descritto.

Analisi ematocliniche. | campioni di sangue sono stati analizzati petemainare i livelli
plasmatici di alcunimarker di danno epatico, renale e/o muscolare, qualiidatransaminasi
(ALT), aspartato transaminasi (AST), lattato degdoasi (LDH), creatina fosfokinasi (CPK) e
creatinina, utilizzando i kit diagnostici commeiciéRoche S.p.A., Milano, Italia). La formula
leucocitaria & stata determinata mediante confardiiziale dei leucociti in uno striscio di sangue
Su vetrino portaoggetto, dopo colorazione con Gaéerkei campioni ematici degli animali trattati
con la 42-idrossi-palitossina e dei relativi colitré stata determinata anche la concentrazione
plasmatica di ioni potassio utilizzando un kit aiagtico della Roche S.p.A. (Milano, Italia).

Analisi al microscopio ottico. Campioni dei principali organi e tessuti (cuoregd®, polmoni,
reni, milza, stomaco, duodeno, digiuno, colon,oigtlancreas, timo, cervello, cervelletto, midollo

spinale, utero, ovaie e muscolo scheletrico), fiseadormalina al 10 % in tampone fosfato 0.1 M

~ 27 ~



Materiali e Metodi

pH 7.0, sono stati disidratati mediante etanolaadg crescente di concentrazione ed inclusi in
paraffina per esseresezionati in fettine dello spessore di 5 um. Quesno state quindi colorate
con ematossilina-eosina ed osservate al miscrosmpimn. Le analisi sono state eseguite presso
I'Istituto di Ricerche Biomediche “Antoine MarxeRBM S.p.A. di Colleretto Giacosa (Torino).

Analisi al microscopio elettronico a trasmissione. Campioni di cuore e muscolo scheletrico degli
animali trattati con palitossina e dei relativi toffi, di dimensioni inferiori a 1 mri sono stati
fissati in glutaraldeide al 3% in tampone cacodidtl M pH 7.3, per 3 ore a 4°C. Dopo 3 lavaggi
di 10 min con tampone cacodilato 0.1 M pH 7.4, mp&ni sono stati post-fissati in osmio
tetrossido all'l %, sempre in tampone cacodilatb M. pH 7.4, per 1 ora a 4°C, per poi essere
disidratati in soluzioni di etanolo a concentraziorescenti. | campioni sono stati infine fisgati
resina epossidica (Dow Epoxy Resin 332), da cub state ottenute delle sezioni ultrasottili di 0.12
pm, con l'ultramicrotomo Ultracut UCT8 (Leica; Msysteme Aktiengesellschaft, Wirn, Austria).
Le sezioni sono state quindi impregnate con uraadetato e piombo citrato ed osservate al
microscopio elettronico a trasmissione (Philips E&8; Eihdhoven, Olanda). Le analisi sono state
effettuate presso la Sezione di microscopia elgtteodel Centro di Coordinamento e Sviluppo
Progetti ed Apparecchiature (CSPA) dell’Universitd rieste.

Analis statistica. La dose letale per il 50 % degli animali (§)€e stata calcolata secondo il
metodo di Finney (Finney, 1971) utilizzando il sedte Biostat2007. | parametri ematici, espressi
come media * errore standard, sono stati analirzadiiante il test “t” di Student, accettando come

significativi i valori di p inferiori a 0.05.

3.2 Misurazione del “binding” di palitossina e 42}iossi-palitossina alla NEK*-ATPasi

Le capacita di palitossina e 42-OH-PLTX di competeon I'ouabaina per il legame allaN&'-
ATPasi (NAKA) e stata valutata impiegando una prap@ne commerciale di NAKA di corteccia
cerebrale suina (Sigma-Aldrich; Milano, Italia). Wodiluizioni seriali di PLTX, 42-OH-PLTX o

ouabaina in 200 ul di tampone (Tris-HCI 50 mM, Mg&ImM, NaHPO, 1 mM, HBO3; 1 mM, pH
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7.4) sono state depositate nei pozzetti di piastdtipozzetto per test di “binding” (96-well
Multiscreen-FB microtiter plate; Millipore, Milandtalia). A ciascuna di esse sono stati aggiunti 25
ul di soluzione di NAKA 400 pg/ml in tampone e 2Bdiiuna soluzione di*H]ouabaina (15-30
mCi/umole; Perkin-Elmer, Monza, Italia) 50 nM inrtpone, quale competitore radiomarcato delle
palitossine e dell'ouabaina per il legame alla NAK& concentrazioni finali nei pozzetti (volume
finale: 250 pl) delle palitossine erano compreaedtl5 e 1000 nM, la concentrazione della NAKA
era pari a 40 pg/ml, mentre quella del ligandoawadircato era pari a 5 nM. Il “binding” aspecifico
e stato valutato in presenza di ouabaina non neafdQ M. Dopo 4 ore di incubazione a 37°C, il
contenuto dei pozzetti della piastra é stato fiftréMultiscreenrs vacuum manifold; Millipore,
Milano, Italia) e sono stati aggiunti ad ogni parae25 ul di liquido di scintillazione (OptiPhase
SuperMix; Perkin-Elmer, Monza, Italia). La radidéth € stata successivamente misurata mediante
scintillatore (MicroBeta Trilux counter; Wallac, fiku, Finlandia). Il “binding” € stato espresso

come percentuale di spiazzamento délduabaina dalla NAKA da parte delle tossine innesa

3.3 Messa a punto di un saggio immunoenzimatico (8R) per il dosaggio delle
palitossine
Allo scopo di allestire un kit immunoenzimatico pleslosaggio della palitossina nei prodotti ittici,
nelle alghe produttrici delle tossine e/o nell’agquarina, € stato realizzato un saggio di tipo non
competitivo indiretto (a “sandwich”), seguendo spaggi di seguito riportati ed illustrati in Figura
6:
(1) adsorbimento alla piastra multipozzetto deli@orpo di cattura della tossina, seguito dal
blocco dei siti liberi sulla piastra;
(2) aggiunta di diluizioni seriali di tossina;
(3) aggiunta dell’anticorpo di riconoscimento;
(4) aggiunta dell'anticorpo secondario, coniugadoua enzima, in grado di legarsi al frammento

Fc dell’anticorpo di riconoscimento;
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(5) aggiunta del substrato per I'enzima e del crgemo per lo sviluppo della reazione

colorimetrica, misurabile per via spettrofotomedric

(1) (2) (3) (4) (5)
%
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Figura 6. Architettura sperimentale del saggio immunoenzioaad “sandwich” indiretto.

Come anticorpo di cattura é stato usato un anticarpnoclonale anti-palitossinaRLTX-mAb)

di origine murina (73D3; Bignami et al., 1992), ido dal Dr. Mark Poli della U.S. AMRIID
(United States Army Medical Research Institutendéttious Diseases, Ft. Detrick, USA).

Per il riconoscimento € stato utilizzato un anti@policlonale anti-palitossinalPLTX-pAb) di
coniglio. L’anticorpo policlonale e stato ottenydresso I'Universita di Trieste, immunizzando due
conigli maschi New Zealand White (peso: 2 kg; Haillaboratories; San Pietro al Natisone, Italia)
con una miscela di palitossina e 42-idrossi-padites (isolate ddPalythoa tuberculosa; United
States Army Medical Research Institute of InfectioDiseases, Ft. Detrick, USA) coniugate
all'albumina serica bovina (PLTX-42-OH-PLTX-BSA)alprima immunizzazione é stata effettuata
inoculando per via intradermica 200 pg di coniughtBLTX e 42-OH-PLTX con BSA disciolto in
PBS ed adiuvante completo di Freund. Il secondaulmwé stato effettuato due settimane dopo
iniettando per via intradermica 100 pg di coniugat®BS ed adiuvante incompleto di Freund. Gli
inoculi successivi sono stati effettuati ogni 4tisene iniettando 75 pg di coniugato PLTX-BSA
per via sottocutanea e 25 pg dello stesso coniygateia intramuscolare, controllando il titolo di
anticorpi anti-PLTX 10 giorni dopo ciascun inocubdla fine del trattamento (undicesimo inoculo
per un coniglio, ottavo inoculo per l'altro) il seetotale dei conigli e quello dei precedenti preili
con titolo anticorpale elevato e stato raccoltooaservato a -20°C [come “pool” di anticorpi

policlonali anti-PLTX, concentrazione attesa di iomoglobuline G (IgG): 5 mg/ml]. La
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preparazione dei coniugati PLTX-BSA é stata effgtiudal gruppo del Prof. Benedetti del
Dipartimento di Scienze Chimiche e FarmaceutichHBlUieversita di Trieste La caratterizzazione
del siero di coniglio e stata effettuata dal grugdpbProf. Marzari del Dipartimento di Scienze dell
Vita dell’Universita di Trieste.

L’anticorpo secondario € un anti-IlgG di coniglionagyato con I'enzima perossidasi di rafano
(HorseRadisch Peroxidase, HRP) acquistato pred3aka (Milano, Italia) ed utilizzato secondo le
indicazioni del produttore in diluizione 1:2000. kaluzione di substrato dellHRP (perossido di
idrogeno) ed il cromogeno tetrametilbenzidina (TMB®no invece prodotti della Sigma-Aldrich
(Milano, Italia).

La procedura sperimentale dettagliata inizialmestduppata per l'esecuzione del saggio

prevedeva i seguenti punti:

1) “Coating”: incubazione in pozzetti per test ELIS8 Well EIA strip plate; Corning Costar,
NY, USA) con I'anticorpo monoclonale di cattural(fy/pozzetto; volume 100 pul), per 16 h a
4°C,;

2) “Blocking”: inattivazione dei siti liberi sulla s@pficie dei pozzetti con latte in polvere al 2 %
in PBS (200 pl), per 45 min a temperatura ambiente;

3) Lavaggio dei pozzetti con PBS (200 pl), per 3 volte

4) Aggiunta di diluizioni seriali di PLTX in PBS (100l) oppure, per i controlli negativi (C-), di
solo PBS (100 pl); incubazione per 1 h a tempeaisdorbiente;

5) Lavaggio dei pozzetti con PBS contenente Tweenl@®&l % (200 pl), per 3 volte;

6) Lavaggio dei pozzetti con PBS (200 pl), per 3 volte

7) Aggiunta degli anticorpi policlonali anti-PLTX (s@ immune di coniglio) come diluizione
1:4000 con latte al 2 % in PBS (100 pul) ed incutwagiper 1 h a temperatura ambiente;

8) Lavaggio con PBS contenente Tween 20 allo 0.1 % (49 per 3 volte;

9) Lavaggio dei pozzetti con PBS (200 pl), per 3 yolte
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10)Aggiunta dell'anticorpo secondario (100 pl) ed ibamone per 45 min a temperatura
ambiente;

11)Lavaggio con PBS contenente Tween 20 allo 0.1 % (2] per 3 volte;

12)Lavaggio dei pozzetti con PBS (200 pl), per 3 volte

13)Aggiunta di 60 pl di soluzione di perossido di igemo e TMB e sviluppo della reazione
colorimetrica per 5 min, al buio;

14)Blocco della reazione con aggiunta di acido satwril M (30 pl) e misurazione
dell'assorbanza a 450 nm.

15)Ogni determinazione € stata eseguita in tripli@imgni valore é stato espresso come media
delle tre letture, a cui é stata sottratta la mefdiacontrollo negativo. | risultati sono stati

elaborati utilizzando i software GraphPad PrismS&gnaplot 11.

Il saggio é stato impiegato anche per verificaredpacita di rilevare la 42-idrossi-palitossina e
I'analogo ostreocina-D (80-1.25 ng/ml), quest’ulirfornita dal Prof. Yasumoto del Japan Food
Research Laboratories (Tokyo, Giappone) (Figuran@hché altre tossine di origine algale quali
I'acido okadaico (OA), I'acido domoico (DA), la y@sossina (YTX), la brevetossina-3 (PbTx3) la
saxitossina (STX), acquistate dalla Sigma-Aldridfilg§no, Italia) oppure fornite dal prof.
Yasumoto (Japan Food Research Laboratories; Tokyappone), dal Dott. Poli (United States
Army Medical Research Institute of Infectious Dises, Ft. Detrick, USA) o dalla Dott.ssa Van
Dolah (National Oceanic and Atmospheric Administnat Charleston, USA) (Figura 8).

Queste tossine sono state analizzate a concemtrally 100, 1.000, 10.000 volte maggiori

rispetto al range di rilevabilita della palitossioavero comprese tra 100 ng/ml e 100 pg/ml.
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Rt H2 H3 R4 RS

PLTX Me OH Me H OH
42-OH-PLTX Me OH Me OH OH
Ost-D H H H OH H

Figura 7. Differenze strutturali tra PLTX, 42-OH-PLTX e Ost-D.

CH
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Figura 8. Struttura delle tossine analizzate per la readtisibciata nel saggio immunoenzimatico non comipetit
indiretto. a) acido okadaico; b) yessotossinar@jadomoico; d) brevetossina-3, R = -{LH=CH,)CH,OH; e)
saxitossina.
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Y

Al fine di migliorare la riproducibilitd del saggionmunoenzimatico, & stata utilizzata come
tossina standard anche un coniugato PLTX-biotin®) (preparato impiegando PLTX isolatafla
tuberculosa fornita dalla United States Army Medical Resedrgdtitute of Infectious Diseases (Ft.
Detrick, USA), da cui é stata ottenuta una soluzianquosa di coniugato alla concentrazione di 5
mg/ml, molto piu concentrata rispetto alla solueial coniugato ottenibile con la palitossina della
Wako Pure Chemical Industries Ltd (25 pg/ml).

Per valutare l'effetto del solvente sulla stabildalla PLTX-biotina, dalla soluzione madre 5
mg/ml sono stati preparati cinque soluzioni dildtd coniugato a 5 pg/ml, in 5 diversi solventi e
conservati a 4°C. | solventi usati erano: (1) acdséillata, (2) PBS pH 7.4, (3) dimetilsulfossido
(DMSO), (4) tampone Tris-HCI pH 7.0, (5) tamponelisocarbonato pH 9.6. Tali soluzioni sono
state analizzate al giorno O (alla preparazioriggjcano 2 e al giorno 6, alle concentrazioni di 20

10,5 e 2.5 ng/ml.

Con lo scopo di migliorare le caratteristiche dejgio immunoenzimatico, esso é stato condotto
anche applicando alcune variazioni rispetto al @donento precedentemente descritto, riportate di
seqguito:

1- Utilizzo nella fase iniziale di “coating” di una mgiore quantita (2 pg/pozzettto) di
anticorpo monoclonale per pozzetto per saturardionegjti di legame sulla piastra.

2-  Presenza di ovalbumina 1 mg/ml nella soluzioneadel$sina, per stabilizzarne la struttura e
facilitarne il mantenimento in soluzione.

3-  Utilizzo come tampone di PBS con Tween 20 allo%.{dove specificato con latte al 2 %)
in tutti i passaggi anziché solo PBS per aumentaparte specifica del segnale e sfavorire i legami
aspecifici.

4-  Estensione dei tempi di incubazione a 1 ora p#aldcking”, 2 ore per la tossina, 2 ore per
I'anticorpo policlonale di riconoscimento, 1 orar fanticorpo secondario per assicurarsi che tutte

le interazioni degli anticorpi coi vari antigenggungano il plateau.
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5- Estensione del tempo di sviluppo con TMB a 30 mar pdurre la variabilita nella
rilevazione che si pud avere per motivi logisticincuna incubazione breve di 5 min e per
aumentare la sensibilitd del test a basse cone@ntiali tossina.

6-  Utilizzo per il riconoscimento degli anticorpi pdbnali purificati per affinita dal siero di
coniglio su colonna funzionalizzata con palitossjestratta d&. tuberculosa), in modo da poter

utilizzare un reattivo di migliore qualita e conmoii interferenti.

3.4 Messa a punto di un metodo funzionale per Ieiamento delle palitossine: saggio
emolitico

Il saggio emolitico per il rilevamento delle pafigine € stato messo a punto impiegando sangue
murino, secondo le operazioni riportate di seguito:

1) Prelievo del sangue. Se non diversamente iralisaho stati utilizzati topi CD-1 femmine
(Harlan Laboratories; San Pietro al Natisone, d)alstabulati come descritto nella sezione 3.1. Il
prelievo é stateffettuato dalla vena facciale raccogliendo il ssn@n provette contenenti sodio
citrato come anticoagulante (1 volume di sodiaatitrl29 mM per 9 volumi di sangue);

2) Diluizione del sangue 1:10 in tampone di lavgriBS pH 7.4, contenente Call mM e
HsBO3z 1 mM);

3) Centrifugazione a 300 g per 5 min a 4°C, rimpeialel surnatante ed aggiunta di un ugual
volume di tampone di lavoro;

4) Lavaggio del punto 3 ripetuto per altre duee/olt

5) Diluizione intermedia di 2.5 volte (1 volume singue 1:10 con 1.5 volumi di tampone di
lavoro, per ottenere sangue 1:25);

6) Conteggio delle cellule in camera di Burker (s ulteriore diluizione di 40 volte) e diluizione
alla sospensione di lavoro di 7.5%X@llule/ml (se non diversamente indicato);

7) Preparazione delle diluizioni seriali di tossingampone di lavoro in una piastra a 96 pozzetti

a fondo tondo (volume finale nel pozzetto: 100 pl);
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8) Utilizzo come controllo positivo (C+) di 3 pozzecon 100 pl di tampone di lavoro contenenti
0.1 % di Tween 20;

9) Utilizzo come controllo negativo (C-) di 3 posizeon 100 ul di tampone di lavoro;

10) Aggiunta ai pozzetti contenenti la tossina ecaitrolli di 100 pl della sospensione di lavoro di
eritrociti (volume finale nel pozzetto: 200 pl, c8r75x10 cellule/ml);

11) Incubazione della piastra a 37°C per 4 ore;

12) Centrifugazione della piastra a 300 g per 5aiC per separate il pellet cellulare non lisato;

13) Prelievo di 150 pl di surnatante da ciascurzetta e trasferimento in una nuova piastra a 96
pozzetti a fondo piatto;

14) Misurazione dell'assorbanza dell’emoglobinasdiata a 405 nm;

15) La lisi percentuale e espressa in rapportomtrolli comelisi% =100x

Il test e stato condotto utilizzando la palitossimequistata presso la Wako Pure Chemical
Industries Ltd (Osaka, Giappone), da cui € ricavaia soluzione madre 10 uM in etanolo acquoso
50 % e successivamente una diluizione di lavoro)(B® nM in etanolo acquoso 50 %, entrambe
conservate a -20°C. Dalla WS, per diluizione 1:A0tampone di lavoro, € stata preparata la
soluzione di calibrazione (CS) 12.5 nM da cui ssetaie ottenute le diluizioni finali in piastra del
punto (7); tale soluzione e stata preparata semprediatamente prima di ogni esperimento e non

riutilizzata il giorno successivo.

Per verificare la specificita dell’emolisi indottialle palitossine, passaggio necessario nell'analis
di campioni naturali, il saggio e stato condottccten aggiungendo ai pozzetti gli anticorpi
monoclonale e policlonale anti-PLTX utilizzati gesaggio immunoenzimatico (vedi sezione 3.3).
A tale scopo il punto (6) della procedura geneeéatato modificato aggiungendo alla sospensione

di eritrociti, durante la diluizione a 7.5x16ellule/ml, gli anticorpi monoclonali o policlonanti-
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PLTX alla concentrazione di 50 pg/ml (finali in piea: 25 pg/ml). Gli anticorpi, legando la
palitossina, ne impediscono il legame al recetp@menendo gli effetti biologici ed evidenziando la

componente specifica della lisi.

Il saggio € stato impiegato anche per valutaré¢iVitd emolitica di due analoghi della palitossina
disponibili in quantita rilevanti: 42-OH-PLTX e esbcina-D. Il test & stato condotto come sopra
indicato impiegando delle concentrazioni di tossiamprese tra 2500 pM e 0.00128 pM. Al fine di
confermare la specificita dell’emolisi da palitossi e stata condotta in parallelo una inibizione co

gli anticorpi anti-PLTX.

Il saggio e stato condotto anche impiegando efttrogini ed umani. Il sangue umano é stato
fornito dall'azienda ospedaliera “Ospedali Riundi"Trieste come “buffy coat” e conservato a 4°C
per 3-4 giorni. Il sangue di pecora € stato forrdtdl’Azienda Sperimentale della Facolta di
Medicina Veterinaria dell’Universita di Udine. Es8atato diluito in soluzione di Alsever 1:1 (v/v),
in provette eparinizzate sterili, e conservato @ #ifo a 6 settimane. Poiché gli eritrociti ovird e
umani hanno un diverso contenuto in emoglobinaettspa quelli murini, & stato necessario
preparare una sospensione di eritrociti (puntoad) @ 0.5x18 cellule/ml per il sangue umano e in
1.5x1@ cellule/ml per il sangue di pecora (concentrazfimli pari a rispettivamente 0.25X16

0.75x16 cellule/ml).

Successivamente, il saggio é stato condotto witide un tampone di lavoro contenente i seguenti
cofattori: CaC} (da 0 a 5 mM) o acido borico (da 0 a 15 mM) oatetrato di sodio (da 0 a 15
mM). Le diluizioni di ognuno di questi tre cofatt@ono state realizzate in 100 pl di PBS in piastra
a 96 pozzetti a fondo tondo, in due serie. Ad wer&essono stataggiunti 50 pl di palitossina alla
concentrazione di 40 pM in PBS (per questo esperionta soluzione CS di tossina 12.5 nM e

preparata in solo PBS, senza calcio cloruro o abatco) e all’altra serie sono aggiunti 50 pl di
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PBS, per poter valutare quanto la lisi indotta @ditgssina sia aumentata dalla presenza del
cofattore. A pozzetti dei controlli negativi (C9reo stati aggiunti 150 pl di PBS, mentre ai pozzett
dei controlli positivi (C+) sono stati aggiunti 150 di PBS allo 0.1 % di Tween 20. Alle diluizioni

di cofattori, con o senza tossina, e ai contrahg stati aggiunti 50 pl di sospensione di eritipci

la sospensione di lavoro del punto (6) del protocgénerale é stata preparata in PBS senza calcio
cloruro o acido borico ad una concentrazione dk1 cellule/ml. La concentrazione della tossina,
dove presente, € di 10 pM finali. L'incubazionelagdiastra e la misurazione dell'assorbanza sono

state condotte come riportato precedentemente.

Poiché la palitossina sembra indurre 'emolisi celodo la resistenza degli eritrociti allo stress
osmotico, e stata verificata l'influenza dell'osmwdta del tampone di lavoro nei confronti
dell'attivita emolitica della palitossina. In unpesimento preliminare sono state preparate dilnizio
di PBS a diversa osmolarita in acqua distillatd % al 40 % di PBS finali; volume: 100 pl),
alle quali sono stati aggiunti 100 pl di sospemsidi eritrociti murini (7.5 x 10cellule/ml). La
piastra e stata incubata per 1 ora a 37°C per pgurare la lisi eritrocitaria, come descritto in
precedenza, e determinare la minima percentualBB8 necessaria per mantenere integri gli
eritrociti (lisi % = 0) dopo 1 ora di incubazion®&lelle condizioni sperimentali cosi determinate,
stata successivamente misurata I'attivita emoliticdiluizioni seriali di palitossina, preparatel ne
tampone di lavoro diluito, e la sua inibizione datp dell'anticorpo monoclonale e degli anticorpi

policlonali anti-PLTX.

3.5 Studio eco-tossicologico sulle microalghe prétigi di palitossine nel Golfo di Trieste
Campionamento. Campioni di acqua marina e di ciottoli ricopettiun materiale mucillaginoso
sono stati raccolti il 28 settembre 2009 in loéaltanovella de’ Zoppoli (Golfo di Trieste), in
concomitanza ad una proliferazione di cellule dateyeOstreopsis in tale localita. In particolare,

sono stati raccolti due campioni, uno di acquaugesficie a 10 m dalla costa (Canovella 1) e ialtr

~ 38 ~



Materiali e Metodi

di acqua in prossimita dei ciottoli (Canovella Ryampioni per I'identificazione tassonomica sono
fissati in soluzione di Lugol all’'l % e glutaraldei al 2.5 %. L’osservazione microscopica e la
caratterizzazione della popolazione cellulare tastffettuata dal Prof. G. Honsell dell’'Universitia

Udine tramite microscopio invertito in luce trassesa contrasto di fase (Leitz Diavert; Leica,

Wetzlar, Germania). La conta cellulare e effettuwata il metodo di Utermohl (1958).

Analisi immunoistochimica. Campioni di cellule diOstreopsis sono stati sottoposti ad analisi
immunocitochimica, impiegando gli anticorpi monatte e policlonale anti-PLTX, al fine di
individuare la presenza di palitossine nelle celld®arallelamente, sono state analizzate cellule in
coltura diCoolia monotis quale specie di dinoflagellati non produttriceRLiTX. In particolare,
sono state eseguite le seguenti operazioni:

1. Aliquote di sospensioni cellulari sono state déumgate a 300 g per 5 min a temperatura
ambiente fino ad ottenere un pellet visibile.

2. | campioni sono stati fissati in paraformaldeitl2 & in PBS per 24 ore e sezioni di 10 um
sono state ottenute al criostato (Leica; Wetzlarn@ania) e depositate su vetrini rivestiti
di poliornitina (Sigma-Aldrich; Milano, Italia).

3. Le sezioni sono state disidratate per una nagengeratura ambiente.

4. | siti aspecifici sono stati bloccati mediantegtigunta di siero di capra al 10 % in tampone
TBB (50 mM Tris-HCI pH 7.5, contenente 150 M sodloruro, 2 % BSA) per 30 min a
temperatura ambiente.

5. | campioni sono stati incubati con I'anticorpo motonale (10 pg/ml) o con l'anticorpo
policlonale (diluizione 1:2000 del siero immune}id?PLTX per una notte a 4°C. Siero
preimmune di coniglio (diluito 1:2000) e anticorpecondari sono stati usati come
controllo negativo. Gli anticorpi sono stati diluit TBB.

6. | campioni sono stati lavati per quattro voltetampone TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.5,

contenente sodio cloruro 150 mM)
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7.1 campioni sono stati incubati per 1 ora a tempgeatmbiente con gli anticorpi secondari
(rispettivamente anti-IgG di topo e anti-IgG di @io per il monoclonale e per il
policlonale, coniugati con il fluorocromo Alexa Br® 488 (Invitrogen, Milano, Italia)
diluiti 1:200 in TBB.

8. | campioni sono stati sottoposti a lavaggio peattyo volte mediante tampone TBS.

9. 1 nuclei delle cellule sono stati colorati con ldbst 33258 (10 pg/ml in PBS; Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) per 5 min a temperaturalaante.

10.1 campioni sono stati lavati con PBS e con acqukQrina volta.

11.1 campioni sono stati trattati con il montante Molv88 (Sigma-Aldrich; Milano, Italia)
ed osservati in doppio cieco al microscopio a #scenza Nikon E800 (Nikon Instruments
Europe B.V., Kingston, Regno Unito). Sono statitudae set di filtri per il segnale di
Hoechst 33258 (filtro di eccitazione: 340-380 nititd di barriera: 435-485 nm) e per il
segnale di Alexa Fluor® 488 (filtro di eccitazio0-500 nm, filtro di barriera: 510-560

nm).

Coltura di cellule di Ostreopsis. Campioni di cellule diOstreopsis ovata sono stati posti in
coltura presso il laboratorio della Prof.ssa PedeldiUniversita di Urbino. Le colture sono state
mantenute in bottiglie di vetro da 1 litro contened00 ml di medium f/4 sterile (soluzione di
Guillard; Sigma-Aldrich, Milano, Italia) a 23 = 1°€n illuminazione a fluorescenza (flusso di 100
HE m? s?) e fotoperiodo di 14:10 ore luce:buio. Subcampideila coltura in fase di crescita
esponenziale (giorno 10 dall’avvio della colturstgzionaria (giorno 18) e senescente (giorno 25)
sono stati recuperati mediante centrifugazione @04@ per 15 min e sottoposti ad analisi in

spettroscopia Raman e LC-MS ad alta risoluzione (lGRVIS).

Analisi mediante spettroscopia Raman. Per le analisi mediante spettroscopia Ramampaani

di microalghe in coltura sono stati fissati in garmaldeide al 2 % in mezzo di coltura e
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centrifugati a 300 g per 5 min a temperatura ambidhpellet cellulare e stato quindi risospeso in
circa 100 pl di acqua marina artificiale, controtla al microscopio la densita cellulare.
Un’aliquota delle cellule é stata lavata tre valten 100 pul di miscela acetone:esano 1:1 (5 min a
4°C, sequiti da centrifugazione 5 min a 300 g)rnpauovere i pigmenti che possono interferire con
I'acquisizione dello spettro Raman e risospesecqua marina artificiale. E’ stato quindi acquisito
lo spettro sia delle cellule depigmentate che dillgunon depigmentate. Aliquote da 20 pl delle
preparazioni cellulari sono state depositare stintedi fluorite rivestiti di poliornitina e le chlle
sono state lasciate aderire per 1 ora. Le ossenaRaman sono state condotte con I'obiettivo in
immersione in acqua marina artificiale; spettnrgnagini sono stati realizzati tramite inVia Raman
system (Renishaw, Wotton-under-Edge; GloucestersRiegno Unito).

Parallelamente, & stato rilevato lo spettro Ramiamnd campione di palitossina di origine
commerciale (Wako Pure Chemicals Ltd; Okaka, GiappoAnalogamente e stato rilevato lo
spettro Raman del carotenoide peridinina (formulatdittura in Figura 9), pigmento tipico dei

dinoflagellati, ottenuto da un campione fornito@l dProf. Yasumoto dei Japan Food Research

Laboratories, Tokyo (Giappone).

Figura 9. Formula di struttura del carotenoide peridinina.

Analiss mediante cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di massa, ad alta
risoluzione (HR LC-MS). | pellet ottenuti dopo la centrifugazione delldlde di Ostreopsis in
coltura (nelle diverse fasi di crescita), conteheinta 3.0x16 cellule, sono stati conservati a -80°C
fino al momento dell’analisi mediante HR LC-MS, taoh determinare il contenuto in palitossine.

L'analisi &€ stata condotta presso il laboratorid gieippo del Prof. Fattorusso dell’Universita di
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Napoli “Federico II” Il pellet cellulare & stato ttmposto ad estrazione mediante trattamento con
ultrasuoni (30 min per 3 volte, in ghiaccio) in sx@lo acquoso al 50 %. Dopo ogni estrazione, i
residui cellulari sono stati separati mediante riigfazione a 6500 rivoluzioni al minuto per 10
minuti, recuperando il surnatante. | surnatantititsono stati analizzati direttamente mediante HR
LC-MS (sistema binario Agilent 1100 LC accoppiatbuna trappola ionica LTQ Orbitrap XY
equipaggiata con ESI ION MAY!) utilizzando la palitossina di origine commerci@¢ako Pure
Chemicals Ltd, Osaka, Giappone) come standard.

Analogamente, i campioni delle popolazioni natumili Ostreopsis raccolti nei due siti di
campionamento Canovella 1 e Canovella 2 sono estditanalizzati seguendo il procedimento

precedentemente descritto.
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4 RISULTATI

4.1 Tossicita acuta dopo somministrazione orale dellaTX

4.1.1 Mortalita osservata e sintomi registrati

In seguito ad una singola somministrazione oraleatliossina € stata osservata mortalita nel topo a
partire dalla dose di 600 pg/kg, con una letaléghd®D0 % alla dose di 1697 pg/kg. In Tabella 4
riportata la mortalita per ogni dose di tossina swonistrata e il tempo di sopravvivenza dei topi
deceduti. La Dk calcolata risulta di 767 pg/kg (limiti di confideza 95 % tra 549 pg/kg e 1039

Hg/kg).

Tabella 4. Mortalita da palitossina entro 24 h dalla sommmazibne acuta per via orale nel topo.

Dose Mortalita Tempo di sopravvivenza
(ng/kg) | (deceduti / totali) (h:min dalla somministrazione)

0 0/5 -

300 0/5 —

424 0/5 -

600 2/5 1:30 - 9:54

848 3/5 5:56 — 8:36 — 11:34

1200 4/5 1:24 - 3:56 - 4:.00 - 6:24

1697 5/5 0:40 — 2:16 — 2:37 — 4:46 — 9:02

| sintomi osservati negli animali trattati con @ss$ina comprendono spasmi (86 % degli animali
deceduti in seguito al trattamento), paralisi (80 @fficolta respiratorie (70 %), “jumping” (50 %)

“scretching” (57 %). Gli animali sopravvissuti alattamento non hanno mostrato sintomi di
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tossicita, a parte episodi di “scretching” registeanche alle dosi piu basse, in cui non si € avuta

letalita.

41.2 Alterazioni ematocliniche

| topi trattati con PLTX hanno mostrato un aumenmigpetto ai controlli, dei livelli plasmatici di

creatina fosfochinasi (CPK), lattato deidrogendddH) a partire dalla dose di 600 pg/kg e
aspartato aminotransferasi (AST) dalla dose di |8g&g. L’aumento maggiore si € avuto per la
CPK, che ha raggiunto il 710 %, seguito dalla LI %) e dalla AST (188 %). Per la alanino
aminotransferasi (ALT) si € avuto un aumento sigativo (del 105 %) solo alla dose di 848
pna/kg. | livelli di creatinina, invece, non hannabgo alterazioni, indicando un ridotto

coinvolgimento dei reni. | risultati relativi ai pametri misurati sono riportati in Tabella 5.
Rispetto agli animali di controllo, non si sono @ce rilevate alterazioni significative nella

formula leucocitaria (Tabella 6).

4.1.3 Alterazioni all’analisi necroscopica, istologica edtrastrutturale

All'analisi autoptica si sono osservati degli asaenti a livello della parete dello stomaco non
ghiandolare in 7 dei 10 topi deceduti in seguitoratamento con la tossina.

Gli organi in cui si sono osservate alteraziorl@mgiche sono stomaco, fegato, pancreas e reni.
Alterazioni istologiche sono state riscontrate siagli animali morti entro 24 ore dalla
somministrazione della tossina che in quelli sopissuti fino a 24 ore.

La quasi totalita degli animali morti entro le 2de dva mostrato una ridotta quantita di glicogeno
epatocellulare ed una diminuzione del materialeresedo negli acini ghiandolari pancreatici
(Figura 10c-10d). La riduzione del glicogeno epaliotare € stata osservata a partire dalla dose di
600 pg/kg. Inoltre, una minima o leggera vacuolzzzae epatocellulare é stata osservata in 5 su 5

animali trattati con 1200 pug/kg e in 1 su 5 trattah 1697 pg/kg di palitossina (Figura 10a-10b). A
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livello renale, & stata riscontrata una dilataziar®lare di minima o lieve entita in 1 su 5 animal

trattati con 1200 pg/kg e in 2 su 5 animali trattah 1697 pg/kg di tossina (Figura 10e-10f).

Tabella 5. Parametri ematoclinici nei topi trattati con padiina.

Dose LDH AST ALT CPK Creatinina
(1g/kg) (Ui (Ui (Ui (Ul (mg/dl)
0 1188.2+107.1 90.6+6.8 44.4+8.8 575.6+£105.7 0.B+0.

300 1507.6£72.3 85.415.6 33.6+1.8 550.6+55.2 0.3+0.1
(+27%) (-6%) (-24%) (-4%) (0%)

424 1090.2+161.3 94.8+16.3 62.8+17.3 640.4+142.4 0.5+0.1

(+8%) (+5%) (+41%) (+11%) (+67%)

600 2985.2+684.7 168.6+36.3 40.8+6.7 2751.8+730.5 0.3+0.1
(+151%) (+86%) (—8%) (+378%) (0%)

848 3816.8+195.0 260.8+39.8 90.84+6.4 4659.8+441.7 0.5+0.1

(+221%) (+188%) (+105%) (+710%) (+67%)

1200 4124.4+321.1 216.3+29.7 52.3t5.9 4654.5£195.6 0.3+0.1
(+247%) (+139%) (+18%) (+709%) (0%)

1697 2798.3+571.0 182.8+11.6 47.5+4.4 3864.3+396.4 0.4+0.1

(+136 %) (+102%) (+7%) (+571%) (+33%)

Sono riportate le medie + errore standard deitasiubttenuti su 5 animali, in parentesi l'incrertwepercentuale rispetto
ai controlli. (*) differenza statisticamente sificativa rispetto ai controlli (p < 0.05) al tegt i Student.

Tabella 6. Formula leucocitaria nei topi trattati con paliioss

Dose (ng/kg)| Neutrofili (%) Linfociti (%) Monocit(?o) | Eosinofili (%) | Basofili (%)
0 19.8+1.4 79.4£1.9 0.6+0.2 0.4+0.2 0.0+0.0

300 28.416.9 70.4+7.2 0.6+0.2 0.4+0.2 0.2+0.2
424 16.4+1.4 82.6+1.5 0.6+0.2 0.4+0.2 0.0+0.0
600 16.8+1.2 82.0+0.7 0.4+0.2 0.8+0.4 0.0+0.0
848 29.047.2 70.0£7.5 0.8+0.3 0.3+0.3 0.0+0.0
1200 18.2+1.2 80.4+1.6 0.8+0.2 0.6+0.2 0.0+0.0
1697 22.8+7.8 75.818.0 0.8+0.3 0.5+0.3 0.3+0.3

Sono riportate le medie * errore standard deltaswttenuti su 5 animali.
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Figura 10. Immagini al microscopio otticdi fegato, pancreas e reni di topi morti dopo émattnto con palitossia per
via orale. Colorazione con ematossilina-eosina(lfa)fegato 20x, (c)-(d): pancreas 20x, (e)-@nir5x. (a)-(c)-(e):
animali di controllo, (b)-(d): animali trattati cdr200 pg/kg di PLTX, (f): animale trattato con 1683/kg di PLTX.
Negli animali sopravvissuti per 24 ore dopo la sonsirazione, le principali alterazioni
evidenziate dall'analisi istologica comprendevama infiammazione acuta di minima o moderata

entitd nello stomaco non ghiandolare (mucosa, snitosa e tonaca muscolare), a partire dalla

dose di 424 pg/kg (Figura 11). Nell'unico animatigttato con 1200 pg/kg e sopravvissuto alle 24
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ore, e stata osservata una vacuolizzazione ephtiacela livello del fegato e calcificazioni tubola
a livello dei reni.

Il muscolo scheletrico e quello cardiaco sono stattoposti ad analisi ultrastrutturale mediante
microscopia elettronica a trasmissione (TEM). Aftacroscopia elettronica si sono rilevate
alterazioni al muscolo scheletrico, quali degenerez fibrillare e aggregati di mitocondri
tondeggianti (Figura 12), con incidenza dose-dipetel 1l tessuto cardiaco ha mostrato alterazioni
simili, dose-dipendenti, a livello dei mitocondaiggregati di organuli tondeggianti) e delle stmgtu

fibrillari (rarefazione) (Figura 13).

41.4 Implicazioni di sicurezza alimentare

Sulla base dei dati di letalita e delle rilevazisimitomatologiche, ematocliniche e istologiche fin
gui esposte pud essere stimata una NOEL (massis& ala@ui non si registrano effetti) per la

somministrazione orale acuta di palitossina neb p300 pg/kg.

Figura 11. Immagini al microscopio otticdi sezioni di stomaco non ghiandolare (20x) di sygpravvissuti alle 24 ore
dopo somministrazione orale di palitossina. Colm@ con ematossilina-eosina. (a): controllo, @mmale trattato
con 424 pg/kg di PLTX.
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Figura 12. Immagini almicroscopio elettronico di muscolo scheletrico.dajtrollo, (b) animale trattato con 1200
png/kg di PLTX. La barra indica 1 pm.

Figura 13. Immagini al microscopio elettronico di muscolo daod. (a) controllo, (b) animale trattato con 12@fikg
di PLTX. La barra indica 1 pum.

4.2 Caratterizzazione della 42-idrossi-palitossina

42.1 Scoperta e caratterizzazione strutturale del nuawalogo della palitossina
Durante I'attivita di ricerca si sono utilizzati @eampioni non commerciali di palitossina forniti
dall'U.S. AMRIID (U.S. Army Medical Research Ingtie of Infectious Diseases) ed estrattiRdla

tuberculosae daP. toxica La caratterizzazione di questi due campioni madiaC-MS, effettuata
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dal gruppo del Prof. Fattorusso dell’'Universita degco 11" di Napoli, ha indicato la presenza di
due tossine analoghe: la palitossina e un suosddesivato, finora mai descritto in letteratura L
posizione del gruppo OH é stata determinata in @4fite caratterizzazione NMR; permane
tuttavia una incertezza sulla stereochimica nedsizione C41 dell’'analogo. Il campione estratto da
P. tuberculosa risultato composto per il 51 % da 42-OH-PLTXee i 49 % da PLTX, mentre il
campione diP. toxicaé risultato essere costituito per il 91 % da 42 X. Considerato che
anche la palitossina commerciale (Wako Pure Chdnmnchustries Ltd; Osaka, Giappone) viene
venduta con una purezza dichiarata > 90 % senedaultdettagli, I'estratto dP. toxicae stato
considerato ad alto livello di purezza in 42-OH-RLTed utilizzato per le successive

caratterizzazioni del composto.

4.2.2 Tossicita acuta per via della 42-idrossi-palitossimel topo

Al fine di confrontare la tossicita del nuovo argdocon quella della PLTX, é stata valutata la
tossicita acuta per via orale della 42-OH-PLTX two. La mortalita osservata, e riportata in
Tabella 7, rispecchia la potenza osservata pepnhposto nativo, anche se e stata riscontrata
mortalita a partire dalla dose piu bassa sommatest(300 pug/kg). La D della 42-OH-PLTX €&
risultata pari a 651 pg/kg (limiti di confidenza 9%tra 384 e 1018 pg/kg), ed i sintomi registrati
sono analoghi a quelli osservati per la palitossicen paralisi degli arti posteriori (80 %),
“lumping” (70 %), “scretching” (40 % degli animatnorti nelle 24 ore), difficolta respiratorie e
cianosi (30 %). Gli animali sopravvissuti al tratianto hanno mostrato solo episodi di “scretching”

(40 %).

L’'analisi dei parametri ematoclinici ha rilevate analogia col composto nativo, un aumento
statisticamente significativo (p<0.05) nei livgllasmatici di LDH, AST (dalla dose di 600 pg/kg),
ALT e CPK (dalla dose di 848 pg/kg). In questo espento abbiamo incluso I'analisi dei livelli

ematici di potassio, considerata la capacita gelldgossina di indurre una rapida perdita di patass
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dalle cellule. La kaliemia e risultata significatimente piu alta dei controlli a partire dalla ddse

848 ng/kg, come riportato in Tabella 8.

Tabella 7. Mortalita da 42-idrossi-palitossina entro 24 Halabmministrazione acuta per via orale nel topo.

Dose Mortalita Tempo di sopravvivenza

(na/kg) | (deceduti / totali) (h:mindalla somministrazione)
0 0/5 --

300 1/5 2:44

424 1/5 1:35

600 3/5 0:52 - 1:26 - 2:34

848 215 2:14 - 2:27

1200 415 0:52 - 1:25 - 3:08 - 5:32

1697 5/5 0:47 - 1:.02 - 2:01 - 7:43 - 8:02

Tabella 8. Valori della kaliemia riscontrati nei topi traftabn 42-idrossi-palitossina.

Dose (ug/kg) K (mEg/l)
0 6.1x0.1
300 6.5+ 0.2 (+7 %)
424 6.5+ 0.4 (+7 %)
600 6.5+ 0.2 (+7 %)
848 7.4+ 0.3 (+21 %)*
1200 7.0 0.3 (+15 %)*
1697 12.0 + 0.9 (+97 %)*

Sono riportate le medie + errore standard deitasiudttenuti su 5 animali, in parentesi l'increrteepercentuale rispetto
ai controlli. (*) differenza statisticamente sificaitiva rispetto ai controlli (p < 0.05) al tedt ti Student
4.2.3 “Binding” della 42-OH-PLTX e della PLTX alla N&K*-ATPasi
Palitossina e 42-idrossi-palitossina hanno mostratdidentica capacita di spiazzare la
[*H]ouabaina (5 nM) dalla N&*-ATPasi (NAKA) usata alla concentrazione di 40 pig/oon
delle IGo di 29.4 + 3.1 nM (PLTX) e 28.2 + 7.0 nM (42-OH-PX)I La ouabaina ha mostrato una

affinita per il sito di legame sulla NAKA leggermenmaggiore rispetto alle due tossine, riuscendo
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a spiazzare la sua controparte radiomarcata conl@snadi 9.0 + 0.9 nM. Lo spiazzamento

concentrazione-dipendente é riportato in Figura 14.

0 .
® ouabaina
o0 PLTX
20 - 42-OH-PLTX
XX
(@]
|5
£ 40 A
[©]
N
©
o
[9p] 60 -
80 -
100 SRR e

0,1 1 10 100 1000
Concentrazione analita [nM]

Figura 14. Spiazzamento delldHJouabaina (5 nM) indotto da PLTX e 42-OH-PLTX siMa’/K*-ATPasi (40 pg/ml)
dopo incubazione di 4 ore a 37°C (media * erraardsrd di 3 esperimenti).

4.2.4 Attivita emolitica della 42-OH-PLTX e della PLTX
Nel saggio emolitico, la 42-OH-PLTX e stata in gyvadi indurre la lisi eritrocitaria in maniera
concentrazione-dipendente, paragonabile a quellatten dalla PLTX (come indicato in § 4.4.1),
con valori di EGo rispettivamente di 7.6 + 0.5 e 13.2 £ 0.1 pM. tikata emolitica di entrambe le
tossine € stata inibita da anticorpi anti-PLTX, eonisulta dal grafico in Figura 15. In presenza di

anticorpo monoclonale anti-PLTX (73D3) a 25 pg/ma una calo delle Egdi oltre un ordine di

grandezza.
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Figura 15. Emolisi indotta da 42-OH-PLTX e PLTX ed inibizione jpiarte dell’anticorpo monoclonale anti-PLTX
(73D3) a 25 pg/ml (media + errore standard di gsgenti).

4.3 Test ELISA

43.1 Curva concentrazione-risposta iniziale

Il test immunoenzimatico, messo a punto impiegaladpalitossina commerciale (Wako Pure
Chemical Industries Ltd; Osaka, Giappone) secoraloprocedura sperimentale inizialmente
sviluppata, ha mostrato la risposta concentrazidpendente, riportata in Figura 16, dando una
prima idea delle “performance” del saggio €& 9.4 ng/ml). Il range di linearita di risposta e

considerato tra 2.5 e 40 ng/ml (corrispondentela hiM).
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Figura 16. Curva di calibrazione della PLTX nel “sandwich” EA$diretto (media + errore standard di 3
esperimenti).

4.3.2 Reattivita nei confronti degli analoghi della pakisina
La risposta in “sandwich” ELISA indiretto degli daghi della palitossina (42-OH-PLTX e
ostreocina-D) e riportata in Figura 17. Mentre 2+idrossi derivato della PLTX é stato rilevato
dagli anticorpi nello stesso range di concentrazietia PLTX, I'ostreocina-D (che differisce dalla
PLTX in 5 posizioni prossime all’estremita idrossihinale) ha mostrato una reattivita percettibile

solo alle concentrazioni piu alte (> 40 ng/ml).
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Figura 17. Reattivita nel “sandwich” ELISA indiretto di Ost-D42-OH-PLTX rispetto alla PLTX (media + errore
standard di 3 esperimenti).

4.3.3 Reattivita nei confronti di altre tossine algali

Per valutare la specificita degli anticorpi antid{, & stata valutata la possibile interferenza nel
test ELISA di yessotossina, acido okadaico, acidmnalco, brevetossina-3 e saxitossina.
L'ostreocina-D e stata inclusa nell’analisi perr@ena piu chiara immagine della sua reattivitd, da
momento che negli esperimenti precedenti ha mastratavvio di segnale da concentrazioni 10
volte superiori rispetto a quelle della palitossina

Come visualizzato in Figura 18, a concentraziono fa 100 pg/ml, ossia 4 ordini di grandezza
superiori a quelle riconosciute di palitossina, ostata riscontrata alcuna reattivita delle pdssib
tossine interferenti, a prova della specificita Idemticorpi utilizzati. Come atteso, il segnale
dell'ostreocina-D risulta invece ben rilevabileaationcentrazione di 100 ng/ml e superiori, in linea
con i risultati degli esperimenti precedenti. Quepbrta a ipotizzare che uno degli anticorpi

utilizzati sia reattivo verso la parte idrossitemale della PLTX.
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Figura 18. Reattivita nel “sandwich” ELISA indiretto di acid&adaico, yessotossina, acido domoico, brevetossina-
saxitossina ed ostreocina-D (media * errore stahdia8 esperimenti).

4.3.4 Reattivita nei confronti della palitossina biotiaih ed effetto del tampone

Il problema maggiore riscontrato negli esperimel@scritti € stata la bassa riproducibilita dei
risultati: il segnale prodotto dalla palitossinade, infatti, a variare da una soluzione madraliié
e a calare nel tempo per una stessa soluzione meeprarata alla concentrazione di 25 pg/ml dalla
tossina commerciale. Questa considerazione, unit@malle informazioni di letteratura sulla
capacita della tossina di dimerizzare in soluzierdt adsorbirsi a superfici plastiche (Taylor et al
1991), oltre a misurazioni di dicroismo circolareff¢ttuate dal gruppo del Prof. Benedetti
dell’'Universita di Trieste) che ne confermavanaeamportamento ambiguo in soluzione, ci hanno
portato a cercare una soluzione a questo problema.

E’ stato cosi preparato, dal gruppo del Prof. Bettecun campione di palitossina coniugata alla
biotina. La scelta di valutare la risposta e sii@bih “sandwich” ELISA di questo coniugato si
basata essenzialmente su tre motivi:

1) Il coniugato é stato prodotto con la tossina nomroerciale estratta da. tuberculosala
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stessa usata per la produzione di anticorpi, edpodibile alla concentrazione di 5 mg/ml, molto
piu elevata rispetto ai 25 pg/ml ottenibili da yomeparazione commerciale.

2) |l rapporto di coniugazione € 1:1, con il gruppabessilico della biotina legato a quello
amminico della palitossina, costituendo una mokeamhivocamente definita. | coniugati della
PLTX con proteine come la albumina (BSA) invececsoastituiti da piu molecole di tossina legate
alla proteina, in numero variabile. Inoltre non mssono escludere eventuali interazioni non
covalenti della tossina con la BSA.

3) 1l blocco del gruppo amminico della palitossinaimpedisce la dimerizzazione (Inuzuka et
al., 2007, 2008), riducendone la variabilita di pammamento in soluzione.

Al momento del suo primo utilizzo in ELISA, la salane madre di PLTX-biotina era stata
conservata a 4°C in acqua distillata per circammoadalla sua preparazione; sono stati eseguiti 3
esperimenti indipendenti, la cui media e riporiat&igura 19. Per questi esperimenti, le diluizioni
di lavoro di tossina 5 pg/ml sono state preparatepse fresche il giorno dell’esperimento, a partire

dalla soluzione madre 5 mg/ml.

25

2,0 A

1,54

1,0 1

Assorbanza a 450 nm

0,5

0,0 A

'0,5 T T T T T T T T T T T
320 160 80 40 20 10 5 25 1,25 0,62 0,31

PLTX-biotina [ng/ml]

Figura 19. Risposta in “sandwich” ELISA indirettdel coniugato PLTX-biotina (media * errore standsird
esperimenti).
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Il coniugato PLTX-biotina ha dimostrato di possedana buona reattivita in ELISA ad un anno

dalla sua preparazione, in un range di concenmazenalogo a quello della palitossina

commerciale.

In Figura 20 sono riportati i risultati delle progiestabilita della PLTX-biotina, come diluizioné d

lavoro 5 pg/ml conservata a 4°C, effettuate a —62yiorni, in diversi tamponi/solventi.
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Figura 20. Stabilita della diluizione di lavoro a 5 pg/ml di'PX-biotina in diversi tamponi/solventi conservatd ‘. |
tamponi/solventi testati sono: acqua distillataSR# 7.4, dimetilsolfossido, Tris-HCI pH 7.0, tanmgocarbonato pH
9.6. L'esperimento € stato condotto in concomitaletia preparazione delle soluzioni (t 0), dopo&gji (t 2), dopo 6

giorni (t 6).
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In tutti i casi si € osservato un considerevol® dilreattivita dopo 6 giorni, ad indicare che la
diluizione 5 pg/ml € instabile nelle condizioni spgentali utilizzate. Si € portati a pensare che
nella soluzione madre piu concentrata (5 mg/mipldi X-biotina, I'elevata concentrazione giochi
un ruolo nel prevenire il calo del segnale, assiaflee stabilizzazione della forma monomerica

conseguente al blocco del gruppo amminico terminale

435 Miglioramenti metodologici del saggio immunoenzicat

La valutazione di alcune variabili sperimentali ahte I'ultima parte dell’attivita di ricerca finora
dedicata al “sandwich” ELISA, come descritto ned@zione Materiali e Metodi, ha portato al
miglioramento della curva concentrazione-rispostamne visualizzato in Figura 21. In questi
esperimenti si & ottenuta una buona correlazionelate (R = 0.9989 per l'interpolazione con la
funzione logistica a 4 parametri) con unasiE@i 8.52 + 0.35 ng/ml ed un aumento del segnale
(assorbanza a plateau di circa 1.6, rispetto alélld procedura generale). Il range di rilevabilita
della tossina &€ confermato tra 40 e 1.25 ng/ml. s@@iemate queste modificazioni, il protocollo
generale descritto nella sezione Materiali e Metaigine ad essere cosi modificato:

1) *“Coating”: incubazione con I'anticorpo monoclonasti-PLTX a 2 ug per pozzetto (100
ul), per 16 ore a 4°C;

2) “Blocking”: con latte in polvere al 2 % in PBS-Twe0 (0.1 %) (200 pul), per 1 ora a
temperatura ambiente;

3) 3lavaggi con PBS;

4)  Preparazione di una diluizione di lavoro di PLTXma a 5 pg/ml in acqua distillata con
ovalbumina 1 mg/ml (da utilizzare in giornata)

5) Dalla diluizione di lavoro, preparazione di dilwmi seriali di PLTX-biotina in PBS-Tween
20 (0.1 %) ed aggiunta nei pozzetti (100 ul); ezione per 2 ore a temperatura ambiente;

6) 3lavaggi con PBS-Tween 20 (0.1 %); 3 lavaggi e&s;
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7)  Aggiunta dell’anticorpo policlonale anti-PLTX pudéto per affinita come diluizione 1:300
(la concentrazione stimata della soluzione mads® ¢ g/ml). La diluizione é realizzata in PBS-
Tween 20 (0.1 %) con latte al 2 % (100 ul) e I'ibamione € di 2 ore a temperatura ambiente;

8) 3 lavaggi con PBS-Tween 20 (0.1%); 3 lavaggi cosPB

9) Aggiunta anticorpo secondario commerciale (100 dlljito 1:2000 in PBS-Tween 20
(0.1%) con latte al 2 % ed incubazione per 1 dengeratura ambiente;

10) 3 lavaggi con PBS-Tween 20 (0.1 %); 3 lavaggi cB&P

11) Aggiunta di 60 pl di TMB e sviluppo per 30 min alib;

12) Blocco della reazione con,8O; 1 M (30 pul) e lettura dell’'assorbanza a 450 nnrcebt

min.

2,5

2,0 A

1,5 1

1,0 1

0,5 A

Assorbanza a 450 nm

0,0 A

'0,5 T T T T T T T T T T T
320 160 80 40 20 10 5 25 1,250,6250,3125

Concentrazione tossina [ng/ml]

Figura 21. Risposta in “sandwich” ELISA indiretto del coniug&®bTX-biotina utilizzando il protocollo sperimentale
perfezionato (media + errore standard di 3 espettine
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4.4 Saggio emolitico

44.1 Curva concentrazione-risposta ottenuta in saggiolémo
La curva concentrazione-risposta ottenuta al sagigiolitico su sangue di topo per la palitossina e
riportata in Figura 22. La sua E£e di 13.2 + 0.13 pM e la linearita di risposta, cu poter
guantificare la tossina, & stata considerata ttaGga e la EGo, rispettivamente di 6.6 pM e 26.4
pM. Questo intervallo di concentrazione €& di malferiore rispetto a quello individuato nel

“sandwich” ELISA indiretto descritto in precedena25 — 40 ng/ml, pari a 0.5 — 15 nM).

120

100 ~

80 -

[o2]
o
1

Emolisi [%]
N
(@)

20 A

'20 T T T T T T T T T
400 160 64 256 10,24 41 164 066 0,26

Concentrazione tossina [pM]

Figura 22. Curva concentrazione-risposta della palitossinaaggiio emolitico eseguito su sangue di topo (media
errore standard di 5 esperimenti).

4.4.2 Inibizione dell’emolisi da anticorpi anti-palitoss
Gli anticorpi anti-PLTX monoclonale (mAb) e polidale (pAb), gia utilizzati nel test ELISA,

sono stati utilizzati al fine di inibire 'emolisia palitossina, in quanto I'analisi di campioniurati
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richiedera I'utilizzo di un inibitore per verifica la specificita dell’emolisi. Questa potrebbeattif

essere dovuta da altre possibili sostanze emdditpresenti nei prodotti ittici o nelle microalghe
potenzialmente produttrici di palitossina. Dal grafin Figura 23 si nota come i due anticorpi,
utilizzati a 25 pg/ml, siano equamente efficaci mélirre la potenza emolitica della palitossina di

circa un ordine di grandezza, similmente a quasgekvato da Bignami (1993).

120

—e— PLTX
—o— PLTX + pAb
—v— PLTX + mAb

100 -

80 -

60 -

40 -

Emolisi [%0]

20 1

T

1 pD a0 14D (00 (3 (D oD b oD

.

Concentrazione tossina [pM]

Figura 23. Emolisi da PLTX ed inibizione con anticorpi monocln@nAb) o policlonale (pAb) anti-PLTX a 25
pg/ml (media * errore standard di 3 esperimenti).

4.4.3 Emolisi da parte degli analoghi della palitossina
Analogamente a quanto effettuato al test ELISAtagasvalutata I'attivita emolitica di 42-OH-
PLTX e Ost-D ed il potere inibitorio sulla loro ehsb da parte degli anticorpi anti-PLTX
monoclonale (MADb) e policlonale (pAb). I risultabno riportati in Figura 24. Come descritto in 8§
4.2.4, il 42-idrossi derivato mostra un comportatneanalogo alla palitossina sia per potere
emolitico sia per la sua inibizione da anticorpti-®LTX. L'ostreocina-D invece appare meno

reattiva, con una Ef di circa 293 pM e una capacita inibitoria maggidee parte dell’anticorpo
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policlonale rispetto a quello monoclonale, anche gechi punti sperimentali non consentono una
precisa quantificazione. Tale dato & in accordoia@ultati ottenuti al test ELISA, relativi all'S-

D che era riconosciuta dagli anticorpi in misuraone rispetto alla PLTX ed alla 42-OH-PLTX.

120
100 - —e— 42-OH-PLTX
—o— 42-OH-PLTX + pAb
80 —v— 42-OH-PLTX + mAb
S
— 60 -
%)
£ 40
L
20 1
0 4
‘20 T T T T T
f)facp 600 ,\90 N 0‘6 0'\,6 fg,’L WE’L%@%
Concentrazione tossina [pM]
120
100 —e— QOst-D
—o— Ost-D + pAb
80 - —v— Ost-D + mADb
S
= 60 -
%)
g 40
w
20 +
0 4
'20 T T T T T

1600 o 'X«OO N 0% 0'\{"0 oq,'L WE’L%@%

Concentrazione tossina [pM]

Figura 24. Emolisi indotta da 42-OH-PLTX (in alto) e Ost-D fasso) ed inibizione da parte degli anticorpi
monoclonale (mAb) o policlonale (pAb) anti-PLTX (nied errore standard di 3 esperimenti).
4.4.4 Effetto della origine degli eritrociti
L’attivita emolitica della PLTX é stata valutatacie impiegando eritrociti ovini ed umani. La
differente emolisi ottenuta impiegando sangue pot@ecora e uomo é riportata in Figura 25. Per

guesta serie esperimenti & stata utilizzata, pdivimogistici, una soluzione madre di palitossina
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piu vecchia rispetto a quella utilizzata per gtrigdsperimenti, per la quale si &€ notata una paen
emolitica inferiore, quindi i risultati non sonordoontabili con quelli precedenti. Non di menogsi
notato come gli eritrociti di topo siano i piu siilgall'azione della palitossina (Bfg= 121 pM, in
guesto esperimento). Sangue umano e di pecora hspaesto in maniera tra loro simile, fornendo
dei valori di EGq rispettivamente di 1250 pM e 1846 pM. In entramioasi I'emolisi non ha
raggiunto il 100 % ma tendeva a fermarsi ad uneplatin prossimita del 50 %. Non e chiaro il
motivo di questa ridotta emolisi ma é plausibile ditampone usato non sia in grado di contribuire
ad indurre una lisi totale negli eritrociti umanidopecora in seguito all'azione della palitossina.
Per la maggiore sensibilita e la piu chiara rispaanolitica si € quindi deciso di continuare ad

utilizzare il sangue murino.

120
® Pecora
100 ~ o  Topo
v Uomo
80 -
S, 60 -
%)
g
5 40
20 A
O_
'20 T T T T T T
0,1 1 10 100 1000 10000 100000

Concentrazione tossina [pM]

Figura 25. Emolisi indotta da PLTX in eritrociti di pecora, top uomo (media * errore standard di 3 esperimenti)

445 Effetto di cofattori
In Figura 26 sono riportati i risultati dei testltva valutare I'effetto dei cofattori comunemente

utilizzati nei tamponi per il saggio emolitico, @sgli ioni calcio, I'acido borico ed il sodio
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pY

tetraborato (Habermann et al., 1983; Bignami, 1993ffetto dei cofattori & stato analizzato

separatamente, utilizzando una concentrazionelithggina pari a 10 pM, prossima all'L
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—o— PLTX (10 pM)
_ 80+
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120
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—— PLTX (10 pM
e (10 pM)
S
— 60 -
1)
©
E 40 1
L
2 D/Q
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-20 —
0O 2 4 6 8 10 12 14 16
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120
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801
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E 40 7
Ll
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0 . o .
-20

0O 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 26. Effetto dei cofattori calcio cloruro, sodio tetrabtw ed acido borico nel test emolitico, in preseozneno

di PLTX 10 pM (media + errore standard di = 3 egperiti).
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Y

In merito agli ioni calcio, si & notata una fortendisi dipendente dalla sua concentrazione,
indicando che errori dei suoi livelli nel tamponielal’oro possono facilmente dare variabilita nei
risultati del saggio emolitico o controlli negataccessivamente elevati. La sua emolisi copre guell
eventuale indotta da palitossina nelle nostre aowli sperimentali, non permettendo di valutarne
gli effetti come cofattore.

Si puo notare come il sodio tetraborato e l'acidoido abbiano un comportamento differente.
Con il sodio tetraborato si ha lo stesso comportame=molitico in presenza o assenza di
palitossina, con una lieve emolisi aspecifica diserie dalla concentrazione di tetraborato, che
indica uno scarso effetto come cofattore. Con dladborico si nota invece I'assenza di emolisi
aspecifica nel range di concentrazioni consideeatioparallelo incremento dell’emolisi indotta da
palitossina, indicando la sua capacita di aumeatapecificamente il potere emolitico. E’ stato

pertanto deciso di continuare ad utilizzare I'adidoico come cofattore.

4.4.6 Miglioramento metodologico: effetto dell’osmolarial tampone

Per valutare se fosse possibile applicare il saggisituazioni di monitoraggio quando é
necessaria una rapida risposta, e stata valuta¢siktenza alla lisi degli eritrociti di topo aveise
concentrazioni di PBS dopo 1 ora a 37 °C (Figura Da tali prove si € notato che la minima
concentrazione di PBS ancora in grado di manteinézgri gli eritrociti € pari a 62 % (emolisi = 0
%).

| risultati del saggio emolitico condotto in 1 @&7°C in tampone PBS al 62 % (saggio emolitico
ridotto) sono riportati in Figura 28, in confronton i risultati del saggio condotto con la procedur
classica (saggio emolitico normale) ovvero in tangBBS al 100 % e 4 ore di incubazione a 37°C.
Si nota come la risposta emolitica sia confrontabéi due saggi, a fronte di una forte riduzione de
tempi di esecuzione. Le EB§&xiscontrate sono di 15.9 + 0.44 pM e 13.2 * 0.08 pspettivamente

per il saggio ridotto e per quello normale.
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Figura 27. Emolisi rilevata in 1 ora a 37°C a diverse conceartra di PBS (media + errore standard di 3 espatiije
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Figura 28. Risposta emolitica in PBS 100 % a 4 ore (saggioliéownormale, linea---- ), PBS 62 % a 1 ora (&agg
emolitico ridotto, linea—) e PBS 100 % a 1 ora (ecolto negativo, linea----) (media * errore stardldr 3
esperimenti).

~ 66 ~



Risultati

Per contro, in 1 ora di incubazione in tampone BB&pre al 100 % non si rileva alcuna emolisi
(controllo negativo) per le concentrazioni di pz8gina utilizzatgFigura 28, linea tratteggiata).
Questo aspetto e particolarmente interessante @@atmetterebbe di distinguere I'emolisi dovuta
a palitossina da una emolisi aspecifica, semplicéeneonducendo il saggio in 1 ora in parallelo,
alle due diverse concentrazioni di PBS (62 % e %)0In particolare, nel caso di un campione
ignoto che dia emolisi in PBS al 62 % e non in RBR00 %, il risultato fornisce un forte indizio
della presenza di palitossina. Se invece I'ema@lisiiene ad entrambe le concentrazioni di PBS,
dopo incubazione per 1 ora, essa potrebbe dipentderen’azione aspecifica non imputabile alla
sola palitossina.

Come controllo della specificita della lisi, andhequesta versione “ridotta” del saggio emolitico
e stata condotta l'inibizione da anticorpi anti-B{TLa Figura 29 mostra come gli anticorpi
monoclonale (mADb) e policlonale (pAb), alla concanione di 25 pg/ml, siano equamente in grado

di inibire 'emolisi indotta da palitossina.
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Figura 29. Emolisi della palitossina nel saggio ridotto (PBS%.21 ora, 37°C) ed inibizione con anticorpi palithle
(pAb) o monoclonale (mAb) anti-PLTX alla concenta® di 25 pg/ml (media + errore standard di 3 éspatti).
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4.5 Indagine eco-tossicologica

45.1 Proliferazione di Ostreopsisel golfo di Trieste (settembre 2009)

Nel settembre del 2009 una proliferazioné@dtreopsi<f. ovatasi € avuta nelle locali acque del
golfo di Trieste, nella piccola spiaggia roccios&dnovella de’ Zoppoli, caratterizzata da zone di
acqua poco profonda (20—100 cm) e pozze di maeegalticolari condizioni meteorologiche calde
e soleggiate hanno portato il 28 settembre al pit&7 milioni di cellule/litro diO. ovata con la
formazione di un biofilm mucillaginoso che ricopiv ciottoli del fondale (Figura 30C). Cellule di
O. cf. ovata sono state rilevate su alghe ros&morg@llina officinalig attaccate ad una rete di
filamenti (Figura 30A-30B). Le cellule (diametro grpore: 48-65 um, diametro minore: 31-46 pum;
Figura 30D) sono state identificate cofe cf. ovata tramite analisi microscopica delle placche
tecali dal Prof. Giorgio Honsell dell’Universitai dJdine. L’identificazione tassonomica di
Ostreopsisé stata confermata dall’analisi molecolare effgdudalla Dr.ssa Antonella Penna
dell’'Universita di Urbino su sequenze di DNA ribasiale (LSU e ITS-5.8S rDNA), indicando la
presenza di un’unica speci@. cf. ovata (clade atlantico/mediterraneo). Le altre micrbelg
maggiormente presenti erano dinoflagellati benioriCoolia monotis e Prorocentrum sp.),
cianobatteri (Oscillatoriales), diatomedlitgschia cf. recurvg Naviculaceae,Gyrosigma sp.,
Coscinodiscussp.). Persone frequentanti la localita hanno itiferin concomitanza alla
proliferazione, una sensazione di prurito e lievolgpemi cutanei, pur senza richiedere a cure

mediche.
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Figura 30. Proliferazione dD. cf. ovatadi settembre 2009 a Canovella de’ Zoppoli. (Ajutelcresciute sorallina
officinalis, (B) formazione della rete filamentosa sulla mafga ed adesione delle cellule, (C) fondale sasisoso
prossimita della riva con parti del biofilm mucdiaoso, (D) immagine al microscopio ottico@icf. ovata

45.2 Analisi immunocitochimica

Le immagini ottenute dall’analisi immunocitochimisano riportate in Figura 31; la fluorescenza
verde QAlexa Fluor 488)indica la distribuzione degli anticorpi anti-PLTX la fluorescenza blu
(Hoechst 33258)i nuclei delle cellule delle microalghe. Sia l'aaipo monoclonale che Il
policlonale anti-PLTX hanno dato una forte positivhelle cellule diOstreopsis(100 % delle 68
cellule osservate) ma non nelle celluleGtiolia monotis(O % delle 28 cellule osservate), specie
rilevata insieme a@streopsisll siero preimmune di coniglio e gli anticorpi sedari usati come
controlli sono risultati non reattivi, indicando eclil segnale della fluorescenza verde € PLTX-
specifico. La marcatura € sostanzialmente citopddisan, con negativita nelle grandi vescicole
interne (probabilmente accumuli di lipidi), quintd palitossina non sembra accumularsi in

particolari distretti cellulari.
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Ostreopsis cf. ovata Coolia monotis

Anti-PLTX MAb

Anti-PLTX PAb

Figura 31. Immagini diO. cf. ovata(a sinistra) €. monotiga destra) marcate con anticorpi anti-PLTX monaalen
(in alto) e policlonale (in basso) osservate inroscopia ad epifluorescenza (fluorescenza blu diddst 33258
specifica per i nuclei; fluorescenza verde di Alélwar 488 specifica per la palitossina; la bardi¢a 10 pum).

4.5.3 Spettroscopia Raman
Dagli spettri Raman registrati (Figura 32) si nobane, in tutte le fasi di crescita@i cf. ovatain

coltura, sia confermata la presenza di peridinineome il lavaggio con acetone:esano (1:1) sia
efficace per la sua rimozione. Non é stato possibievare un segnale Raman direttamente
correlabile alla palitossina, né in cellule normadi in cellule depigmentate, in quanto manca il
segnale dei gruppi ossidrilici, che costituisce page importante dello spettro della tossina (fagu
32). Tuttavia, le cellule in tutte le fasi di cregaccondividono con lo spettro della palitossina un
segnale attorno a 1650 ¢melativo ai doppi legami C=C, probabilmente dovath acidi grassi
polinsaturi quali I'acido eicosapentaenoico (EPA):523) e l'acido docosaesaenoico (DHA,
22:6w3) cheOstreopsi® nota accumulare (Usup et al., 2008). E probaibiéela tossina risulti non
sia rilevabile al Raman a causa della sua locaiope citoplasmatica diffusa, come rilevato

mediante analisi immunocitochimica.

Lo spettro Raman della palitossina, finora assenletteratura, e dettagliato in Figura 33.
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Figura 32. Spettro Raman dD.cf. ovatain diverse fasi di crescita (esponenziale, platsanescente) e confronto con
gli spettri di peridinina (pigmento) e palitossih&. cellule sono fissate in paraformaldeide al 2%estra le cellule
normali e a sinistra quelle depigmentate in acetmamo (1:1).
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Figura 33. Spettro Raman della PLTX, campione commerciale ingrel (Wako).
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Dati di HR LC-MS sul contenuto di tossine

dalle analisi HR LC-MS.

colture cellulari e addirittura non rilevabile reeppopolazioni naturali.

In Tabella 9 e 10 sono riportati i contenuti insiog rilevati al’HR LC-MS rispettivamente di
colture cellulari (in diverse fasi di crescita) epplazioni naturali (campionamento Canovella 1 e
2). In entrambi i casi, il componente maggioreselto I'ovatossina-a (OVA-a), con minori quantita

di altre ovatossine (OVA-b, -c, -d/e). Il compostadre palitossina € presente in tracce nelle

Tabella 9. Contenuto in palitossina ed ovatossine nelle oeltliOstreopsisf. ovatain diverse fasi di crescita ottenuto

Campioni Contenuto di tossine (pg/cellula)
PLTX | OVTX-a | OVTX-b | OVTX-c | OVTX-d/e | Totale
O. ovata fase esponenziale¢  0.08 7.5 3.6 0.6 1.6 13.33
O. ovata fase di plateau 0.04 9.5 4.6 0.9 2.3 17,34
O. ovata fase di senescenza0.08 19.7 9.3 1.5 4.4 34.98

Tabella 10. Contenuto in palitossina (PLTX) ed ovatossine (OVdelle popolazioni naturali d)streopsisf. ovata
campionate nel settembre 2009 a Canovella de’ Zopfiehuto dalle analisi HR LC-MS. Nr=non rilevabhile

Tossina Canovella 1 Canovella 2
pg/cellula] % | pg/cellula] %
PLTX Nr -- Nr --
OVTX-a 45 77 64 89
OVTX-b 8 14 4 5
OVTX-c Nr -- 0.7 1
OVTX-d/e 5 9 3 4
Totale 58 -- 71.7 =
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5. DISCUSSIONE

5.1 Tossicita da palitossine e implicazioni di selpubblica

| risultati ottenuti per la tossicita orale dellalippssina esposti in questa tesi sono in accoodo ¢
precedenti dati di letteratura (Munday, 2006; Itgasumoto, 2009; Munday, 2010), ma utilizzano
un campione di animali significativamente piu ampbe consente una analisi dei danni a livello
istologico e citologico e I'utilizzo dei valori aadlati di DLspe di NOEL per definire quali possano
essere le concentrazioni di tossina nei proddtiti,itche non provochino problemi sanitari.
All'inizio della nostra ricerca, mancavano infatkti recenti sulla tossicita orale della palitoasin
per potere determinare I'Acute Reference Dose (ARfibe la dose di tossina che non provoca
effetti tossici dopo assunzione acuta della tosgnan pasto o in un giorno. Dall’ARfD, il
legislatore puo quindi procedere alla determinazidelle concentrazioni di tossina ammissibili nei
prodotti ittici, che non provochino effetti tossioei consumatori. Questo dato era importante per
tarare la sensibilita di nuovi metodi da utilizzaer la determinazione della tossina. Purtropdo, a
0ggi, non esiste una legislazione in merito

Prendendo in considerazione i dati da noi ottef®aisa et al., 2009) e gli altri lavori presenti in
letteratura, il gruppo per la palitossina delladp@an Food Safety Authority (EFSA) ha indicato in
200 pg/kg la dose piu bassa alla quale € osseevabil effetto nocivo (LOAEL) per la
somministrazione orale in topo (EFSA, 2009). Paslare il dato all’'uomo sono stati considerati un
fattore di incertezza di 10 per la variabilita agpecie, 10 per il passaggio dal modello murino
alluomo e 10 per l'impossibilita di escludere uwertuale assorbimento a livello della mucosa

orale e perché i topi sembrano meno sensibili e alpecie. La dose orale acuta di riferimento
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(ARfD) per I'uvomo viene pertanto ad essere di 0@ qi tossina per kg di peso corporeo,
considerata per la somma di palitossina e ostraeirle due tossine per le quali erano disponibili
dati tossicologici al momento della valutazionel'8#8ISA. Considerando un soggetto medio di 60
kg ed una porzione abbondante di mitili di 400 gpadlipa, questo si traduce nel limite di 30 pg di
PLTX/Ost-D per kg di parte edibile di molluschi (&& 2009). Tale dato non tiene conto di
possibili effetti di tossicita a lungo termine, @ii non sono disponibili dati di letteratura tai d

poter definire la dose giornaliera tollerabile (DI

La DLso calcolata di 767 pg/kg per la somministrazioneleorgel topo € 1000 volte piu alta
rispetto a quella riportata per la tossicita intndoneale (< 1 pg/kg; Levine et al., 1987; Rhoees
al., 2002; Riob¢ et al., 2008a). In generale, vina forte differenza tra la tossicita parenterale e
quella orale della palitossina, come suggeritopmani studi su ratto (Wiles et al., 1974). Questo
indica che I'assorbimento a livello gastro-intealné molto basso: probabilmente le sue grandi
dimensioni e il carattere idrofilico ne ostacoldrassorbimento a livello della mucosa gastrica o

intestinale. Per gli stessi motivi &€ anche diféaiin assorbimento sublinguale.

| sintomi rilevati nelle 24 ore di osservazionggdsomministrazione orale sono analoghi a quelli
riportati in letteratura per la somministrazionéraperitoneale (Rhodes et al., 2002; Riobo et al.,
2008a), suggerendo un comune meccanismo di azieli@ wssina. Tali sintomi comprendono
jumping, difficolta motorie, paralisi degli arti pteriori e difficolta respiratorie. Il sistema
neuromuscolare sembra quindi essere uno degli bbgasaglio della palitossina: anche i parametri
ematoclinici, con elevati divelli di CPK, LDH e ASTanno ipotizzare un interessamento del
tessuto muscolare. Gli elevati livelli di AST rigfmea quelli di ALT, in concomitanza all’aumento
di CPK e LDH, suggeriscono piu specificamente dahnessuto muscolare piuttosto che a livello

epatico (Hoffmann et al., 1999; Quimby, 1999).
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La limitata quantita di sangue prelevabile dai toph ha consentito di discriminare le isoforme
cardiache della CPK o altri enzimi tessuto speicifita € plausibile che la morte sopravvenga per
gli effetti sulla muscolatura diaframmatica e caodi. Mialgia, mioglobinuria e alti livelli
plasmatici degli enzimi indicatori di danni musaoksono riportati anche nei casi di intossicazione
umana attribuiti a palitossina, cosi come altersizeettrocardiografiche (Munday, 2008; Deeds
and Schwartz, 2010, Tubaro et al., 2011).

L’analisi istologica in microscopia ottica non hastrato danni evidenti del tessuto muscolare
scheletrico o cardiaco. A livello ultrastrutturat®n la microscopia elettronica a trasmissionepson
invece state rilevate alterazioni rispetto ai colfitr quali aggregazioni di mitocondri e
disorganizzazione delle fibre contrattili, sia tedsuto muscolare scheletrico che in quello caodiac

L'azione della palitossina a livello del tessutostalare € in accordo con le sue forti proprieta di
depolarizzazione sui tessuti eccitabili e con baa sulla pompa sodio-potassio. L'evidenza di
danni solo a livello ultrastrutturale, in presewnlzalterati parametri ematoclinici specifici, pdibe
indicare che la tossicita si esprima attraversodanno funzionale (incapacita della cellula di
mantenere i corretti gradienti ionici per I'apeduwtella pompa sodio-potassio) piuttosto che tramite

un danno diretto al tessuto.

Infliammazione acuta (leggera o moderata) e stateomirata a livello dello stomaco non
ghiandolare nei topi sopravvissuti alle 24 ore raa nei topi deceduti entro le 9, indicando che la
risposta infiammatoria richiede diverse ore pewltise visibile. Essendo lo stomaco non
ghiandolare tipico dei roditori, questo dato noprédittivo di una eventuale tossicita gastricaalell
palitossina sull’'uomo.

Le altre alterazioni istologiche riscontrate a liweepatico o pancreatico possono essere
ricollegate ad un generale ed aspecifico peggionémngelle condizioni di salute dei topi prima del

decesso, piuttosto che ad un effetto diretto delaina su questi organi.
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La 42-OH-PLTX, analogo della palitossina scopertamatterizzato durante il periodo il dottorato,
ha mostrato un comportamento analogo a quello@®eposto nativo per quanto riguarda tossicita
orale, reattivita in sandwich ELISA indiretto, pragga emolitiche e capacita di spiazzare la
ouabaina dalla NAKA. Tali dati indicano un meccamisdi azione comune per le due tossine,
attraverso l'interazione con la pompa sodio-potassi

Anche la sintomatologia rilevata nel corso delladgt della sua tossicita orale (jumping, difficolta
respiratorie, paralisi) e le alterazioni ematocl@ ricalcano quanto osservato per la PLTX,
indicando anche in questo caso un’azione su tessdaitiabili quali muscolo scheletrico e cardiaco.
Come gia sottolineato, 'aumento dei livelli di CPKDH e AST, con un elevato rapporto
AST/ALT, suggeriscono che la causa sia un dannesguto muscolare piuttosto che al tessuto
epatico (Hoffmann et al., 1999; Quimby, 1999).

Gli alti livelli ematici di potassio registrati niegsperimentiin vivo con la 42-OH-PLTX dalla
dose di 848 pg/kg possono essere spiegati chiamendausa l'apertura della pompa sodio-
potassio da parte della tossina, con consegusdiiesaf di potassio dalle cellule. Inoltre & note ch
un’iperkaliemia puo danneggiare i tessuti eccitabil cuore e muscolo scheletrico causando
mialgia, paralisi e disturbi cardiaci (Evans e @imrg, 2005). Questo percorso collega
direttamente il meccanismo di azione molecolardéededlitossine sulla pompa sodio-potassio ai
sintomi ed alle alterazioni istologiche riscontrativivo, sia per gli studi qui descritti su modelli
murini (Sosa et al., 2009; Tubaro et al., 20119 plr i casi di esposizione umana riportati in
letteratura (Munday, 2008; Deeds e Schwartz, 200baro et al., 2011a).

E da sottolineare che il gruppo OH in posizione @&l nuovo analogo € condiviso con
I'ostreocina-D, il cui potere emolitico e reattd&vitn ELISA sono risultati invece minori rispetto a
guelli della palitossina in questo studio. Oltra&LTX, I'ostreocina-D € I'unica tossina prodotta
da microalghe del genef@streopsida cui struttura sia stata completamente carattata e risulta

essere una 42-idrossi-3,26-didemetil-19,44-didepakiossina. Come riportato in letteratura, le
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differenze strutturali tra PLTX e Ost-D, pur picegler molecole di oltre 2600 Dalton, influenzano
solo debolmente la tossicita acuta intraperitonealg¢opo (Usami et al., 1995), ma riducono molto
la citotossicita su cellule P388 (di oltre 10 vpkda potenza emolitica (di oltre 20 volte, in ato

con le nostre osservazioni) (Usami et al., 1995).

Nonostante la struttura della palitossina conteolye2 40 gruppi OH, quello in posizione 42
appare particolarmente interessante perché victhairacarbonio emichetalico in posizione 47.
Questo carbonio puo formare il legame emichetaltternativamente con I'ossidrile in C43
(palitossina nativa) o in C44, portando a due &iratisomeriche (Moore e Bartolini, 1981) in cui la
presenza o meno dell’OH nel vicinale C42 puo essigréficativa da un punto di vista biologico.

Benché l'ossidrile in posizione 42 sia condivisdlaanolte ostreocine, la 42-OH-PLTX non era
mai stata riportata in letteratura in precedendanémento non e noto se la relazione che lega la
PLTX nativa con il 42-OH derivato, le ostreocinggle altri analoghi, sia quella di intermedi di

biosintesi o se siano composti finali differentipecie-specifici.

Negli studi di “binding” al recettore non e statev@mente possibile misurare il “binding” diretto
della PLTX e della 42-OH-PLTX sulla pompa sodiogs#io (NAKA), non disponendo di tossine
triziate. Lo spiazzamento dell’ouabaina triziataviame con analoga potenza da parte delle due
tossine, indicando una simile occupazione deldiitegame sulla NAKA. Dalla letteratura &€ noto
che la componente glicosidica dell'ouabaina € esaknper impedire il legame della palitossina
alla NAKA (Ozaki et al., 1984); ouabaina e palitosshanno strutture chimiche profondamente
differenti e quindi probabilmente anche un difféaeemeccanismo di legame alla NAKA, ma e
significativo notare come l'unica parte della malkecdi ouabaina che potrebbe essere considerata
affine alla PLTX sia a carico dello zucchero dalsbaina (L-ramnosio), in parte sovrapponibile
alla porzione del legame emichetalico C43-C47 nadliitossina, a ridosso della posizione C42. Da

guesta considerazione si pu0 avanzare lipotesiwie parte attiva della tossina nel legare la
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NAKA sia la porzione C43-C47; per questo € motivdtderesse verso gli analoghi che presentino
modificazioni in prossimita di questa parte dellalecola. Va anche considerato che a parita di
legame alla NAKA non necessariamente corrisponde wguale capacita di trasformarla in un
canale ionico aspecifico. E noto che palitossine l@stremita amminica bloccata sono fino a 100
volte meno biologicamente attive vitro (Ohizumi et al., 1980), quindi anche questa peeia
molecola (posizione C115) potrebbe essere essenazall’alterazione della NAKA e lo sviluppo

degli effetti tossici, anche se molto distante 4.

5.2 Metodi per la rilevazione e lo studio delle padisine e degli organismi produttori

Lo sviluppo di metodi per rilevare le palitossirieesarticolato sui due filoni del test strutturale
(ELISA) e del test funzionale (saggio emolitico)due sistemi hanno mostrato, come prevedibile,
una notevole differenza nel range di rilevabiliglla tossina, attestato su 6—-26 pM per il saggio
emolitico e 500-15000 pM per il sandwich ELISA iratio.

Si é puntato a sviluppare due tipi di metodi peratp@uno presenta specifici vantaggi che possono
risultare utili a seconda delle prestazioni desitigre infatti improbabile riunire in un unico test
ottime caratteristiche in termini di sensibilitgpesificita, accuratezzaobustezza, economicita,
versatilita e semplicita di esecuzione che pos&msere desiderati in un metodo per la rilevazione
delle palitossine. Il saggio emolitico & carattzsiip dall’elevata sensibilita e semplicita di
esecuzione, ma € piu soggetto ad interferenza @ giaaltri componenti della matrice analizzata,
come saponine o altre emolisine, e prevede I'ablidi derivati di origine animale (sangue) che
pongono dei problemi sia etici che logistici. btémmunoenzimatico da una risposta piu specifica
per la palitossina e ha la versatilita di potereesgreparato in forma di kit commerciale pronto
all'uso o traslato in forma di biosensore di piewto valore tecnologico, ma ha una sensibilita

minore rispetto ai saggi funzionali e rischia tBvare anche derivati della palitossina non tossici
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Lo sviluppo di entrambi i saggi & stato condiziendd un comportamento ambiguo della tossina
in soluzione, che & probabilmente all’'origine deliabilita di dati presenti in letteratura per |l
saggio emolitico, le cui Efgriportate su sangue di topo vanno da circa 1 phuf@a et al., 1999) a
oltre 500 pM (Habermann et al., 1981a), e dei mwiblindicati anche in test piu recenti come |l
saggio citolitico su cellule MCF-7 (Bellocci et,a2008a; con relativo addendum Bellocci et al.,
2008b). Il saggio ELISA ha riscontrato i maggiordplemi, probabilmente perché le numerose
ibridazioni sp nella molecola della palitossina le conferisconma unotevole liberta
conformazionale in soluzione che, unitamente abeatteristiche anfipatiche, ne ostacola il
riconoscimento da parte degli anticorpi. Va inolgettolineato che la tossina in soluzione si
presenta come dimero (Inuzuka et al., 2007, 206®8ntre entrambi gli anticorpi anti-PLTX
utilizzati in questo studio sono prodotti contronizmati PLTX-BSA in cui la tossina é presentata in

forma monomerica.

E stata scelta I'architettura del sandwich ELISditietto perché il legame diretto della palitossina
alla piastra in “coating” dava, nelle prove prelaii, un segnale molto basso, probabilmente a
causa del mascheramento dell'epitopo dovuto alidumento della molecola. Benché una
configurazione di sandwich ELISA ottimale prevedssd di due anticorpi monoclonali, a causa
dell'insuccesso delle tecniche pihage displayintraprese per I'isolamento di anticorpi ScFv anti
PLTX, il test é stato sviluppato con un anticorponoclonale noto dalla letteratura (73D3) e con un
anticorpopoliclonale di coniglio sviluppato in sede. Di gteepoliclonale ovviamente non sono
disponibili ibridomi per una sua produzione in serma la quantita di siero immune a disposizione
e sufficiente per molti esperimenti (sullordine diltre 100.000 test ELISA), coprendo
abbondantemente le necessita della ricerca didédmiw o del monitoraggio locale. Analogamente,

il sandwich in configurazione invertita, ovvero ckenticorpo policlonale di coniglio in cattura e

~79 ~



Discussione

I'anticorpo monoclonale di topo in riconoscimentonnha dato un segnale utile a causa di una

crossreattivita dell’anticorpo secondario commeecamti-IgG di topo verso le 1gG di coniglio.

L’antigene usato per la produzione di entrambiagliicorpi € un coniugato PLTX-BSA prodotto
con la tossina estratta dR. tuberculosache, come descritto in § 4.2.1 relativamente
allidentificazione della 42-OH-PLTX, é risultatasere una miscela al 50 % di palitossina e 42-
idrossi derivato. E quindi normale che la rispodea test ELISA sia confrontabile per le due
tossine. L'ostreocina-D é risultata invece mendtiea (di circa 10 volte); considerando la sua
struttura (42-idrossi-3,26-didemetil-19,44-didegsalitossina) si puod supporre che I'anticorpo
monoclonale e/o policlonale siano diretti almen@arte verso la porzione idrossi-terminale della
molecola, dove sono appunto accumulate le differestrutturali con la PLTX. L'ostreocina-D é
I'unica tossina prodotta da microalghe del geri@segeopsida cui struttura sia stata caratterizzata e
che sia disponibile in quantita adeguate per esarti di sandwich ELISA; rimangono da stabilire
le prestazioni di questo test verso altre tossin€Dstreopsiscome le ovatossine, altrettanto
importanti per i risvolti di salute pubblica, inrgaolare in Italia.

Inoltre, il sandwich ELISA indiretto sviluppato hanostrato una ottima specificita per la
palitossina, non riconoscendo altre tossine algadi possono essere co-presenti con la palitossina
come acido okadaico, acido domoico, yessotossire/etpssina-3 e saxitossina fino 100 pg/ml

(10,000 volte superiori a quelle riconosciute pepalitossina).

Il campione di palitossina biotinilata utilizzata mostrato una buona stabilita, risultando reattivo
ancora ad un anno dalla sua preparazione e maxienara risposta costante negli esperimenti
effettuati; per questo si € deciso di ultimare lasea a punto del saggio utilizzando questo
coniugato. Tuttavia, diluizioni di 5 pg/ml di PLTBGotina preparate dalla soluzione madre 5 mg/mi
sono risultate instabili in tutti i tamponi/solvertestati (acqua, DMSO, PBS, Tris, tampone

carbonato), mostrando un significativo calo delnsdg dopo 6 giorni, se conservata a 4°C.
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Abbiamo pertanto ipotizzato che nella soluzionedreadi 5 mg/ml di PLTX-biotina, I'elevata

concentrazione della tossina giochi un ruolo nedvenire il calo del segnale, assieme alla
stabilizzazione della forma monomerica conseguahtblocco del gruppo amminico terminale
dovuto al legame alla biotina. Va inoltre considermhe il coniugato PLTX-biotina & stato prodotto
con lo stesso campione di PLTX estrattoRdauberculosgmiscela 50 % PLTX / 42-OH-PLTX)

contro cui sono stati preparati gli anticorpi mdooale e policlonale; & quindi possibile che questi
presentino verso la PLTX-biotina una maggiore dpE@ antigenica rispetto allo standard
commerciale di PLTX (Wako). Utilizzando la PLTX-liwa come calibratore nel saggio, sara
necessario confrontare la sua reattivita con quidlla palitossina commerciale e con quella degli

analoghi disponibili, per una corretta quantificasg in campioni naturali.

Il saggio emolitico su sangue di topo si € dimdsetia grado di rilevare la tossina a livelli di
concentrazione picomolari; PLTX e 42-OH-PLTX hannwstrato una potenza comparabile,
mentre I'ostrecina-D, come gia indicato, e risatateno potente, in accordo a quanto osservato in
letteratura (Usami et al., 1995; Onuma et al., 1999

Gli anticorpi anti-PLTX si sono dimostrati in gradoinibire I'azione emolitica delle palitossine,
potendo quindi essere usati per discriminare laslecifica da quella aspecifica nell'analisi di
campioni naturali. Si puo notare come ['utilizzoadtticorpi non inibisca completamente la lisi ma
si limiti a ridurre le EGp delle tossine, nonostante siano ovviamente preselargo eccesso (25
png/ml di anticorpi corrispondenti a circa 150 nMiatase di un peso molecolare medio di 150,000
Dalton, a fronte di una concentrazione massimaossiha 2.5 nM), come osservato anche in
letteratura (Onuma et al., 1999). Questo dato gaére spiegato supponendo che:

1) il complesso anticorpo-PLTX possieda ancora lireitspacita di interagire con la NAKA,;

2) durante le 4 ore di incubazione, la PLTX gia legadtanticorpo, possa in parte dissociarsi ed

interagire con la NAKA,
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3) l'effetto biologico della tossina si realizzi dutan primi minuti di incubazione, prima che
possa il legame con I'anticorpo arrivi a saturagion
La leggera differenza di potere inibitorio sull’'elisoda Ostreocina-D da parte dei due anticorpi,
con il policlonale piu efficace del monoclonale,tnpebbe essere giustificata considerando la
possibilita da parte del policlonale di riconoscadiversi epitopi sulla Ost-D rispetto al
monoclonale, superando cosi le differenze strditwen la PLTX. In alternativa, pud essere
chiamata in causa la minore specificita dell’amco policlonale nei confronti della palitossina,

rispetto all’anticorpo monoclonale.

Per quanto gli eritrociti di topo siano classificata quelli piu sensibili alla palitossina
(Habermann et al., 1981a), l'utilizzo delle altomti riportate in letteratura e giustificato dattéa
che il sangue di roditori & insensibile ai glicosidrdioattivi, come la ouabaina (Ozaki et al., 498
utilizzati per inibire I'azione della palitossinBoiché I'uso di un inibitore € essenziale nell’@sial
di campioni naturali per discriminare la lisi PLTd{pendente, nel caso di utilizzo di sangue murino
€ necessario includere una neutralizzazione dedlismcon anticorpi, non sempre disponibili.
Considerata la maggiore sensibilita del sanguepb tiscontrata anche nei nostri esperimenti e la
disponibilita degli anticorpi anti-PLTX utilizzaper il test immunoenzimatico, abbiamo deciso di

continuare ad utilizzare il modello murino.

Vi € in letteratura la tendenza ad allungare ilgerdi incubazione del saggio emolitico allo scopo
di migliorarne la ripetibilita (Riobo et al., 2008bln un lavoro recente sono proposte come
condizioni per I'emolisi utilizzando sangue di pecain’incubazione di 18 ore a 25°C, in presenza
di ouabaina 5 uM per migliorare la stabilita degfitrociti. In questo lavoro di tesi abbiamo
preferito considerare il saggio emolitico coome valido test di screening, utile per la sua dkva
sensibilita e semplicita di esecuzione, da affiemc@er una maggiore precisione di risposta, a

metodi chimici come LC-MS in grado di dare un pimfjuali-quantitativo delle tossine presenti. In
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guesto senso abbiamo preferito puntare ad unaioigeizlei tempi di incubazione, piuttosto che al
loro allungamento.

Dalle prove effettuate e risultato che un tampdré2&6 di PBS con calcio cloruro 1 mM e acido
borico 1 mM é in grado di produrre in 1 ora di ihagione a 37°C una emolisi identica a quella
ottenuta nel saggio normale (4 ore di incubazion872C in PBS 100 %). Cio sottende al
meccanismo intrinsecamente osmotico con cui lagsaiina induce la lisi eritrocitaria (Haberman,
1989). Questa modifica nella procedura ha il vagitagli ridurre sostanzialmente i tempi di
esecuzione, permettendo di fare piu prove nellasategiornata. In linea di principio sarebbe
possibile ridurre ulteriormente i tempi di incubm® aumentando la diluizione del tampone, dal
momento che la perdita di potassio cellulare (ev@nimario indotto dalla PLTX) si verifica entro
pochi minuti di incubazione (Ahnert-Hilger et dl982).

E interessante notare che in 1 ora di incubazionBBS al 100 % non si rileva invece alcuna
emolisi; questo aspetto €& particolarmente interdesgerché, in un campione incognito,
permetterebbe di distinguere I'emolisi dovuta atps$ina da una emolisi aspecifica semplicemente
eseguendo il saggio in 1 ora, in parallelo neitaneponi. In questo caso, gli esiti possibili sono 3

1) Tampone 62 % negativo e tampone 100 % negadssenza di palitossina nel campione (o
PLTX < ~6 pM, nelle nostre condizioni sperimenjtali

2) Tampone 62 % positivo e tampone 100 % negatwesenza di palitossina fortemente
probabile nel campione. E suggerita la confermansetodi di riferimento (LC-MS);

3) Tampone 62 % positivo e tampone 100 % positid:dovuta a fattori aspecifici, non e
possibile esprimersi in merito alla presenza dit@sdina, si suggerisce di aumentare la diluizione
migliorare la procedura di estrazione e comunquiicae la presenza di palitossina con metodi di
riferimento (LC-MS).

In altre parole, il maggiore contenuto di sali teghpone al 100 % sembrerebbe agire da inibitore

dell’emolisi al pari della ouabaina o degli antigioanti-PLTX. Il dato € interessante se si consider
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che gli anticorpi anti-PLTX possono essere difficda reperire non essendo disponibili

commercialmente e che la ouabaina, come dettceitedenza, € inattiva sugli eritrociti di topo.

Sia per il saggio emolitico che per il test ELISAperata la fase di messa a punto con gli standard
di tossina, sara necessario passare alla valumzdwil'effetto matrice, ovvero quanto le
caratteristiche del campione naturale da analizeal@ procedura di estrazione influiscono sulle
performance dei saggi. Come test di riferimentoandilizzata la cromatografia liquida accoppiata
alla spettrometria di massa ad alta risoluzione (HRMS), test attualmente utilizzato per
quantificare la tossina in campioni naturali. Sadtre un dato prezioso valutazione della risposta
di questi test verso le ovatossine, se disponibilguantita sufficienti, essendo questi analoghi
prodotti dai ceppi diO. ovatatipicamente implicati nei casi di proliferazionigali nelle acque
locali. In realta, un primo dato qualitativo suffiaita degli anticorpi anti-PLTX nei confronti del
ovatossine € gia stato ottenuto dai dati di immitnokimica, riportati in questa tesi, eseguitaesull
cellule diOstreopsiscf. ovatadel Golfo di Trieste in cui, mediante HR LC-MSnsaostate rilevate

solo ovatossine (Honsell et al., submitted).

La proliferazione diOstreopsisdel settembre 2009 nel Golfo di Trieste, ha anotenesso di
migliorare la conoscenza dei ceppi locali di questganismo. Le tecniche immunocitochimiche
sono state usate per la prima volta per ricercaalitossine negli organismi produttori e, oltre a
confermare la presenza di palitossina nei cepf@.dvatadel nord Adriatico, hanno permesso di
dimostrare la loro localizzazione citoplasmaticsgledendo un accumulo eventuale in specifici
compartimenti subcellulari. Considerati i dati dRHLC-MS che indicano I'assenza di PLTX nelle
popolazioni naturali e una preponderanza di ovatass, si puo dedurre la capacita degli anticorpi
anti-PLTX di riconoscere anche le ovatossine, gaakloghi della palitossina con solo piccole

differenze strutturali.
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A conferma della specificita del segnale, celluie Gbolia monotis un dinoflagellato non
produttore di palitossine, sono risultate negapigela PLTX sia all’'analisi immunocitochimica che
nellanalisi HR LC-MS di conferma. Questo risultadoimportante anche da un punto di vista
pratico, perch€oolia monotis stata quasi sempre rilevata insiem®atteopsisinoltre, poiché i
dinoflagellati non sempre producono tossine, lidieazione tramite immuno-citochimica, anche
se fornisce solo risultati qualitativi, puo dareawallerta precoce del fenomeno, da confermare poi

con metodi quantitativi.

Anche la spettroscopia Raman e stata applicatalgop@rima volta a microalghe del genere
Ostreopsise ha consentito di confermare la presenza del gngpncarotenoide peridinina, in parte
responsabile dell’'autofluorescenza rossa di qoegénismi.

L'assenza di segnali chiaramente attribuibili @iditossina negli spettri Raman pud essere dovuta
alla sua uniforme diffusione citoplasmatica, consaializzato in immunocitochimica, piuttosto che
alla bassa concentrazione. Considerando che lessmé differiscono dalla palitossina solo per la
posizione/presenza di pochi gruppi ossidrilici (rexmcora determinati), possiamo ipotizzare che
abbiano lo stesso spettro Raman della PLTX. Lotsp&aman della palitossina, finora assente in
letteratura, usato come riferimento € stato regfistrda un campione di tossina commerciale
(Wako).

La tecnica Raman ha mostrato un potenziale netkttesizzazione della composizione lipidica di
Ostreopsis come gia applicato su altre specie algali diredse industriale (Samek et al., 2010).
Inoltre, essa potrebbe rappresentare uno strumatite anche per rilevare modificazioni
biochimiche nelle cellule dDstreopsische potrebbero essere associate alla produzionele/o
rilascio di palitossina, argomento su cui hon écaactata fatta luce.

E’ stata riportata in letteratura I'applicazionesgitemi Raman portatili per I'analisi rapida, senz
lunghe procedure estrattive e direttamente sul cashpopolazioni microalgali (Wood et al., 2005,

Wu et al., 1998). La differenziazione tassonomicstaa ottenuta dal confronto degli spettri sui
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segnali di beta-carotene e clorofille. In quesens® una migliore conoscenza delle proprieta in
spettroscopia Raman @streopsispotrebbe fornire la base per il suo monitoraggio questa

tecnica.

L’analisi mediante HR LC-MS delle popolazioni natlidi Ostreopsiscf. ovatarilevate nel Golfo
di Trieste nel settembre 2009 (campioni Canovella 2), ha indicato I'ovatossina-a come |l
maggior componente (circa 80 %, 45-64 pg/cellulagntre la palitossina non é stata rilevata:
guesta € la prima volta che in popolazioni natudald. ovatasono identificate solo ovatossine,
senza PLTX. Appena disponibili in quantita suffidie sara interessante verificarne la tossicita
dopo somministrazione orale nel topo, per confro@ala potenza rispetto a quella della
palitossina. Sembra infatti che quantita anche ifitgive di composti palitossino-simili (che
potrebbero essere ovatossine, vista la mancarstardiard commerciali) siano state rilevate in vari
prodotti ittici (mitili, ricci di mare e polpi), reolti in Mar Mediterraneo (EFSA et al., 2009;
Aligizaki et al., 2011).

Il contenuto di ovatossina-a per cellula nei campoh Canovella sembra leggermente maggiore
di quello di altri campioni ottenuti da colture Q. ovatadell’Adriatico, quantificati a 18-42
pg/cellula (Ciminiello et al., 2010a; Guerrini el.,a2010) e molto maggiore di quello
precedentemente trovato in campioni liguri (si@oiture che in popolazioni naturali) e tirrenia (i
colture). Questo conferma le precedenti osservadmicui i campioni del nord Adriatico sembrano
avere un maggior contenuto in tossine rispettomapaani liguri (Bellocci et al., 2008) e tirrenici
(Guerrini et al., 2010; Rossi et al., 2010).

Le colture diO. ovatahanno mostrato, come le relative popolazioni raituun contenuto
prevalente in ovatossina-a (circa 55 %, 7.5-19/¢égblgla) e minori quantita di altre ovatossine,
con la palitossina presente in tracce (< 0.1 pliegl Il contenuto in tossine aumenta con l'eta
della coltura, con le cellule in fase senescentarig 25 dall'avvio della coltura) contenenti cirta

doppio di tossina rispetto alle cellule in fasez&taaria (giorno 18). Analogamente a quanto si
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verifica per altri metaboliti secondari negli organi vegetali, I'accumulo di queste tossine

raggiunge il massimo generalmente verso la fineid® vitale.

In conclusione, lo sviluppo di nuove tecniche peanalisi delle palitossine e/o @streopsiscome
il test ELISA, il saggio emolitico, 'immunocitocmica o la spettroscopia Raman, affiancate a
metodiche consolidate come la spettrometria di ejapstra fornire un’allerta precoce per il
manifestarsi di una proliferazione algale sicurai@éossica o evidenziare la presenza di palitossine
prima della loro massiva diffusione nellambient® &€oncentrazione in prodotti alimentari di

origine marina, permettendo la salvaguardia dellats pubblica.
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