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Alghe: e llessine associate

o In mare sono presentit alghe unicellularl capaci. di
produrre molecole adl attivita tossica definite; fiicotessine.

o [ali alghe tossiche rappresentane Il cibe per molti
organismi: che; sit nutrono) filtrande: I'acgua marinag, Come
molluschi, crostacel mai anche; pesci.

o Sia I molluschi® lamellibranchit che | pesci. contaminati
POSSONO, a lore velta, essere; ingeriti dallfiome: e guindi
S|  pPoOssono  Vverificare  episodi.  dii  Intossicazione
potenzialmente letal



Dinoefisistossine

o |e tossine dif questo gruppo seno. responsabili della
INtOSSICazZIoNE al sintomatelogia diarreica che ha Un'ampia
distribuzione nellmondo: (DSP: : Diarrhetic Shellfish
Poisening)

o Fino agliianni 80, le aree dove sonoe state registrate
Intessicazioni da tossine DX erano; circoscritte allfOceano
Atlantico, al mare del Nord, alle; coste; deglir Stati Uniti
(dell’Atlantico e del Pacifico), del Cile, del Sudl Afirica, della
Tailandia e dell Glappone

» NellViediterraneo,, I primil casi dil contaminazione seno
stati rilevati in' Erancia nell 1987, mentre nel mari italiani; Il
primo; episediorneto) difintessicazione si € Verificato: in
Adriaticornel gitgne 1959



Dinoefisistessine

okadaic acid (OA)

dinophysistoxin-1 (DTX1)
dinophysistoxin-2 (DTX2)
dinophysistoxin-3 (DTX3)
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Meccanismo dazione




Saggio di inibizione della PP2A

o Nel 1991 e stato sviluppato un primo saggio per'le; DTXs. In
guesta versione; la presenzal delle tossine eral valutata dalla lere
capacita di impedire il rilascio dil fosfato radioattive da proteine
marcate con >2P, mediante linibizione della fosfoprotein
fosfatasi 2A

o Nel 1994 e stato proposto un saggio d'inibizione; delle fosfatasi
COJOrIMELFICO! N CUIl Si USava Una preparazione semi-purificata
delle protein fosfiatasi, ottenuta dal muscolo: difconiglio e
contenente; siaila PP1 che |la PP2A

* Oggi

- PPase
O,N O0—PO¥ + H,0 O,N O~ + H* + HPO»




Naturalmente, le contaminazioni sono miscele

La normativa richiede che i livelli di DTX siano espressi in OA
equivalenti

I saggi funzionali danno misure in tossina-equivalenti

E’ opportuno avere strumenti di calcolo che possano essere

usati per le interconversioni delle misure funzionali (biologiche) e
strumentali (chimiche).



O.A. e derivati

Acido Okadaico (O.A.)

Okadaolo (OOH)
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PPZA assay

\/assoi da 96) pezzett

I ognil pozzette erane; presenti:

v 170pl dirlampone dil Reazione

v. 50p/ dif p-NPP (25mM concentrazione finale)

v. 2.5y di etanoler assoluteral 2% pozzetto

v Z.5p/dil OA ((range 0.1 — 2nVii concentrazioni finali)

v. 2. 5p/dif OOH (" range 0.25 — 75nM concentrazionit finalr)

25pl dif enzimal (0.025 unita finali)

l'ettura ad una ltnghezza d'endal di 405nm tramite un
lettore ELISA ogni' 5 min, inf uni intervallo di tempo di 1 ora,
d temperatura ambiente



Esempio dell'andamento della D.O. in
dssenza e presenza di tossina
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Andamentoe dell’attivita dellar PP2A in
presenza di OLA.

.C.-o: 0.37 £ 0.04nM

0.5 1.0 1.5

Okadaic acid (nM)




Andamentor dell‘attivita dellar PP2A: in
presenzal difO0H

.C..,: 4.3 % 0.8nM

40 &0

Okadaol (nM)




ES.dil schiemal dif caricamentor del pozzett’ ELISA:

0.A. [nM/w]

om10.110.210.3/10.4/0.6/0.8| 2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2

~ a ~ ~ ~ A~ a "~ ~ ~ "~ ~
V.l V.4 V.J V."r V.V V.V ' 4

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2

0.1 0.2 0.3 0.4 0.6 0.8 2




Clrve; dese-risposta dellfO.A. in
presenzal dir ©0H

0 nM OOH
0.25 nM OOH
0.5 nM OOH
1 nM OOH

2 nM OOH

3 nM OOH

4 nM OOH

5 nM OOH
7.5 nM OOH |.C.50: 0.38 £ 0.08nM
10 nM OOH
25 nM OOH
75 nM OOH
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Binding (B)

Modellermatematico) (1)

R+ Tpe +— R-Tpc
R + A e— R-A

|

Concentration (X)

Effetto finale : inibizione
dellPattivita della PP2A

B ax [X]
Kp + [X]

Isoterma di Langmuir:



Modellermatematico) (1T)

Inigenerale:

[1]

Dove

E; rappresenta I’effetto relativo esercitato dalle miscele di composti

Emax e I’effetto massimo rilevabile con illbersaglio molecolare delle tossine (PP2A)
A. e |la concentrazione di' unjqualsiasi singolo analogo

K. e I'IC., misurata per quell’analogo.



Modellermatematico) (111

» Se peri calcoli'si usa il Fattore dil Tessicita Equivalente (TEE) definito come
il rapporto Ko-/K:, noilabbiamo:

dove
= T-:e la concentrazione totale degli'analoghi espressa in equivalenti del

composto dil riferimento,
=  T,ce laconcentrazione del composto di riferimento (OA),
= A,ela concentrazione di qualsiasiisingolo analogo,
= jl rapporto K /K e il Fattore di Tossicita Equivalente (TEF) dell’analogo, con K; e

Kpc che rappresentano le IC;, misurate per quell’analogo ed il composto di
riferimento, rispettivamente.



Confronte effette misurate — effetto
Predetto

Measured effect %



Conclusioni

La risposta complessiva indotta da una miscela di OA e uno dei suoi
analoghi, espressa in OA equivalenti e determinata tramite il saggio
d’inibizione della PP2A, corrisponde a quella ottenuta dalla semplice
additivita dei contributi dati dai due analoghi contenuti nella
miscela, sulla base della loro relativa attivita biologica (TEF).

II modello da noi sviluppato, per la sua forma matematica,
consente la interconvertibilita dei risultati ottenibili con un metodo
biologico funzionale, con quelli misurabili mediante procedure
analitiche strumentali di quantificazione dei singoli componenti in
una miscela di DTX, indipendentemente dal numero complessivo
degli analoghi nei campioni d’interesse.

Il modello consente una stima accurata del valore complessivo dei
livelli degli analoghi bioattivi di una miscela di DTX presente in
campioni incogniti, espresso in equivalenti di acido okadaico.
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