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ALLEGATO 16
Relazione sulle attività svolte dalla UO5
PROGETTO SepiAs CCM-2010

Unità Operativa 5 - IFC-CNR - Istituto di Fisiologia Clinica, CNR, Sezione genetica molecolare, Massa
Principali Risultati ottenuti

Gli obiettivi principali dell'UO5 includevano di: 1) identificare alterazioni epigenetiche mediante valutazione dello stato di geni target (Promotore di p16, p21, p53) in cellule circolanti; 2) valutare l'influenza di polimorfismi funzionali di geni coinvolti nei meccanismi di geni coinvolti nel metabolismo (As3metiltrasferasi, AS3MT e detossificazione dell’As (GSTM,GSTT) e nel meccanismo di riparo del DNA ( hOGG1, XRCC1).

L’analisi dei gruppi di studio non ha dimostrato la presenza di alterazioni della metilazione nei promotori dei geni target, analizzata mediante PCR metilazione specifica. 
Di seguito sono riassunti i principali risultati ottenuti dallo studio dei polimorfismi genetici .

AS3MT
Sebbene l’analisi statistica non abbia evidenziato variazioni significative, i dati indicano una influenza del polimorfismo AS3MT Met287Thr sulle variazioni inter-individuali presenti nel metabolismo dell’arsenico. Gli individui portatori dell’allele mutato AS3MT 287Thr tendono ad avere un aumento dei livelli urinari di ASI, MMA e DMA rispetto ai portatori dell’allele wildtype AS3MT 287Met. Stratificando la popolazione per area, questo risultato è più evidente nelle zone di Gela e Taranto. Questi risultati confermano le evidenze presenti in letteratura, nelle quali il polimorfismo Met287Thr è stato associato ad una variazione del profilo standard di escrezione dei metaboliti urinari dell’arsenico con una maggior presenza di metaboliti metilati (1-3).
Glutatione S-transferasi polimorfismi
Per i polimorfismi degli enzimi metabolizzatori glutatione S-transferasi T1 (GSTT1) e M1 (GSTM1), la presenza del genotipo deleto del gene GSTT1, si associa ad un aumento significativo dei livelli di iAs (p=0.034) e bordeline di MMA (p=0.07). Stratificando questo risultato per zona tali associazioni sono significative soprattutto nella zona di Gela (p=0.007 e p=0.002, per Asi e MMA, rispettivamente). I nostri risultati confermano quelli di altri studi presenti in letteratura in cui, in popolazioni esposte ad alte concentrazioni di As, individui portatori della delezione del gene GSTT1 presentavano un aumento di iAs rispetto ad individui portatori del genotipo wildtype (3-8). 
L’aumento dei livelli di iAs e dei suoi metaboliti negli individui portatori del genotipo nullo è spiegabile con una minore capacità di detossificazione di questi soggetti rispetto agli individui wildtype, effetto maggiormente riscontrabile in popolazioni con maggiori livelli di esposizione all’As. L’analisi del polimorfismo della GSTM1 mostra che gli individui portatori del genotipo deleto del gene GSTM1 hanno livelli elevati (p=0.07) del metabolita MMA nella zona di Taranto. E’ stata anche indagata un’interazione multipla tra i genotipi GSTM1 e GSTT1 nulli e i livelli urinari di iAs e dei suoi metaboliti. Gli individui portatori di entrambi i genotipi deleti tendono ad avere dei livelli di iAs e mtaboliti più alti, soprattutto soprattutto nelle zone di Taranto e Gela
Interazione gene-esposizione

Per quanto riguarda l’interazione gene-esposizione, il dato più interessante riguarda l’interazione con il polimorfismo dell’enzima della riparazione OGG1 (Ser326Cys) del DNA. I mutati con maggiore esposizione di iAs presentano significativi valori elevati di ispessimento carotideo, anche in assenza di un incremento patologico dell’IMT, nella popolazione generale e, in particolare, nella zone di Gela,Viterbo e Taranto. 
I risultati suggeriscono che la capacità riparativa della cellula può essere saturata da uno stress ossidativo cronico e influenzata dalle caratteristiche genetiche dell’individuo e dalla loro possibile interazione con l’esposizione (9). Questo dato è in linea con precedenti studi (10) in cui è stato osservato che livelli alti di escrezione urinaria di arsenico e il genotipo Cys-Cys correlavano significativamente con il rischio di sviluppare ipertensione OR = 3.4, 95% CI : 1.1–10.7).

Osservazioni e commenti relativi alla attività svolta
I nostri risultati, in parte limitati dalla ridotta dimensione del campione nelle singole zone, indicano un potenziale ruolo funzionale dei polimorfismi genetici analizzati. In particolare, i dati permettono di confermare l’importanza, già riscontrata in letteratura, del polimorfismo AS3MT Met287Thr e dei geni GSTT1 e GSTM1 coinvolti nel processo di biotrasformazione e metabolismo dell’arsenico. Inoltre, è stato osservato e confermato un significativo effetto interattivo del polimorfismo dell’enzima OGG1 nell’induzione di alterazioni vascolari. Da quanto evidenziato appare evidente che l’analisi dei polimorfismi è di fondamentale importanza nella conoscenza dei meccanismi di trasformazione e metabolismo dell’As nell’uomo e nella valutazione dei rischi collegati alla sua esposizione.
METODOLOGIA
Estrazione del DNA totale

Il DNA è stato estratto mediante l’utilizzo del Biorobot EZ1 (QIAGEN) che permette di estrarre il DNA sia da sangue che da tessuto, da 6 campioni in un unico step che prevede:

lisi dei campioni

legame del DNA a particelle magnetiche

lavaggio ed eluizione del DNA.

Valutazione quantitativa del DNA totale

Sono state preparate diluizioni 1:250 in acqua sterile del DNA estratto per la lettura spettrofotometrica alle lunghezze d’onda di 260 nm e di 280 nm. La misura consente la determinazione quantitativa della concentrazione del DNA e, dalla lettura a 280 nm per la stima delle proteine, si ricavano informazioni anche di tipo qualitativo. Infatti, il rapporto delle assorbanze a 260 nm e a 280 nm è considerato un indice di purezza del campione. Un valore accettabile di tale rapporto per il DNA è di 1.7-1.9. Le concentrazioni finali dei campioni si sono ricavate tramite la seguente formula:

CONC. FINALE= λ260 x fattore di diluizione.

Analisi Genetica

E’ stata condotta l’analisi genotipica per l’identificazione di polimorfismi funzionali in geni coinvolti nel metabolismo dell’arsenico, nei processi di detossificazione e nei processi di riparo del DNA. In particolare sono stati genotipizzati i seguenti polimorfismi:

- AS3MT Met287Thr 

- XRCC1 Arg399Ser 

- hOGG1 Ser326Cys 

- delezione di GSTM1
- delezione di GSTT1
L‘amplificazione dei frammenti di interesse per l’analisi dei polimorfismi è stata ottenuta mediante reazione a catena della polimerasi (PCR). Gli ampliconi ottenuti sono stati poi esaminati mediante metodica SBE (Single Base Extension) utilizzando il Genome Labtm SNPStart Primer Extension Kit (Beckman Coulter). Durante questa reazione al primer fiancheggiante il polimorfismo di interesse, viene aggiunto un singolo nucleotide terminatore marcato con fluorocromo (ddNTP). I frammenti generati sono stati quindi analizzati mediante elettroforesi capillare mediante l’impiego del sequenziatore (Beckman Coulter CEQ 8000 Series Genetic Analysis System).

Analisi Epigenetica
E’ stato analizzato lo stato di metilazione dei geni p53 e p16 e del gene p21 mediante analisi qualitativa con PCR metilazione specifica (MSP). Il DNA estratto è stato modificato mediante trattamento con bisolfito, che modifica le citosine non metilate in uracile, lasciando le citosine metilate inalterate. Dopo il trattamento è stato condotta una reazione di PCR specifica che permette di discriminare tra DNA metilato e non metilato tramite l’utilizzo di primer specifici.
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