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PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

# Nella sua definizione piu semplice, il rischio (R) puo essere
definito come:

Dngﬂ:




PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

PERICOLO:

# Proprieta potenziale intrinseca di un‘agente (chimico, fisico o
biologico), di una procedura lavorativa e/o di una
attrezzature di lavoro, etc. di causare danni;

RISCHIO:

# Probabilita che da una data situazione di pericolo (in
relazione alle condizioni di impiego e/o dell’entita
dell’'esposizione) possa manifestarsi un danno.

DANNO:

# Lesione fisica (infortunio) o alterazione negativa dello stato
di salute (malattia) di un individuo, causata dal
concretizzarsi di un pericolo.

PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

# A rigore, ci si riferisce sempre al “rischio di manifestazione
di un determinato danno’:

A

Frequerza pevita

Y

Magnitudo delle conseguenze




PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

# Processo multistadi/multifattoriale della cancerogenesi:

PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

# Criteri di causalita (sintesi: Sir Austin Bradford Hill, 1965;
Advisory Committee to the Surgeon General on the Health
Consequences of Smoking, 1964).

in diversi studi

misurabile in una varieta di meodi {es. rischio
, FORZA :::} relativo, odds ratio)

-
. misura quanto una esposizione induce una
B SPECIFICITA r.::} ben determinata malattia

| N
l TEMPORALITA' . l'esposizione deve precedere la malattia
i

[= R o N N
'associazione deve essere biologicamente
) BEEREN Ir:l[} plausibile

CONSISTENZA Ir:> la stessa associazione ¢ stata dimostrata




PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

aaaaaaaa

< R = OR studio R = RR >
Retrospettivi Prospettici
(caso-controllo) (coorte)
Tempo

PREMESSA: RISCHIO E PERICOLO

# Nella pratica, il rischio & funzione di:

R= Px D/ K

k, = fattore integrato di informazione, formazione,
addestramento, istruzione,aggiornamento
(eliminazione di comportamenti errati o inidonei),
equipaggiamento, pronto intervento, etc.




PREMESSA: RISK ASSESSMENT

# E pertanto evidente come il “rischio” risulti un concetto
quantitativo, essendo una grandezza misurabile secondo
una specifica metrologia che permette di organizzare e
valutare i dati in modo coerente.

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

# Nella pratica quotidiana, la comprensione dei criteri di
valutazione del rischio ¢ fortemente ostacolata dall'ottica
“dialettico-quantitativa” (dicotomica) tipicamente

adottata per affrontare il problema:

Presenza Assenza

Pesante
Vs.
Leggero




PREMESSA : RISK ASSESSMENT

# Adottando invece l'approccio “scientifico-quantitativo”,

ne consegue che il “rischio”, a questo punto
effettivamente misurabile, sara espresso in termini di
“livelli” ... probabilistici (pit 0 meno alti/bassi).

La misura del rischio e
strettamente legata al
concetto di probabilita, perche riguarda eventi futuri, che
possono accadere o0 meno ed eventualmente manifestarsi
con intensita diversa.

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

# Nel linguaggio comune il fattore probabilistico complica
la percezione del rischio, perché nella nostra realta
culturale il concetto di “probabilita” ha radici meno profonde
di quello della “contrapposizione dialettica” (in una
grandissima parte della popolazione [|'approccio alla
problematiche, anche di salute, & largamente basato su
fato, fortuna, predestinazione, ...).




PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Risk Assessment:

# [ modelli valutativi devono prevedere:

= identificazione dei fattori di rischio,

= identificazione dei lavoratori esposti,

= stima dell’entita delle esposizioni,

= stima della gravita degli effetti che ne possono derivare,

stima delle probabilita che tali effetti si manifestino.

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Risk Assessment -> Risk Management

RESEARCH RISK AENT AISK MANAGEMENT

Laboratory and field
| cbservations

Development of
regulatory options

| y i [
hazard identification
and dose-response ‘ |
- Nassessment |
Infarmation on IS | | Evaluation of public
extrapolation methods | | | | health, economis,
e | | | social, political
| | | conseguences of
L | | regulatory options
Research needs identified ﬂ ;l
from risk assessment Risk characterization
A process
—_— —
|

Exposurs assessment

| Agency decisions
emissions characterizatiop/ |

and actions

Field measurements,
| characterization of |
populations |
I__ —| i
Da: Science and Judgment in Risk Assessment (NRC, 1994)




PREMESSA : RISK ASSESSMENT

# Definizione

(Istituto

= “insieme di tutte quelle operazioni,

Risk Assessment = Valutazione del Rischio:

I.S.P.E.S.L.
Prevenzione e la Sicureza sul Lavoro):

Superiore per la

conoscitive ed

operative, che devono essere attuate per addivenire ad
una ‘stima’ del rischio di esposizione ai fattori di pericolo
per la sicurezza e la salute del personale, in relazione
allo svolgimento delle lavorazioni”.

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Risk Assessment -> Risk Management

Research

_ Problem Formulation -«

Epidemiology

Clinical Studies

Animal Studies
Cell/Tissue Experiments
Exposure Monitoring
Develop Fate and

Discussion Among Risk Assessor,
Risk Manager, and Stakeholders

e

Risk Assessment -«

Transport Models -

Hazard Identification

Dose Response Assessment
Exposure Assessment

Risk Characterization

i

Risk Communication

papaau se sdajg jeaday

Discussion Among Risk A o,
Risk Manager, and Stakeholders

-

Risk Management
Evaluation of Public Health, Social,
Economic, Political, Engineering

Factors

Decision or Action

No Action

Information Programs
Economic Incentives
Ambient Standards
Pollution Prevention
Chemical Substitution
Chemical Ban




PREMESSA : RISK ASSESSMENT

US EPA: 4 Steps Risk Assessment Process:

1) Identificazione del pericolo:

The 4 Step Risk Assessment Process

Hazard Dose-Response
Identification Assessment
What health:rrublems ':: - What are the health

are caused by the problems at different

pollutant? exposuras?

Risk
Characterization

What is the extra risk of

health problems in the
Exposure exposed population?

Assessment
How much of the:rnllutant

are people exposed to during
a specific time period? How
many people are exposed?

(da: US EPA: Risk Assessment Portal)

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

US EPA: 4 Steps Risk Assessment Process:

2) Determinazione delle relazioni “dose/effetto”:

The 4 Step Risk Assessment Process

Hazard Dose-Response

Identification Assessment
What health problems What are the health
are caused by the problems at different

pollutant? axposures?

Risk
Characterization
What is the extra risk of
health problems in the

Exposure exposed population?

Assessment

How much of the:rnllutant
are people exposed to during
a specific time period? How
many people are exposed?

(da: US EPA: Risk Assessment Portal)




PREMESSA : RISK ASSESSMENT

US EPA: 4 Steps Risk Assessment Process:

3) Valutazione dell’esposizione:

The 4 Step Risk Assessment Process

Hazard

Dose-Response

Identification Assessment
What health:rrublems ':: b What are the health
are caused by the problems at different
pollutant? exposuras?

Risk
Characterization
What is the extra risk of
health problems in the

Exposure exposed population?
Assessment
How much of tllu:rnllutant
are people exposed to during
a specific time period? How
many people are exposed?

(da: US EPA: Risk Assessment Portal)

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

US EPA: 4 Steps Risk Assessment Process:

4) Caratterizzazione del rischio:

The 4 Step Risk Assessment Process

Hazard Dose-Response
Identification Assessment
What health problems [assiPd  What ara the health
are caused by the problems at different
pollutant? axposures?

Risk
Characterization
wWhat is the extra risk of|
health problams in the

Exposure exposed population?
Assessment
How much of the pollutant

are people m(puse:rtu during
a specific time period? How
many people are exposed?

(da: US EPA: Risk Assessment Portal)
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PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Dose-Response Assessment

# Questa fase e finalizzata alla documentazione della relazione
tra la dose ed un effetto dannoso per la salute; la forma
della curva che descrive la relazione dose-risposta
dipende principalmente dalle caratteristiche tossicologiche
dell’agente in considerazione, in particolare dal meccanismo
biologico (mode of action) alla base dell’effetto negativo:

Linear

Response

Threshold

Dosc

PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Dose-Response Assessment

# Se i dati sperimentali relativi al mode of action
suggeriscono che la tossicita presenta una soglia, la
relazione dose-risposta sara “non-lineare”:

106 4

Proportion
al animals
showing
H,'\-I SO ot
i) Threshold

Experimental
point

(e, death) LOIELC

NOF(

DS O CoMCeniEalion

Si suppone cioe che gli effetti sanitari siano riscontrabili
solo al di sopra di una certa dose e si fissa pertanto una
“concentrazione limite” (TLV = Threshold Limit Value):
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PREMESSA : RISK ASSESSMENT

Dose-Response Assessment

# Se invece i dati sperimentali relativi al mode of action
suggeriscono che non & possibile definire una soglia per la
tossicita (es. agenti cancerogeni) \a relazione dose-
risposta sara di tipo “lineare”:

& o~
8§ __i_,-"’
53 Pl T e | B P THY PO
;; e | Factor

o mphg day]

Darivalion i3 based on the
assumption thal overy dose poses & rish: there is no
aale dose.

C'e sempre un rischio finito e misurabile e si fissa pertanto
una “rischio accettabile”.

RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni geniche:

Missense mutation

Original DMA code for an amino acid sequence.

na—CATCATCATC(A)TCATCATCAT
Wi ; e Nl S i B ; ol ?
-l His H His H His H His M His H His H His |-

Amino acid Replacement of a

single nucleotide.

= 5
T L

. A
CATCATCATC[CTCATCATCAT

«4 His H His H His HIEZsWBH His H His H His }-

™

Incorrect amino acid, which may
produce a malfunctioning protein.

s Mational Librare of Medicing
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RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni geniche:

Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.
PN

o CRECAGCACCAGEAGLAGCAL
g ot L R L L L b A G
-{6in H 6m H 6in H 6in H 6in H Gia H Gia -

Amino acid Replacement of a

single nucleotide.

"|||||||||,|L|||||||||||
c GCﬂGCAG@AGCAGCAGCAG
«4 Gin H Gin H Gin HEEN
g

b
Ld

Protain Incorrect seqence causes
shortening of protein.

LS Mational Librane of Medicing

RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni geniche:

Insertion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

ow TTRT CATCATAT CATEATEAT
B e Ul s Wl T Bl e A T
-{His H His H fis H Ais H #is H Ais H His -

Amino acid Insertion of 2
single nucleotide.

i PN
] 15 AR

"CATCATCAT(AC

TERTCATER

- His H His H His Thr § Ser Ser g Ser

Incorract amine acid sequence, which
may produce a malfunctioning protein.

L.5 Mational Librarg of Medicine
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RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni cromosomiche:

Examples of 2-lesion Chromatid-type aberrations

INTER-A| “BREAK"
INTERCHANGE e INTRA-ARM
INTRACHANGE INTRACHANGE DISCONTINUITY
inm-an-nmati:t||mﬁchmm=ﬁd intra-chromatid | Inter-chromatid
. e
A a |
= |I'I“I'Iﬂl.|l| ]mhmmmu
dicentric {-umrlcrmm {=dicentric) S I :
s| " %a k‘ \ \
pericentric |danLu|th tie | - soma are Incomplete
reciprocal transbocation ifviribon | daletion el I m_' intra-arm intrachanges

RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni cromosomiche:

q||£ bu

Normal Chromosomes

Rearranged Chromosomes (CML)

ber 2q11.2

. 9q34

j 934

22q11.2

Traslocazione 9—22
(cromosoma “Philadelphia”)
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RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni genomiche:

# Variazioni nel numero dei cromosomi (passaggio dallo stato

di euploidia cellulare a quello di aneuploidia):

= diploidia = n X 2 cromosomi;

= aneuploidia = perdita o acquisizione di cromosomi;
= poliploidia = n X m cromosomi (m > 2);

= trisomia = acquisizione di un cromosoma

in un nucleo diploide;

= monosomia = delezione di un cromosoma.

RISCHIO MUTAGENO/CANCEROGENO

Mutazioni genomiche:

WIRT
\ TSR TR T [
L@ B I 1 E E L
-‘: # ! i ! E i :. i .i
1 2 | [} L}
B . "
- ] qp a B [} & &
38 | "i E f E_F RE L¥
174 ! : F8 i i n
L1 T a L 10 'I‘I:.L 12
B ] d £ X X 15
10 LS it 3
13 14 14 16 1”7 1:?
- - :; Trisomia del cromosoma 18:
e LI LY Sindrome di Edwards
13 o o1 Fi K F
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TEST DI MUTAGENESI/GENOTOSSICITA

# | test di mutagenesi a breve termine non sono in grado
di rilevare effetti cancerogeni, ma sono diretti ad
evidenziare effetti biologici strettamente correlati con
quello cancerogeno, come la mutagenicita o, piu
genericamente, la genotossicita.

Xenobiotic
Reaction with nucleophile sites

U U U

Proteins RNA DNA
Cytotoxicity Genototoxicity

SALMONELLA/MICROSOMI TEST

# Nel Salmonella/microsomi test vengono utilizzati ceppi di

Salmonella typhimurium resi auxotrofi per |”istidina:
thr
met-t
pur
his-r
" gal
ilv-c bio
his-u

trp

“his le

EIFAHBCDG
= le mutazioni indotte dalle sostanze in esame vengono
evidenziate dalla loro capacita di “retromutare” a
prototrofii batteri test.
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SALMONELLA/MICROSOMI TEST

® S, typhimurium genotipo “wild-type”:

DNA

Trascrizione:

mRNA

Traduzione:

Proteina

SALMONELLA/MICROSOMI TEST

#® S, typhimurium genotipo “auxotrofo” (/is-):

@Delezione di una base:

= P
Alterazione del modulo di lettura ("triplette”) del
Trascrizione: codice genetico
= »>
Alterazione nella sequenza dei "codoni”
Trladuzione:
Proteina --| Leu H Leu H Leu H Leu H Leu |-| Leu |-|

v e

=
Sequenza mutata della proteina

17



SALMONELLA/MICROSOMI TEST

# Schema del test:

Salmonella typhimurium Campioni da saggiare.
Ceppo: TA98, TA100, ... (A) Sostanze pure;
(Coltura "over-night") (b) Matrici biologiche; [l
(c) Matrici ambiental. E
J
(@ (b) (c)
100 pl Dosi scalari
=2 | -
D _»—>y>
Agar-molle Terreno minimo:
Sistema di attivazione (2 ml) -Glucosio
metabolica ("S9-mix") - Sali minerali

37°C per 48 h

/\ /\
Dosi crescenti del campione @ ‘
Numero crescente di revertenti v \\//

SALMONELLA/MICROSOMI TEST

#® S, typhimurium fenotipo “revertente-prototrofo” (/Ais+):

T

/C[Inserzione di una base (2° mutazione)

>

DNA T-G

P b
2° alterazione del modulo di lettura (‘triplette”)
Trascrizione: del codice genetico

|
|

C-U
» - - —p
2° alterazione nella sequenza dei “codoni”
Traduzione:

v

=

Sequenza mutata della proteina (2°)




SALMONELLA/MICROSOMI TEST

# Principio della “reversione” :

Proteina Leu

P S— |
Alterazione della sequenza della proteina conseguente
alla 1° mutazione

>

=
Alterazione della sequenza della proteina
conseguente alla 2° mutazione

»

=
Sequenza originaria della proteina
ripristinata

SALMONELLA/MICROSOMI TEST

# Risultati:

Controllo Fumo Fumo + S9-mix
negativo

19



TEST DELLA COMETA

# Il danno primario al DNA, biomarcatore aspecifico ma
estremamente sensibile, viene valutato utilizzando il test
della cometa in condizioni alcaline (generalmente su linfociti

di sangue periferico).

# Le principali lesioni evidenziabili con il test della cometa

sono:
» Single-strand breaks;
» double-strand breaks,
= siti alcali-labili;

= basi ossidate.

Thymine
Adenine

Send il ey
[ .
- fv"‘y\';(:r %‘\l\{j‘
b <
R S P
rv\/(‘i E}’ “O)
Pusphate o aonn B
deaxyribose L !) _(> )

aae

backbone t " - \{F‘T
K?\fh& /w V\LL’..'
J)quﬂ;ld

LR
Send Cylosine ff‘
ame

i
Cuanine s ene

TEST DELLA COMETA

# Test della cometa:

= inclusione delle cellule in
microgel di agarosio;

= lisi delle membrane
cellulari e nucleari;

= elettroforesi (condizioni
alcaline).

= colorazione dei vetrini;

= analisi al microscopio a
fluorescenza.

(Al

[B]

[c1

[D]

Cellula inclusa nel gel di agarosio

Membrana cellulare
Citoplasma
Membrana nucleare

Nucleo Strato protettivo di

gelLMA0,7%

Lisi delle membrane cellulari
e nucleari

CRIEEEKL
Idrolisi alcalina delle proteine e
del’RNA;“denaturazione”
del DNA
AEEERRS

XX %%

OO SIOREKKS
SSLLRR SR
ZREIKL TRLKEEK
LRI RLLIE
25585 LKL
LKL RLLKLS
SLLELE IS
LR LR
SRR R
% %

& % X %
RIERKS SXHKHRKS
ISKEEL LRIKEL
SRLEEER RRLKLS
L LIS
SEELLLS LIS
IXRKS SRS
SRR RS

K L
IR0

OARY.

OO
SIRZRLES
ZREKK
Pedeteleles
230058
S5
%ot %

2

& 5
SRS
XIS
SIEEELS
RIS,
Pl ete%e%
SEELKLE
SRS
KRS

Migrazione elettroforetica dei
frammenti di DNA nelle maglie
delgel

CRCKK KXY
CRRAXX XKD CRXXX XX

%0
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TEST DELLA COMETA

# Test della cometa:

= campo al microscopio a fluorescenza.

(A) cellule con DNA non danneggiato;
(B) cellule con DNA moderatamente danneggiato
(C) cellule con DNA fortemente danneggiato.

TEST DELLA COMETA

# Test della cometa:

= valutazione del danno al DNA in una singola cellula
con sistema computerizzato di analisi di immagini:

Head Length 21.97 Tail Length 47.60 Head % intensity 81.47
Tail % intensity 18.53 Total Area 639.36 Mean Grey Level 69.98
Tail Moment 3.16 Total Intensity 476477.11

‘ 1 cell scored x50 (Olio immersione) Image is frozen
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BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# [ biomarcatori citogenetici possono essere rilevati mediante:

= analisi in metafase (aberrazioni cromosomiche numeriche
e strutturali, scambi tra cromatidi fratelli);

= analisi in interfase (micronuclei).

BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# Aberrazioni cromosomiche (strutturali e/o numeriche) :

= risultano dalla rottura di interi cromosomi e dal loro
successivo riarrangiamento in forme abnormi:

\v-
B e Fi. -y -
PO T N 7~ % o
9," —";‘ £ = \
‘e “w > ! ':QO \\
Bk Y v iye DanNTE,
& - R S ’/4: p .\ \ ~ { ‘\'
‘ “. /ﬁu S \, v 7% \\“\, .‘9’.
S e v St 4
"k - ' Yo .'4“’
Dicentrico ! . Interscambio

Delezione + “Gap”
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BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# Scambi tra cromatidi fratelli:

= Si formano tipicamente in caso i danni al DNA si
manifestino durante la metafase, in questo caso la cellula
mette in atto dei meccanismi di riparazione durante i
quali porzioni uguali dei due cromatidi opposti del
cromosoma possono scambiare la loro posizione (scambi

simmetrici):
o
o & "}1"' A\
; f'\r A0
}";f ;- v& ¥  Scambi tra cromatidi fratelli (SCE)
- *f i
{:‘f’ '-:s

1

BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

4 Micronuclei:

= corpuscoli di forma rotondeggiante, di dimensioni che
possono variare da 1/16 a 1/3 del nucleo principale,
contenenti materiale genetico e che possono trovarsi nel
citosol al termine del ciclo cellulare.

Micronuclei
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BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# Micronuclei:

= si formano, durante [|anafase della mitosi, dalla
condensazione di frammenti di cromosomi acentrici o da
cromosomi interi che non vengono incorporati nei nuclei
principali delle cellule figlie;

= i micronuclei possono generarsi attraverso vari
meccanismi, riconducibili essenzialmente:

+ all'azione di agenti clastogeni, che causano rotture
cromosomiche dirette;

+a disfunzioni del fuso mitotico, che possono essere
generate da agenti aneuploidizzanti;

+ alla combinazione di entrambi i meccanismi.

BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

4 Micronuclei:

= meccanismi di formazione.

Effetto
aneuploidizzante ‘A’@ :;‘ = @ =5

Cromosoma intero

Effetto ‘
clastogeno (B)@ :>‘:> =

Blocco della citocinesi

Frammenti acentrici Q
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BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# Bonassi S. et al (2000) Chromosomal aberrations in
lymphocytes predict human cancer independently from
exposure to carcinogens. Cancer Research, 60(6):1619-
1625.

. Logistic regression models indicated a statistically
significant increase in risk for subjects with a high level
of chromosomal aberrations compared to those with a
low level in the Nordic cohort (odds ratio, 2.35; 95%
confidence interval, 1.31-4.23) and in the Italian cohort
(odds ratio, 2.66; 95% confidence interval, 1.26-5.62). ...

BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# Bonassi S. et al (2006) An increased micronucleus
frequency in peripheral blood lymphocytes predicts the risk
of cancer in humans. Carcinogenesis, 28(3):625—-631.

. A significant increase of all cancers incidence was
found for subjects in the groups with medium (RR=1.84;
95% CI: 1.28-2.66) and high micronuclei frequency
(RR=1.53; 1.04-2.25). ... ... ...

inogenesis vol.28 no.3 pp.625-631, 2007

n September 14, 2006

An increased micronucleus frequency in peripheral blood lymphocytes predicts the
risk of cancer in humans

25



BIOMARCATORI DI EFFETTO BIOLOGICO PRECOCE

# “Reporter genes”:

= geni che non svolgono un ruolo diretto nel processo della
cancerogenesi, ma che se mutati danno origine a fenotipi
facili da individuare (bioindicatori della frequenza di
mutazioni somatiche);

= i geni reporter di pil ampio impiego in epidemiologia
molecolare sono:

+gene codificante per la  ipoxantina-guanina
fosforibosil-transferasi (HPRT);

+ gene codificante per la glicoforina-A (GPA).

BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE
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BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Mutazioni:

* interessano geni correlati all'insorgenza di tumori (es.
geni deputati al controllo del differenziamento e del ciclo
cellulare), risultano poco diffuse nella popolazione
(frequenza <1%), ma sono altamente correlate
all'evento clinico (penetranza elevata).

# Polimorfismi:

* sono rappresentati da mutazioni molto diffuse nella
popolazione (frequenza 1-50%), ma scarsamente
correlate all’evento clinico (penetranza bassa).

BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Tra i geni tumore-correlati i proto-oncogeni codificano per
proteine coinvolte nella regolazione e nell'induzione del ciclo
cellulare:

= fattori di crescita (FGF3, FGF4),
= fattori di trascrizione (JUN, FOS, MYC);
= proteine chinasi (ABL-1, FES, RET);

= recettori di membrana per fattori di crescita (ERBBZ,
CSFIR);

= proteine deputate alla trasduzione del segnale (BRAF);

# I proto-oncogeni possono essere attivati ad oncogeni in
seguito a mutazioni puntiformi, riarrangiamenti cromosomici
ed inserzione virale.
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BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Gli oncosoppressori, invece, sono geni altamente conservati
(APC, BRCA1, BRCA2, MEN1, NF1, RB1, TP53) che
codificano per proteine di membrana, citoplasmatiche,
nucleari che inibiscono la crescita e la divisione cellulare:

= ad esempio, il gene 7P53 codifica per la proteina p53 che
svolge un ruolo centrale nella inibizione della crescita di
cellule con danni al DNA, per cui la perdita di tale attivita
a seguito di mutazioni nel gene 7P53 causa la
promozione della proliferazione di cellule con genoma
alterato.

BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Molti geni che codificano per gli enzimi coinvolti nel
metabolismo degli xenobiotici o per gli enzimi deputati alla
riparazione del DNA sono polimorfici, ovvero esistono nella
popolazione in diverse forme alleliche dello stesso gene.

# A varianti alleliche corrispondono attivita enzimatiche
diverse.

.......................
mistake
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BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Metabolismo del benzo[a]pirene:
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BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

# Polimorfismi metabolici:

= combinazioni favorevoli / sfavorevoli:
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BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

4 Polimorfismi metabolici - "CYP1A1":

= al momento sono noti 4 principali polimorfismi nel gene
CYPIAlai quali e stato assegnato un numero che si
riferisce, cronologicamente, all’'ordine di pubblicazione,
preceduto dal simbolo “*” (CYP1A1*1 definisce, quindi, il
tipo selvatico);

= Una mutazione dell'esone 7, la transizione A4889G,
conferisce un aumento di almeno 3 volte dell’attivita
catalitica (polimorfismo CYP1A1*3 o lle>Val).
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# Polimorfismi metabolici - "CYP1A1":

335bp

206 bp

e

129 bp

PCR/RFLP (MsT)

BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

4 Polimorfismi metabolici - "GSTM1":

= i primi polimorfismi delle GST ad essere determinati sono
quelli di classe p e sono stati caratterizzati sia misurando
I'attivita enzimatica in relazione ad un dato substrato
(trans-stilbene ossido), sia isolando ed identificando gl
isoenzimi;

= il gene (GSTMI) che codifica per lisoforma GSTM1 &
polimorfico e presenta 4 varianti alleliche, tra queste Ila
variante GS7M1~*0 (allele nullo) determina nella forma
omozigote la mancanza dell’attivita enzimatica: circa il
50% della popolazione caucasica manca dell’attivita della
GSTML1.




BIOMARCATORI DI SUSCETTIBILITA INDIVIDUALE

300bp

200bp +—

# Polimorfismi metabolici - "GSTM1":
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N\

268bp (B-globina)

215bp (GSTM1)

'RISCHIO GENOTOSSICO E POLIMORFISMI GENETICI |

RISCHIO GENOTOSSICO E POLIMORFISMI GENETICI

Esposizione Polimorfismo Effetto

ambientale

Ammine aromatiche Lenti acetilatori  Aumento di rischio
del fumo di (NAT2) per cancro alla
sigaretta vescica
Arilammine Veloci acetilatori Aumento di rischio

eterocicliche da
pirolisi di carni cotte

Idrocarburi
policiclici aromatici
da fumo di sigaretta

Esposizione a
ossido di etilene,
butadiene, stirene

(NAT2)

Deficienza di GST
(GSTM1*0)

Deficienza di GST
(GSTT1*0)

per cancro
colonrettale

Aumento di rischio
per cancro al
polmone

Aumento dei livelli
di danno
cromosomico
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SUSCETTIBILITA’ GENETICA INDIVIDUALE

# La suscettibilita genetica all'azione dei cancerogeni si
esprime soprattutto ai bassi livelli; da questo discendono
almeno due conseguenze rilevanti da considerare nelle
scelte di politica ambientale:

1) le “soglie accettabili” di esposizione, comunque definite,
dovrebbero tener conto dell’esistenza nella popolazione
di sottogruppi a piu alto rischio di malattia e, di
conseguenza, essere adeguatamente abbassate;

2) nelle indagini epidemiologiche la suscettibilita genetica
dovrebbe essere tenuta nella giusta considerazione, in
modo da aumentare la probabilita di evidenziare
relazioni causali con agenti ambientali.

SUSCETTIBILITA’ GENETICA INDIVIDUALE

# Del tutto privo di fondamenti &€ invece un uso delle
conoscenze sulla suscettibilita genetica per selezionare i
lavoratori meno suscettibili all’azione dei cancerogeni:

1)un principio senza il quale tutta l'etica medica
perderebbe di significato € che “non fare del male”
viene prima di “fare del bene”, in altre parole evitare
I'esposizione a sostanze tossiche € un obbligo morale di
ordine superiore rispetto a prevenire i danni attraverso
altri strumenti come lo screening genetico;

2) la selezione genetica avrebbe una ricaduta inaccettabile,
ovvero la discriminazione razziale, infatti i polimorfismi
metabolici mostrano diversa distribuzione nei diversi
gruppi etnici.
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NUOVI BIOMARCATORI ... ...

# Nuove tecniche di biologia molecolare, nel campo sia della
genomica che della proteomica, offrono la possibilita di

sviluppare una nuova serie di biomarcatori per valutare il
rischio genotossico.

# Particolarmente attraenti sono tecniche come il cDNA-
microarray (insieme di sequenze di DNA a elica singola

immobilizzate su una superificie solida) per lo studio dei
profili di espressione genica:

NUOVI BIOMARCATORI ... ...

Im age analysis
Intensity calculations

Gene ismore edpresiedin
control than in best sam ple

Gene iz more exprassed in
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contral and inte=t =ample

Gene iz neither detectably
expressed in control nor in
best Sample

Each spol represents a single gene
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