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Capitolo 1

Introduzione

La mia tesi di dottorato in “Scienza del Farmaco”, svoltasgo il
Dipartimento di Chimica delle Sostanze Naturali dell’Univérsiegli Studi di
Napoli “Federico 1I” (Via D. Montesano 49, 80131 Napoli) sotto la
supervisione del Prof. Ernesto Fattorusso, verte su:
L’analisi di biotossine marine in mitili del mar Mediterr aneo e dei loro
organismi produttori.

L’interesse nellambito della chimica del mare ha radicfamde,
infatti fin dall’antichita 'uomo ha utilizzato cibi prelevatial mare per
I'alimentazione e, ancora oggi questa fonte energetica rapaasenrisorsa di
importanza vitale soprattutto per i popoli che abitano regioni cestt€rnoto
come occasionalmente, animali utilizzati a scopo alimemisméano tossici e
talvolta letali per 'uomo e I'occasionalita del fenomeno é&hiaro indizio che
le sostanze tossiche non sono prodotte direttamente dall'animate cosae
alimento, ma vengono da questi assunte da una fonte esternauedilate in
parti specializzate del proprio organismo. Responsabili dellaacwmdzione
dei molluschi marini eduli sono metaboliti secondari la cui origiogenetica
e comunque rintracciabile nelle classiche vie biogenetichei aquadlle
dellacido mevalonico, delle acetogenine, dell'acido shikamie degli
amminoacidi. In generale i metaboliti secondari, prodotti da organisminmari
contribuiscono all’equilibrio ecologico del mare nel mediare le cooazioni
di tipo chimico tra individui non solo della stessa specie,amzhe di specie
diversa. In particolare le sostanze tossiche, assumono, jgerrghli e vegetali

marini che li producono il ruolo di armi chimiche di difesa contrpriedazione



come dimostrato dal fatto che alcuni di questi metaboliti saato rirovati in
organismi a basso livello evolutivo che, nonostante la loro soawbdita, sono
sopravvissuti all’evoluzione delle specie marine.

I molluschi eduli, incapaci di sintetizzare sostanze in gradbfenderli,
riescono quindi a procurarsele tramite I'alimentazione e ednaglarle in parti
specializzate del proprio corpo. E’ proprio in questo processo @eriraento
di molecole da un organismo all’altro che va ricercata una gelhcipali cause
della periodica o occasionale tossicita dei molluschi madali. La gravita del
fenomeno e l'attualita del problema da un punto di vista siaas&nithe
economico hanno attirato la mia attenzione e motivato la ttiNngtaa di ricerca

in merito alle biotossine marine.

1.1 Metodi analitici impiegati

Le tecniche analitiche su cui ho focalizzato la mia aiber@zsono state la
Spettrometria di Massa e I'accoppiamento cromatografia liqudtremetria

di massa (LC-MS).

1.1.1 Spettrometria di Massa

La spettrometria di massa consiste in un insieme di teciichitiche,
particolarmente usate in chimica organica, che consentono uliaméde masse
molecolari e di determinare quindi la formula di struttura di post

sconosciuti, anche avendone a disposizione piccole quantita.



A differenza delle tecniche spettroscopiche, essa € un metadalidi
distruttivo (la molecola non rimane intatta dopo I'analisi), e atbgito non si
basa sull'interazione tra radiazioni e materia

Una molecola perd, per poter essere osservata e misurdga soel
proprieta di massa, deve essere prima volatilizzata e ainizin una
componente dello spettrometro detta sorgente di ionizzazione.

Per ottenere uno spettro di massa, infatti, il requisiterzssle & di
produrre degli ioni in fase gassosa che saranno successivanwiéeaicfino a
raggiungere una velocita specifica mediante un campo elettrjpa, proiettati
in un analizzatore di massa appropriato che separa entita d chaesse ed
infine, rivelare ogni composto dotato di carica e con una ceasan
sequenzialmente nel tempo. Cio si traduce piu sinteticameindére che in uno
spettrometro di massa il campione €& prima ionizzato in sorgefitéoni
risultanti sono poi separati in funzione del loro rapporto massezdcgm/2)

nellanalizzatore. Tutti gli analizzatori di massa richiedonmer il loro

funzionamento un vuoto molto spinto.

Mediante la spettrometria di massa €& possibile studiareigsiatipo di
composto che sia in grado di essere ionizzato, e i cui ioni poss#stere in
fase gassosa per cui a seconda della natura delle molecalealizzare e

richiesta una differente sorgente di ionizzazione.

Sorgenti di lonizzazione
Come gia detto il sistema di ionizzazione svolge un ruoloneide nella
spettrometria di massa, perché da esso dipende anche il nuaneatura e

I'abbondanza dei frammenti molecolari che compaiono nello spitinassa.
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Per questo motivo le tecniche utilizzate sono numerose e alcuassali
consentono di analizzare solo ioni positivi, altre invece, pé¢omet la
rivelazione anche di ioni negativi. Inoltre alcune tecnichmuizzazione sono
decisamente potenti, operano cioé ad alta energia e portano ad una
frammentazione spinta (TECNICHE HARD), altre invece operanbassa
energia producendo un numero inferiore di ioni (TECNICHE SOFT). la ks
tipo di sorgente utilizzata, la ionizzazione primaria del danmg viene

realizzata in vario modo; le tecniche piu utilizzate sono:

Impatto elettronico (E.l.)

lonizzazione chimica (C.1.)
Bombardamento con atomi veloci (F.A.B.)
Desorbimento con laser (M.A.L.D.1.)
Electrospray (E.S.I.)

A seconda della natura chimica della molecola da analizraaeecnica
pud essere preferita all’altra. L'insieme delle suddettmithe € in grado di
coprire tutte le esigenze possibili. Gli spettrometri di maggano un’ampia
gamma di tecniche di ionizzazione realizzabili in quanto le sdrgemo
interconvertibili.

In particolare la struttura chimica delle molecole di cui anicsoccupata
ha richiesto I'utilizzo di tecniche di ionizzazione E&l€ctro Spray lonization

e TIS (Turbo Spry lonization



lonizzazione Elettrospray (ESI)

L’ESI & una tecnica ampiamente usata per I'analisi di biorot#adrosolubili, molto
polari o addirittura cariche e per realizzare I'accoppiameatblPLC e spettrometria
di massa. Nella sorgente electrospry il campione € introdotte soluzione in un
solvente volatile (metanolo, acqua, acetonitrile, o loro neyceontenente una bassa
concentrazione di un acido organico debole (acido acetico, acido foemigoTale
soluzione viene spinta attraverso un ago capillare, che éatargd un elevato
potenziale, e uscendo dall'ago va incontro a nebulizzazione cioéZiormaadi uno
spray costituito da microgoccioline di solvente che contengono sjetieie ionizzate
(analita carico). La ionizzazione, che si realizza a passatmosferica, di solito é
spontanea, ma puo essere incrementata con l'aggiunta di opporyentieélella
sorgente il gas (azoto) flussa a bassa velocita per daeilitevaporazione del
solvente, questo permette di trattare anche composti ten@ita labili. Man mano
che il solvente contenuto nelle goccioline evapora, questmgiccioliscono fino a
che la repulsione elettrica, aumentata a causa della fors#taleli carica, supera la
tensione superficiale della goccia; a questo punto la goccialic@ppia”, creando
una corrente di ioni nudi che vengono poi indirizzati da un gradiente gliccaenso
'analizzatore. E' possibile ottenere sia ioni positivi (prati) che ioni negativi
(deprotonati) a seconda se I'ago € caricato ad un potenziale positegativo dello

stesso ordine di grandezza (KV).
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Il risultato finale € uno spettro in cui i picchi principali sono wowallo
ione molecolare recante una o piu cariche (specie multicaiea3uoi addotti
con il solvente o con i sali (NaK", NH,;" nella modalita a ioni positivi e Tl
HCOO nella modalita a ioni negativi). La presenza di tali addptitile da un
punto di vista qualitativo nell'identificazione dello ione pseud@woolare, ma
nell'ambito di un’analisi quantitativa la presenza di tali addptovoca un

abbassamento di sensibilita e va percio evitata.

Analizzatori

L’analizzatore € quel settore dello spettrometro di massa iawigne la
selezione degli ioni, formati nella sorgente di ionizzaziosdla base del
rapportom/z Gli ioni con differentem/z arriveranno al rivelatore in tempi
diversi, apparendo nello spettro a valori differenti. Cosiecper le sorgenti di
ionizzazione, la tecnologia in questo settore ha sviluppato vari diipi
analizzatori, dotati di caratteristiche diverse, ma conop@dnce sempre

maggiori.
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Gli analizzatori possono essere classificati in base al nmodai i

effettuano la selezione ionica in:

1. Analizzatori a deflessione magnetica.

2. Analizzatori a quadrupolo

3. Analizzatori a trappola ionica

4. Analizzatori a tempo di volo (TOF)

5. Analizzatori a risonanza ciclotronica ionica (FT ICR)

In particolare nel corso delle analisi da me condotte gliizzadbri

utilizzati sono stati: analizzatore a triplo quadrupolo m®jpgola ionica.

Analizzatore Quadrupolare

Negli strumenti con filtro di massa a quadrupolo, sono impiegatirqua
barre. Alle barre opposte del quadrupolo e applicata una differeppediziale
generata da una corrente continua ed alternata. Gli ioni entaamo estremita
e viaggiano con velocita costante in direzione parallela ai(giodizionez) ma
acquistano, nel loro transito, delle oscillazioni complesseolimdirezionix ey
a causa di questa applicazione contemporanea ai poli di una tensiomerde
continua (dc) e di una tensione a radiofrequenza (rf).

Esiste un oscillazione stabile che consente ad un particolaee don
attraversare da un estremita all’altra il quadrupolo sengare in collisione
con i poli; questa oscillazione dipende dal rappaitadello ione. Percio solo
ioni con un preciso valore del rapportdz attraverseranno in certe condizioni

I'intera lunghezza del filtro. Tutti gli altri acquisterannaidiazioni instabili e
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collideranno con i poli perdendosi. La scansione delle massa vignotta

variando nel tempo sia rf che dc, mantenendo pero costdmte ibpporto.

ronrezxangrt ion
Lo detector

l\! SEnipcE gt

fantrance to quadrapole

“quadrupole rods

CTETN NPT (TR
oT diffaring m#2 rabios

Analizzatore quadrupolare

Analizzatore a Trappola lonica

Negli analizzatori a trappola ionica le barre del filtro dissapresentano
una disposizione sferica. Mentre quindi nel quadrupolo lineare gli ioni
selezionati passano direttamente verso il rivelatoreafgptia di ioni trattiene
temporaneamente tutti gli ioni, che vengono rilasciati seqakemente verso |l
rivelatore variando il campo elettrico. Quindi € possibile pydare per un
tempo lungo a piacere gli ioni che provengono dalla sorgente. Unalgic
guantita di elio all'interno della trappola aiuta questo processo damdtwu
I'energia cinetica degli ioni e facendoli rimanere versmeitro della trappola e
lontani dalle pareti. Oltre che “conservare” gli ioni, € pdksitaumentando

progressivamente la radiofrequenza, rendere instabili kettbae degli ioni a
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rapportim/zvia via crescenti, che quindi escono dalla trappola e vanno aecolpir

il detector.

Ton source

Injected 10ns

Detector

Analizzatore a Trappola lonica
In generale le trappole ioniche non raggiungono gli intervalli @ssa e
I'alta risoluzione di altri strumenti del settore ma sonweesamente versatili,
forniscono buona sensibilita ed hanno costi iniziali contenuti.
Su molti degli analiti investigati sono stati eseguitiF@nesperimenti di
massa/massa (MS/MS). Tali esperimenti vengono realigaasirumenti

dotati di sistema tandem.

Spettrometria di Massa Tandem

Uno spettrometro di massa tandem é costituito da due analizzapwstii
in serie. Il primo analizzatore (MS1) ha la funzione dizeleare (filtrare) tra i

vari ioni presenti in uno spettro, lo ione desiderato. Lo ione ise@n (ione
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padre, genitore o precursore) viene successivamente fatideomlicon un
opportuno gas di collisione (He, Ar) in una cella di collisione fammenti
(ioni figli o prodotto), generati dalla dissociazione dello ione calee a causa
degli urti con il gas di collisione introdotto nella camerajgeno separati dal
secondo analizzatore (MS2) in base al loro rappuorto

In questo modo si possono avere informazioni alle volte determinanti pe
la risoluzione di problemi strutturali.

Strumenti dotati di sistema tandem MS sono i tripli quadrupoli (dave |
frammentazione avviene secondo le modalita descritte) ep@die ioniche

dove tutti e tre i suddetti eventi avvengono in un unico luogoapgptia.

ESI MS-1 Colliston MS-2 Detector
cell

In realta in questi due tipi diversi di analizzatori sigeggeun esperimento
spettrometrico Tandem con “progressione nello spazio o nel tempo
Progressione nello spazisignifica che la selezione dello ione, la sua
dissociazione indotta e l'analisi dei frammenti generati aguao in spazi
diversi (cioe in diversi settori dello spettrometro) come esifica nel triplo
quadrupolo.

Progressione nel tempmvece vuol dire che queste operazioni sono fatte nello
stesso spazio ('analizzatore a trappola ionica) ma ipitennccessivi. Infatti,
nella trappola ionica e possibile inizialmente intrappolare gitiioni presenti

nello spettro primario, successivamente isolare lo ione desd@rspellendo
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gli altri dalla trappola), poi indurre la dissociazione dello i@@ato, e infine
analizzare i frammenti generati all'interno della stessgppola. Con un
analizzatore a trappola ionica, con lo stesso schema, si pugreeissolare
uno ione figlio e dissociarlo ulteriormente per studiarne la framezeone. Si
ottengono cosi ioni di seconda generazione che possono essere fi@inaent
loro volta. Il processo di frammentazione pud essere ripatutdte e in questi
casi si parla di MS

Le informazioni fornite da esperimenti MS/MS o M&no preziose negli
studi chimici strutturali per determinare la struttura soptattdt molecole di
grandi dimensioni, e in quelli confirmatori per risolvere misaaenplesse di
prodotti di cui siano note le modalita di frammentazione.

Gli spettrometri tandem si dicono a geometria ibrida o non ibada,
seconda che accoppiano due analizzatori diversi 0 meno. sicclas
accoppiamenti sono:

Quadrupolo accoppiato con TOF (Q-TOF)
Magnetico/TOF
TOF/TOF

Quadrupolo accoppiato con trappola ionica (Q-trap)

Interfacciamento LC-MS

L'interfacciamento tra la cromatografia liquida e la spetetia di massa,

e un connubio particolarmente utile nella rivelazione sensibileodiposti

organici presenti in tracce in matrici complesse. Fino ad uocaale’anni fa
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anche solo immaginare tale accoppiamento risultava diffialecausa

dellincompatibilita tra le due tecniche HPLC e Spettromaatr Massa (MS).

HPLC MS

-Funziona in fase liquida -Funziontase gassosa
-Funziona a 25-50°C -Funziona a3500C
-Nessuna limitazione pratica di -Necessitzadipioni di una
composti analizzabili taarolatilita

-Nessuna limitazione pratica di -Peso moleedikaitato
peso molecolare dall’hardware

-Utilizza tamponi inorganici -Nientenoni inorganici

Nel tempo si sono susseguiti una serie di approcci per rendelibilposs
'accoppiamento LC-MS ma la tecnica di ionizzazione piu conviteces
rappresentata dallatdospheric Pressure lonizatigAPl) dove la ionizzazione
avviene a pressione atmosferica, successivamente gli émgjono introdotti
nel sistema ad alto vuoto dell’analizzatore di massa guddadipportuni campi
elettrici. L'ESI € una delle molteplici varianti dell’ ARpplicata tra I'uscita di
un unita HPLC e l'ingresso di uno spettrometro di massa. OltEShclassico
in cui la nebulizzazione avviene per semplice repulsione adedtica tra le
particelle (goccioline) cariche producendo uno spray molto allargsiste
I'lon Spray lonization (ISI) in cui la nebulizzazione viene sifsi da un
nebulizzatore a gas (aria 0 azoto) che produce uno spray piu direzional
maggiore compatibilita con acqua, nonché la possibilitd di zaile flussi piu
elevati. Queste caratteristiche rendono particolarmente oad&tSl
allaccoppiamento con I'HPLC. In ogni caso e spesso utile aitl flusso
proveniente dal’HPLC prima del collegamento alla sorgentineldi ottenere

un miglioramento del rapporto segnale/rumore, un recupero di paite
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campione senza alterare la sensibilita in quanto I'ESI dipeddia
concentrazione dell’analita e non dalla sua quantita. Inistecuna tipologia
di ESI ad alto flusso (Turbo lon Spray) che permette di increngel@arelocita
di evaporazione del solvente mediante immisione controcorrentefldisso di
aria riscaldata. Questo permette di operare a flussnchieal-5ml/min senza

necessita di splittare.

Modalita di acquisizione dei dati

Le principali modalita di acquisizione dei dati utilizzatiLC-MS sono:
Full scanMS
Product ion scaifMS/MS o MS)
Selected lon MonitoringSIM)
Selected Reaction Monitorif@RM)
Neutral Loss ScafNL)
Precursor lon ScafPI1S)
Full scan MS
Il Full ScanMS e un esperimento di massa in cui I'analizzatore trasmett
sequenzialmente al detector tutte le masse, formate wefjarge, in un range
selezionato dall’operatore. Si ottiene cosi, momento per mondintero
spettro di massa di cio che viene eluito. Il cromatogramreanehderiva € dato
dalla corrente ionica totald@tal lon Current,o TIC) in funzione del tempo di
ritenzione. Benché tale modalita di acquisizione fornisca isimasnumero di
informazioni qualitative possibile, essa non e tuttavia sedettualora si cerchi

di rivelare un analita noto all’interno di una miscela molto cesgd avendo a
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disposizione un analizzatore quadrupolare. Infatti il TIC apparigu@sto caso
come un unico insieme irrisolto di picchi sovrapposti. Inoltre,chudila
sensibilita con cui un sistema quadrupolare rivela una data mdgsséamente
proporzionale al tempo speso dall’analizzatore su quella mdssal ¢ime,
I'acquisizione in modalit&ull ScanMS e poco idonea alla ricerca e rivelazione
di sostanze in tracce.

Nel caso degli analizzatori a trappola ionica, invece pgittsi full scan
possono essere registrati senza alcuna perdita di serfsiloifaéti grazie alla
funzione di accumulo della trappola, la sensibilita pud essere aumenta
raccogliendo gli ioni per periodi di tempo piu lunghi. Il problema della
selettivita viene superato estraendo, in fase di procesknglati, gli ioni
interessanti che vengono cosi rivelati sotto forma editracted ion
chromatogram(XIC) o profilo ionico, cioé un grafico dellintensita di un
gualsiasi ione in funzione del tempo. Esso viene estrattogdandlempo reale)

da tutte le scansioni ripetute immagazzinate nel calcolatore.

Selected lon Monitoring(SIM)

Il SIM é un esperimento di massa a singolo stadio in cui sono mdnitora
uno o piu ioni di particolari rapporti massa/carica. Nella nitidadli
acquisizione SIM gli ioni formati in sorgente vengono accumulati
nell’analizzatore, e di qui solo quelli che presentano il rappoftoprescelto
sono isolati, fuoriescono dall'analizzatore, che funge da #itrengono quindi
rivelati producendo uno spettro di massa SIM in cui le intensitéi ey
preselezionati sono “continuamente” registrate in funziongemepo. Nessun

dato e acquisito per gli altri ioni che vengono emessi dallzzatiore. Poiché
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solo pochi ioni di selezionati rappont/zvengono monitorati, la modalita SIM,
in uno strumento a singolo o triplo quadrupolo generalmente fornisceis&nsi
pit alta della modalitéull scanMS grazie al fatto che I'analizzatore dedica alla
particolare massa selezionata un tempo totale notevolmentgoseipespetto a
guanto avviene per la stessa in modditél Scan si ottiene quindi un notevole
incremento oltre che della sensibilita anche di selettigitdiscapito del numero
di informazioni ricavabili. La diminuzione del segnale dovutoushare di
fondo e l'aumento del rapporto segnale/rumore rendono questa modalita di
analisi indicata nella rivelazione e soprattutto nella queagifone di sostanze
presenti anche in tracce. L’identificazione di un compost@eaevguando:

Il tempo di ritenzione € lo stesso dello standard puro

Si innalzano simultaneamente le tracce degli ioni carsiit@rprescelti per

la registrazione.

Le aree (le altezze) dei segnali corrispondenti agli ioratteistici stanno

tra di loro in rapporti uguali, entro i termini delle deviaziopesmentali,

quelli delle abbondanze relative degli ioni dello spettro assa standard.

Quando i picchi sono almeno tre volte piti grandi del rumore di fondo

Generalmente la rivelazione selettiva di un’analita vienkettaata

monitorando non un singolo ione bensi piu ioni e viene percio defhilidple

lon Monitoring (MIM)

Product lon Scan(MS/MS o MS")
E’ una tipologia di esperimento che consiste nell’accoppiamentoeadi du
stadi di analisi di massa. Uno ione avente un determinato wdiloréz (ione

precursore) viene selezionato ed isolato nel primo stadio diisianal
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successivamente, viene eccitato e frammentato. Nel sectattlo di analisi,
sono acquisiti tutti gli ioni prodotto formatisi nel range di masslazionato.
Nel caso di un analizzatore quadrupolare La massa selezitlagtagssa da
Q1 viene fatta collidere in una cella di collisione (Q2) cogai$ di collisione
(N2), generando caratteristici ioni prodotto. Q3 operaFul Scan MS
separando gli ioni in base al rappoma’z e producendo uno spettro di

frammentazione della massa selezionata in Q1.

Selected Reaction MonitoringSRM)

L’'SRM é un esperimento di massa a doppio stadio in cui sono monitorati
uno o piu set di reazioni, ione precursore > ione frammento. Meltialita di
acquisizione SRM gli ioni formati in sorgente vengono accumulatprigo
analizzatore (primo stadio) e qui vengono isolati solo quegli ioninjtiefni
precursori) che presentano il rappon@ prescelto, mentre gli altri vengono
emessi dall'analizzatore e quindi non rivelati. Gli ioni precursetezionati
vengono fatti collidere nel secondo analizzatore con un gas di @odigargon
0 azoto) e producono cosi uno o piu ioni prodotto. Gli ioni prodotto vengono
accumulati nel terzo analizzatore (secondo stadio), qui vengoladi is solo
quegli ioni prodotto che presentano il rappari@ prescelto vengono emessi,
producendo uno spettro di massa SRM. Nessun dato & acquisito pefr iginial
che vengono emessi dall’analizzatore. Come il SIMSdlected Reaction
Monitoring permette I'analisi rapida di componenti presenti in tracaaiscele
complesse, in quanto vengono monitorati solo un numero limitato di ioni

prodotto. Infatti, uno ione precursore e selezionato, ma non vigeeeutut

I'intero spettro di massa dei suoi ioni prodotto, ma vengono monismiatiuno
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o due ioni prodotto. Di conseguenza, la sensibilita negli esperiiB&M in

uno strumento a triplo quadrupolo € decisamente piu elevata che negli
esperimenti FS MS/MS. Generalmente viene monitorata pitnalitransizione

ed in questo caso la rivelazione selettiva di piu transiziaratteristiche viene

definita Multiple Reaction MonitoringMRM).

Neutral Loss Scar{NL)
In tale esperimento, attuabile con analizzatori a tripladguzolo, sia il
Q1 che il Q3 lavorano iRull scanma con una differenza costante tra i range di
scansione corrispondente al valore di perdita neutra selezidalfitiperatore.
Nella cella di collisione (Q2) avviene invece la frammeiotae. Lo spettro
risultante indica quali ioni frammentandosi perdono una specie neutedeug
alla differenza Q1-Q3. Viene utilizzato nell'analisi speeaf di classi di

composti che hanno gruppi funzionali o caratteristiche strutinrabmune.

Precursor lon ScanPIS)
In tale esperimento, il Q1 lavora in modaliall Scan il Q2 funge da
cella di collisione, mentre il Q3 opera in SIM. Tale esBpento permette di
evidenziare la presenza di tutti i composti presenti in unaetaisomplessa il
cui ione molecolare frammenta dando luogo ad un preciso ione frammento,
selezionato dall'operatore. Tale esperimento € utile palare composti

strutturalmente simili aventi un frammento comune.
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1.2 Metodi analitici di rivelazione delle biotossine

Le biotossine marine prodotte da microrganismi acquatici e cherposs
contaminare le acque dolci, i molluschi eduli e i pesci, rapptaso, per le
gravi conseguenze che ne possono derivare, un serio motivo di preazcepaz
per la salute sia umana che di altre specie animali.

Le biotossine rappresentano una vera e propria sfida per niliothi
analitico interessato alla loro rivelazione a causa delestrvarieta strutturale
e dellampio range di polarita e di pesi molecolari che sono proptaldi
composti. Sono percio richiesti metodi analitici che permetta rivelazione
delle biotossine in una varieta di matrici biologiche esihao applicabili:

- al monitoraggio delle acque dolci;

- allo screening dei molluschi eduli in acquacultura prima datiaolta;

- a studi di screening, quantitativi, e/o confirmatori deilosawhi eduli e del
pesce prima della commercializzazione;

- alle analisi dettagliate a scopo di ricerca per definirprafilo tossico nel
plankton e nei molluschi, la produzione di tossine dal plankton, I'asswzi
il metabolismo e I'eliminazione delle tossine dai mitili.

Naturalmente e sfortunatamente non esiste un unico metodo che soddisfi
tutte le esigenze.

Generalmente i metodi analitici vengono suddivisi in due gruppiggis
biologici e le analisi chimico-strumentali.

| saggi biologici includono il saggio di tossicita sul topo o sulorait
saggi in vitro di citotossicita, i saggi biochimici di inibpie della fosfatasi o

recettoriali, i saggi immunologici ELISA e RIA. Essi sonapidi, molto
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sensibili e realizzabili a bassi costi, tuttavia non fomrsc informazioni
guantitative sul contenuto tossico di un campione biologico, sono soggetti
falsi positivi, e, soprattutto, non forniscono informazioni dettéglgulla natura
delle singole sostanze responsabili della tossicita.

E' per questo motivo che sono richiesti metodi strumentali che
rispondano a requisiti di sensibilitd, precisione e specifitithetodi analitici
strumentali includono la TLCThin Layer Chromatography la GC Gas
Chromatography, I'LC (Liquid Chromatography la CE (Capillary
electrophoresise la MS Mass SpectrometyyNe sono stati poi sviluppati altri
che prevedono la derivatizzazione delle biotossine con opportuni readant
loro successiva rivelazione (Es. HPLC-FLD con derivatizzgtost-colonna) o
altri ancora che prevedono la combinazione di due delle sadadettodiche

strumentali (GC-MS, CE-MS e LC-MS).

1.2.1 Saggi biologici: tossicita sul topo
Il monitoraggio della presenza delle biotossine marine nei nabilesluli
e stato eseguito mediante saggi di mortalita sui topi, seconaoguaicato

dalla Gazzetta Ufficiale Italiafi@er le DSP-tossine e le PSP-tossine

Saggio di tossicita sul topo per le DSP-tossind.metodo si basa sulla
inoculazione intraperitoneale dell’'estratto dell’epatopancaiamolluschi in
topi adulti albini di razza Swiss del peso di 18-20 g. La presentassine
genera malessere generale e morte. Il saggio vienauiwseg 20 g di

epatopancreas (peso sgocciolato) di molluschi, estratti con 1@0atétone in
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omogeneizzatore e mantenuto per 2 minuti a temperatura ambiente.
L’'omogeneizzato viene, quindi, filtrato o centrifugato, e éstraltre due volte
con 50 ml di acetone ogni volta. | tre estratti riuniti vengemnaporati e il
residuo sospeso in 10-15 ml di acqua distillata, che viene indingtta con 50
ml di etere etilico. L'estratto etereo, dopo evaporazionealgbnte, € sospeso
in 4 ml di una soluzione fisiologica Tween 60 all'1% e inoculato intitgeo
in tre topi (nella dose di 1 ml per topo), al fine di accertéaressicita. Il test &
considerato positivo se la morte del topo avviene entro cinque ore
dall'iniezione; se, invece, la morte avviene entro 24 ore o naere affatto il
test risulta negativo, in quanto la quantita di tossine non e comsideschiosa
per il consumatore.

Saggio di tossicita sul topo per le PSP-tossink,metodo si basa sulla
inoculazione intraperitoneale dell’'estratto dell’epatopancaiamolluschi in
topi adulti albini di razza Swiss del peso di 18-20 g. La presentassine
genera paralisi e morte che interviene entro pochi minuti daltiaamne. I
saggio viene eseguito su 100-150 g di molluschi (peso sgocciolato), che
vengono prima frullati e poi (pesandone 100 g) estratti con 100 mCHDH
N. Il pH viene controllato dopo l'estrazione e deve essereidanéera 4
(preferibilmente intorno a 3). La miscela viene portata allletiohe e lasciata
bollire per 5 minuti. Si lascia raffreddare e si ricontrallaH che dev'essere
nel range 2-4 e comunque non superiore a 4.5. Per abbassare dggilsige
HCI 5 N goccia a goccia. Per alzare il pH si aggiung®mM®.1 N goccia a
goccia. Si porta a volume (200 ml) con acqua. L’'omogeneizzate vigpnndi,
centrifugato, e il sopranatante (di cui si controlla nuovaménpd, viene

iniettato intraperitoneo in tre topi (nella dose di 1 ml per toplo}edt e
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considerato positivo se la morte del topo avviene entro 5-7 minuti

dall'iniezione.

1.2.2 Saggi strumentali: LC-MS

Tra i metodi strumentali utilizzati per la rivelazione defliotossine un
posto di rilievo & occupato dalle tecniche di accoppiamento dellaatografia
liquida con la spettrometria di massa (LC-MS).

L'LC-MS si & dimostrato uno strumento estremamente utile lper
determinazione qualitativa e quantitativa delle tossinglaakton e nei mitili,
per l'identificazione di nuove tossine e la ricerca sul meistno delle tossine
nei molluschi edulf.

Metodi analitici basati sulla combinazione HPLC-MS sono i stat
sviluppati per le principali classi di biotossine marinddaalomoico e altre
ASP tossine, acido okadaico e altre DSP tossine, saxit@ssiir@ PSP tossine,
brevitossina, spirolidi e ciguatossina. E’, infatti, questedka tecnica che si
dimostrata valida per I'analisi di tutte tossine e che soddisfa le esigenze sia
dei laboratori interessati al monitoraggio che alla ricenale sbiotossine
marine. L'accoppiamento HPLC-Massa fornisce infatti:

Possibilita di rivelazione universale

Alta sensibilita, con limiti di rivelazione nell'ordine delle rpaper

bilione

Alta selettivita e specificita

Minimo clean-up del campione

Possibilita di esaminare tossine labili e molto diverse

strutturalmente
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Quantificazione accurata e precisa

Ampio range di risposta lineare

Possibilita di automazione

Alta produttivita

Rapidita nella messa a punto di metodi analitici

Accettabilitad legale negli studi confirmatori

Informazioni strutturali per I'identificazione di nuove tossine,leglai di
tossine note e metaboliti.

L’alto costo iniziale dei sistemi HPLC-MS e la necessitgpersonale

specializzato per l'uso di sistemi HPLC-Massa rappresentanprihcipali

difficoltd per molti laboratori, per quanto recentemente sistiati introdotti

strumenti relativamente poco costosi, facili da usareatiére di dimensioni

ridotte e che cosi in parte hanno risolto tali problemi.
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Capitolo 2

2.1 Il plancton marino

Una delle caratteristiche peculiari degli oceani € la t@asenza, almeno
in mare aperto, di vegetali di grandi dimensioni. La massgigknti in questo
ambiente & costituita da un gran numero di minuscoli vegetalisicmuovono
insieme ai loro piccoli erbivori, costituendo il plancton, ovvesseg viventi
che non sono in grado di opporsi al movimento delle correnti, macsanas
trasportare da esse da cui ne deriva il nome: dal gracktos che significa
“errante”. Piu in particolare il fitoplancton é costituita microalghe che si
possono presentare isolate (forme unicellulari) o raggruppatedolgicolonie
di cellule che a seconda delle specie cresce in biomassantno sia in
dimensioni che in quantita. Questi organismi, non osservabilitatinente ad
occhio nudo, rivestono un ruolo basilare negli ecosistemi acquaticlp giliel
produttori primari di materia organica, rappresentando cosi ilopginello della
catena alimentare acquatica, ed inoltre producono una grande tagudinti
ossigeno. La velocita di crescita e legata sia alle speleé alle condizioni
ambientali. Le microalghe possono raddoppiare il loro numero in 24 dee se
specie é a crescita rapida o raddoppiare nell'arco di urimae# o ogni 10
giorni se la specie & a crescita lenta. Molte spealéibctoniche hanno la
capacita di adattarsi a condizioni sfavorevoli, che si possmesentare
nell’ambiente in cui vivono.

L’'organismo unicellulare ha la capacita di percepire le yamm
ambientali ed adattarvisi, quindi possiede un sistema di peneezelle

fluttuazioni che avvengono nel suo ambiente ed ha la possibiligadire. La
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maggior parte dei vegetali planctonici, ad eccezione deifldgellate, sono
sprovvisti di flagelli e tenderebbero quindi a sedimentare lentamesrso il
fondo. Il fluttuare nellacqua del fitoplancton sarebbe unigameun
movimento di caduta piu 0 meno lento, se non fosse regolatostakpecifico,
dalle resistenze di attrito, e dal movimento attivo deieflagCio spiega molte
caratteristiche delle alghe planctoniche: la presenza di olecewstanza di
riserva, la formazione di appendici e protuberanze delle ipaediulari,

'aggregazione di molte cellule in catenelle ed anche l'oag@me che le
appendici che favoriscono il galleggiamento sono piu grandi nelle acigde
(a viscosita piu bassa) che non in quelle fredde. Per congrdisféetto della
gravita e rimanere nella zona eufotica alcuni organisitdplanctonici

dispongono di strutture che riducono il loro peso specifico e favoriscéomo il
galleggiamento.

La proliferazione di alghe nel plancton, definigdgal bloom € un
fenomeno che si verifica periodicamente e in diverse paitingondo in
concomitanza di particolari eventi climatici e ambientad, ¢ui il fenomeno
dell'upwelling, che consiste nel verificarsi di correnti amstenali di masse

d’acqua, ricche di nutrienti rappresentando la causa principle ‘thcque

colorate”in tutto il mondb La densita cellulare pud essere cosi alta che le acque

diventano in alcuni casi rosse (da cui il termine “maree fpese anche verdi o
marroni. In particolare vengono definiti come “harmful algal bloofe€homeni
associati alla proliferazione di alghe tossiche e/o daAnoske possono
diventare una seria minaccia per 'uomo. Infatti le oadghe oltre che per
pesci erbivori, rappresentano la principale fonte di nutrimepéw, quegli

organismi che si alimentano per filtrazione delle acque ded,ng@ali ostriche,

28



mitili, pettini e bivalvi in genere. Tali organismi atterso la loro attivita di
“filter-feeding” accumulano le fitotossine nei loro tessuti ocoestibili quando
le fioriture di tali specie tossiche, appaiono inaspettatéena aree dove i mitili
sono coltivati"®.

Questi ultimi sono tra gli alimenti marini piu consumatidttd il mondo
e in caso di proliferazione algale tossica, finiscono per rapptare
quell'anello della catena alimentare responsabile del tiasfato della
tossicita dal plancton alluomo. Uno dei primi incidenti ripdirt di
avvelenamento conseguente all'ingestione di molluschi bivalviactingti a
causa di proliferazioni algali risale al 1793, quando il Capit@eorge
Vancouver approdo nella Columbia britannica, e molti uomini del suo
equipaggio morirono in seguito a paralisi e soffocamento dopo aveitinger
frutti di mare raccolti in una zona oggi conosciuta come “Poison "Cdive
Capitano, in seguito, osservd come gli aborigeni considerasseom|@so
mangiare molluschi quando lI'acqua del mare appariva “coloratdd. Bolti
anni dopo le sostanze responsabili di tale contaminazione furono ideatiéic
denominate PSP dall'inglesparalyitic shellfish poisoning,alcaloidi cosi
potenti che una quantita di circa 58§, facilmente accumulabile in soli 100 gr
di molluschi, puo rivelarsi fatale per 'uomo. Da allora, meltisodi simili
sono stati registrati nel Nord America e nel mondo intero firgiaaini d’oggi
in cui, oltre 2000 casi di avvelenamento umano (fatali nel 15%ad®), sono
annualmente registrati in tutto il globo in seguito a consumo di pEsci
molluschi. Appare evidente come tali fenomeni producano in primo luogo
danni dal punto di vista igienico-sanitario all'intera popolaziene secondo

luogo economici all'industria ittica, agli allevatori di madchi e ai pescatori i
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qguali sono costretti, a causa della riduzione sia del consudordinti marini
noncheé della loro esportazione, a bloccare la propria attivita corgqueTHi

severe perdite economiche durante tutto il periodo di duratatdsdiita.

2.1.1 Classificazione

Per il fitoplankton, vale a dire l'insieme di piante microscopiche
vivono nell'oceano e convertono composti inorganici in complessi composti
organici non esiste una stima definitiva del numero totalle dpecie, dal
momento che di volta in volta ne vengono scoperte di nuove. Attualmente s
conoscono circa 10000 specie, suddivise in cinque grosse classi:

Chlorophyta(alghe verdi)
Chrysophita(alghe gialle e diatomee)
Pyrrhophyta(dinoflagellati)
Euglenophyta

Cyanophytdalghe blu-verdi o cianobatteri)

Delle suddette specie di fitoplancton marfnzirca 300 sono attualmente
ritenute responsabili delle caratteristiche colorazioni rossiella superficie
del mare, definite maree rosse, e soltanto ad una trentina die spe
riconosciuta la capacita di produrre metaboliti secondari tos$i@mati
“fitotossine”, sostanze che per ingestione di alimenti maciomtaminati,
possono giungere alluomo. Le specie algali tossiche appartengono
principalmente ai taxa delle diatomee e dei dinoflagellii.altri taxa sono
molto meno rappresentati, sia quantitativamente che qualitativejeetd loro

presenza e legata a condizioni particolari: cosi ad esempsicte#lagellate si
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osservano nei mesi piu freddi, le coccolitoforidee sono per lo pigipkeé le
cloroficee e le euglenoficee prediligono condizioni estuariali.

Le fioriture algali tossiche, a seconda degli effetti daeeprodotti,
possono essere classificaté in

a) Fioriture di specie che provocano soltanto una colorazione adgita
con diminuzione della visibilita e della qualita esteticahe sono in grado di
crescere a tal punto da causare eventualmente morie di péistivertebrati
acquatici in seguito a deplezione di ossigeno. Appartengono & qyreppo
soprattutto specie di dinoflagellatiGonyaulax polygramma Noctiluca
scintillans Srippsiella trochoide& di diatomee Skeletonema costatum.

b) Fioriture di specie che producono potenti tossine, che possono giungere
alluomo attraverso la catena alimentare, provocando una vatietianni
gastrointestinali e neurologici. Le tossine sono cosi fileasts:

PSP (Rralytic Shellfish Poisoning prodotte da dinoflagellati
appartenenti alle classAlexandrium Pyrodinium e Gymnodinium
nonché da alcuni cianobatteri.

DSP Qiarrhetic Shellfish Poisoning prodotte da dinoflagellati
appartenenti alle clasBinophysis Prorocentrume Protoceratium

ASP (Amnesic Shellfish Poisoning)biosintetizzate da alcune
diatomee, quali, ad esempioPseudo-nitzschia multiseriesP.
pseudodelicatissimd. australis etc.

CIGUATERA-tossine, prodotte dal dinoflagellatGambierdiscus
toxicuse Ostreopsis spp.

Tossine prodotte dai Cianobatteri, qualArabaena circinal, la

Microcystis aeruginosda Nodularia spumigenaetc.
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c) Fioriture di specie che nella maggior parte dei casi, non sesche
per 'uomo, ma dannose in vario modo per pesci e invertebrati, ,cathe
esempio la diatome&haetoceros convolutud dinoflagellato Gymnodinium
mikimotoj il primnesiofita Prymnesyum parvured il rafidofita Chattonella
antiqua

d) Fioriture di specie produttrici di tossine che vengono trasportate
nell’areosol dall'area di fioritura fino alla costa: tossiNGP (Neurotoxic

Shellfish Poisoning)prodotte dal dinoflagellat@ymnodinium breve.

2.1.2 Globalizzazione ed incremento delle proliferazioni algali

Seppure le proliferazioni di alghe rischiose per gli uomini soaie,sfin
dall’antichita, un fenomeno del tutto naturale, negli ultimiefet se ne e
registrato un considerevole incremento in frequenza, intenddiatréuzione
geograficd®? .Ad esempio, le fioriture dei dinoflagellatAlexandrium
tamarensee Alexandrium catenell&ino al 1970 avvenivano soltanto nelle
acque temperate dell’Europa, del Nord America e del Giafpomentre dal
1990 in poi si sono estese anche nell’emisfero meridionale e quitelangque
del Sud Africa, Australia, Nuova Zelanda, India e Filippine.

L’incremento del numero di segnalazioni di fioriture algali, ile
conseguente incremento dei casi d'intossicazioni alimentamprse essere
dovuto a diverse concause:

a) L'aumento dei fenomeni d’eutrofizzazione delle acqudenomeno

dell’eutrofizzazione marina costiera € il risultato deli@himento dei nutrienti
(essenzialmente nitrati e fosfati) presenti nelle acquie. ffaomeno é spiegato

sia sulla base di cause naturali che antropogefitizeprincipale caratteristica
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che distingue i due tipi di eutrofizzazione é il tempo di compdrdatti,
I'eutrofizzazione naturale € un processo a lungo termineiehia in una scala
del tempo di 1.000-10.000 anni. L'eutrofizzazione antropogenica, chenavvi
piu frequentemente nelle aree costiere per apporto di sostamadizzanti,
quali fosfati e nitrati ad opera dell’'uomo, si manifesta mgemolto brevi, in
una scala temporale di circa 10 anrali sostanze eutrofizzanti sono altamente
nutritive per le alghe, le quali, in loro presenza, si acores@ dismisura
producendo, per fotosintesi clorofilliana, grandi quantita di ossig€nbito
dopo la morte, le alghe sono attaccate da batteri aerobi clossidano,
liberando anidride carbonica. La quantita di ossigeno consumata tki eat
piu elevata se c’@ molta sostanza organica da decomporreestoquodo si
crea nell'acqua una notevole diminuzione dell'ossigeno e cid comprolaette
vita degli animali, soprattutto nei bacini chiusi come i laghiei mari poco
profondi e privi di correnti come I'Adriatico.

Il primo e pio importante indice di valutazione dei fenomeni di
eutrofizzazione naturale e antropogenica e dato dall'osservazietie
caratteristiche visibili dell'acqua: un’anormale cresctte macroalghe e/o
aumento nella biomassa del fitoplancton, determina il fenomenoviehe
indicato con il termine di «acqua colorata» e «red tide» coms® \un
precedenza. Nelle coste europee le «acque colorate» sono dovute ad
«exceptional algal blooms» (fioriture eccezionali di alghe con dhiti06
cellule/litro e di 50 mg/mh di clorofilla), mentre vi sono anche «blooms
seasonal» (fioriture stagionali) che non determinano fenomehilvisiquanto
sono dovute a specie di alghe unicellulari che non superano 103 titthule/

d’acqua. Ma, se talune specie di microrganismi planctonici ono mfluenzati
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dall’arricchimento in nutrienti delle acque costiere, cont&yinnodinium breve

e I'Alexandrium molte altre specie sembrano essere stimolate nellaitaresc
dagli scarichi domestici, industriali e agricoli. Il signdtivo aumento delle
fioriture delPhaeocystis pouchetiche per la prima volta & apparso nelle acque
tedesche nel 1978 & probabilmente I'esempio meglio conosciuto di questo
fenomend*

Per i pericoli che possono derivare dai fenomeni di eutrofizzazlelle
acque, Hong-Kong, il Giappone e diverse nazioni europee hanno dkciso
ridurre gli scarichi di fosfati e di nitrati almeno del 50%i prossimi anni:
simili sforzi, tuttavia, finiscono per risultare vani, senangono iniziative
isolate e se, ciog, i paesi vicini continuano ad inquinaaedele marine.

b) L'aumentata conoscenza scientifida specie tossichelLe notizie di

proliferazioni algali, associate ai danni sulla salute degli imiora sugli
allevamenti di molluschi e pesci occupano uno spazio via via otessalle
pagine dei quotidiani, nei programmi televisivi e nellaelettura scientifica.
Quindi, c’é un numero sempre maggiore di ricercatori che séanegle acque
marine, tenendo sotto controllo la proliferazione delle speciehasdJn buon

~

esempio e rappresentato daléxandrium minutumche, noto fino al 1988
soltanto in Egitt65, e stato ora ritrovato anche in Australia, Irlanda, Francia,
Spagna, Portogallo, Italia, Turchia, Tailandia, Nuova Zelaarﬂéapponé‘s'”.

Con l'incremento, inoltre, dei problemi connessi alla pescagrichinata
nelle acque costiere, molte nazioni stanno valutando i vantagdi deg
allevamenti di pesci e molluschi. Queste attivita, atrso un controllo piu

rigoroso delle acque, portano di conseguenza alla luce la prediespacie

tossiche mai ritrovate in passato. Infatti, un po’ dovunque diigticano le
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comunicazioni scientifiche e sanitarie riguardanti tossine sppamti alla
classe delle PSP, DSP, NSP e ASP. D’altro canto, lglvaahenti di pesci
focalizzano I'attenzione su specie planctoniche, che possono caasaganni
ai delicati tessuti delle branchfe®

c) Le deforestazioni e I'eccessivo sfruttamento dell’'entroterranche

I'antropizzazione delle aree costiere ed in particolaneragressivo aumento
dellimmissione nell’ambiente marino di effluenti urbani, indwtiriagricoli e
zootecnici contribuiscono allo sviluppo di alghe tossiche marine orayene
variazioni delle specie planctoniche. In Svezia, ad esemeuienze
sperimentali indicano che le acque fluviali drenate dairegagricoli ricchi in
azoto e fosforo stimolano la proliferazioni di certi cianobatteantre le acque
provenienti dalle foreste favoriscono la crescita di tutt’afipecie come |l
Prorocentrum minimurf*

d) Le variazioni climatiche E' opinione comune presso le comunita

scientifiche che anche l'effetto-serra e il riscaldatoelegli oceani favoriscono
lo sviluppo di particolari microalghe, come pure la migraziorgpdcie da certe
aree geografiche verso nuove zone. Ad esempio, alcuni fossithdesino
come i progenitori del dinoflagellafyrodinium bahamensattualmente tipico
solo di alcune aree tropicali, abbiano avuto in passato una diginbuz
geografica ben piu ampia; come, d’altro canto, non €& esclusé Eldinium
nel prossimo futuro possa tornare a proliferare, ad esempio, adjee
dell’Australia, che gid un tempo colonizz&7aSono state, inoltre, osservate
grosse coincidenze tra la proliferazione @&girodinium nelle Filippine e in
Indonesia con eventi climatici particolari, quali 'TENSO (Eino-Southern

Oscillation)?® Il forte evento ENSO verificatosi tra il 1991 e il 1994 e
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'incremento di fioriture di dinoflagellati nello stesso periododeno a
confermare tale ipotesi.

e) Vettori occasionali di microalghe da un’area geografica all’altra

Infine, anche le acque di zavorra delle navi vanno consideratpraleabili
vettori di plancton marino da una parte all’altra del globo msialle chiglie
delle navi. Tale problema é apparso in tutta la sua graggh anni ‘80, quando
alcuni dinoflagellati tossici non indigeni sono stati introdottllenearee di
allevamento di mitili presenti lungo le coste australiane, caasttiose
conseguenze economicfieAl fine di ridurre i rischi associati al trasporto di
specie pericolose attraverso le acque delle navi, il 1° noeeni®91
I'Organizzazione Marittima Internazionale ha ratificatouale linee di condotta,
attualmente ancora facoltative, quali il divieto di imlaaecacqua durante la
fioritura di specie tossiche all'interno dei porti, o la posgbilii trattare le
acque di zavorra con calore, shock elettrici o con agenti chii@igi H.O,

etc.)®

2.1.3 Conclusioni

Attualmente, il campo della ricerca sulle specie tossiclséa arricchendo
del contributo di studiosi via via sempre piu numerosi, dal mamehe le
ripercussioni sulla salute pubblica e sulleconomia del problemée del
microalghe tossiche stanno assumendo le forme di una vera e propria
emergenza mondiale.

Non c’é dubbio che il crescente interesse nell'utilizzo detlgue costiere
per gli allevamenti di pesci e di molluschi stia conducendo admagyiore

conoscenza scientifica delle specie tossiche delle alghe.
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Le nazioni, che vantano sia I'assenza di intossicazioni da raiimmarini
che di inquinamento delle acque costiere, stanno concentrando fdarioper
impedire lintroduzione, anche non intenzionale, di specie tossiche non-
indigene di alghe marine.

E’ di notevole importanza, inoltre, che quanti si interessanoatgiatlo
delle acque costiere siano coscienti che un aumento di nutpewenienti da
attivita agricole o di deforestazioni, potrebbe tradursi in un atonéi specie
planctoniche tossiche. Infine, gli studi sulle variazioni elioogiche (El Nino,
effetto-serra, deplezione dellozono) possono fornire indicazioni claca
variazione o I'aumento di alghe tossiche nel mare.

Un buon numero, comunque, di programmi internazionali si propongono
attualmente di studiare e di gestire in modo adeguato leufieriti alghe nocive
e le loro ripercussioni non solo sul’ambiente, ma anche sull’'ecianersulla

salute degli uomini.
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2.2 Le biotossine marine
Si definisce tossina una sostanza capace di indurre manifestazioni
fisiologiche dannose negli organismi viventi, anche se ingenitguantita
esigue. Una tossina, per risultare tale, deve possedeeguerdi requisiti
introdotti dalla teoria di Vodt
a) Presenza in animali, piante, batteri etc.;
b) Estraneita nei confronti dell'organismo vittima;
c) Effetto tossico riconosciuto sul benessere o sulla viléorm@nismo
vittima.

Spesso a tossine di origine marina sono stati attribuiti dei diofantasia
(saxitossina, tetrodotossina), ma il principio generale rseddta del nome di
una sostanza tossica prevede che il nome dell’organismo instaieerilevata
preceda il suffisso tossina. Applicando tale principio di denominazione,
tuttavia, bisogna prestare attenzione a quegli organismi ins@ud State
riscontrate piu tossine, al fine di evitare confusioni.

Tra le specie animali viventi (circa 1.000.000), almeno 500.0@thei in
ambienti acquatici, un numero questo destinato ad aumentare con egpler
dei fondali marini. Degli animali marini alcune migliaia gesie sono ritenute
tossiche, ma di queste solo una piccola percentuale e stdfatat infatti,
attualmente non sono piu di un centinaio le tossine marine, di @no Si
conosciute con esattezza la struttura chimica e la loro at@wmacologica
sugli organismi viventi.

La conoscenza fino ad ora acquisita in merito alle biotossimdtre

induce ad inserirle nella categoria dei cosi da#taboliti secondariin quanto
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non sono fondamentali per il metabolismo basale dellorganismo ehe |
produce.

E’ da precisare che nella categoria dei metaboliti secbsid@seriscono
tutti quei composti che non hanno ancora un ruolo conosciuto o che non sono
indispensabili per la sopravvivenza dell'organismo che li produce ma
comungue apportano dei benefici. | metaboliti secondari sono prepesto
in piccole quantita e regolano generalmente le interazionii deglnismi, con
'ambiente e con altri organismi, comunicazioni chimichemsli per la
riproduzione. La varieta degli ipotetici ruoli attribuiti ai mleoliti secondari
include quello di regolatore ormonale e dei canali degli ioni, noatthé&tori
delle risposte celluldti Per quanto attiene il ruolo biologico delle tossine, &
ormai opinione comune che esse abbiano una funzione specifica saprattutt
nellambito della cattura delle prede e in quello della diféstatti, alcune
tossine ritrovate nelle spine o nella pelle di alcuni pesendain chiaro ruolo
difensivo da piu grossi predatori: & stato notato, infatti, cornenalpesci
carnivori rilascino, immediatamente dopo averli addentati, guesci che
espongono delle tossine sulla propria pelle.

E’ stato anche osservato che le tossine prodotte da alcune dpecralli
e di spugne hanno una funzione protettiva non solo contro i predatomcima a
contro le larve di alcuni animali sessili, che potrebberorsssdle spugne o ai
coralli stessi, compromettendone I'esatto svolgimento defieiéni biologiche.

Alcune tossine marine, inoltre, sembrano avere un significsithagico
per molti organismi. | pesci che effettuano lunghe migrazipar, esempio,
contengono, come principali lipidi, esteri di cere invece pigi comuni

gliceridi; i pesci anziani accumulano grosse percentuali dnuita A nei loro
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stomaci; altri pesci accumulano all'interno delle proprie uovairiesche,
verosimilmente, hanno un ruolo importante nello sviluppo embrionale.

E’comunque ancora prematuro concludere che una biotossina agisca solo
ed esclusivamente come un meccanismo di difesa chimico contrazipbten
competitori per le risorse in natura, ma é anche diffidtetiare che un sistema
di biosintesi possa evolversi senza un apparente significato fulezideta che
una via biosintetica richiede il ruolo coordinato di una seriendimi e geni
regolatori senza considerare la spesa energetica cherina. deer le alghe
marine, infatti € stato ipotizzato un ulteriore intervento dblt#ossine nel
mantenimento dell’equilibrio fisiologico dell'organismo; sembrdatih che
alcune di queste molecole ricoprano un ruolo importante nella isthtasidi
nucleici, mentre altre intervengano nella sintesi dediete cellulare

Nellambito di studi biogenetici, le tossine marine sono St@ess
marcate, al fine di valutare se esse fossero di derivaeiotegena o esogeha.
E’ opinione comune che il gruppo di tossine endogene é costituito @éaatel
di natura proteica, in quanto risulta difficile pensare chée daloteine siano
accumulate nell’organismo di tanti animali, senza subire alcwificazione.
Queste tossine, come gli esteri della colina nelle ghiandaliwas dei
gastropodi, le ictiotossine e le tossine secrete dalle,pehgono comunemente
riscontrate in particolari tessuti, senza che vi siano ziana di sorta tra
organismi appartenenti alla stessa specie o che vivono ieradiff aree
geografiche.

Una tossina viene invece considerata esogena quando improvvisamente
periodicamente e solo in alcune aree geografiche fa la supacgamin

organismi marini, che vengono di solito ingeriti senza provocaumnalanno
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alla salute, ed é proprio in tale ambito (tossine non proteatteejitroviamo le
tossine prodotte dalle microalghe, che sono tra le piu potenthéossio ad
0ggi conosciute.

Le biotossine marine prodotte dalle microalghe del fitoplancton e da
batteri possono determinare estese mortalita di inveriebditpesci, oltre che
ritrovarsi, seguendo specifiche catene trofiche, in animalrinmache
rappresentano alimenti per 'uomo. E’ infatti risaputo, charalanimali marini
filtratori che si nutrono di plancton (molluschi bivalvi appartenaitgeneri
Argopecten, Cardium, Mya, Mytilus, Pecten, Saxidomus e Spiaglaumulano
nei propri apparati digerenti le sostanze tossiche rilascidtacqea dagli
organismi produttori, senza esserne affetti. Tali animéditti sono sessili, non
hanno capacita di migrare e si nutrono filtrando I'acqua del na@ssymono
quindi le tossine prodotte dal fitoplancton presente nelle loro inateedi
vicinanze attraverso la catena alimentare e le concentnale proprie
ghiandole digestive. | molluschi sono dunque dei buoni indicatori del gliado
contaminazione delle acque da parte di specie microalgsiches

Una sostanza tossica assunta attraverso la dieta ed aceumelkzt
ghiandole digestive dei molluschi puo essere in alternativeboletzata in una
forma non tossica, rapidamente escreta o accumularsi imattacentrazione
tale da trasformare tali animali nell’anello della catahmentare responsabile
della trasmissione della tossicita al'uomo determinando dosbigenza di
quadri clinici patologici che sono indicati con il termine di biogsicazioni.

Secondo le attuali conoscenze, le biointossicazioni sono sindrarcheli

che si distinguono da quadri patologici dovuti ai comuni e noti virusterbat
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degli alimenti, ai contaminanti radioattivi, agli inquinartonservativi, ai
parassiti e ad allergie da consumo di prodotti della pesca

Ogni anno nel mondo si registrano almeno 2000 casi di biointossicazioni
alimentari dovute al consumo di molluschi contaminati; infgttello delle
biotossine & nato inizialmente come problema sanitario con i comiego&i
sociali dovuti alle degenze ospedaliere, alle giornate lavergerse ed ai
possibili casi letali. Invece, su scala finanziaria piu anpi problema
colpisce soprattutto l'industria della pesca nelle aree insicwierifica il
fenomeno della tossicita, in quanto, &€ necessario un periooediizione
dalla raccolta ed il ritiro dalla commercializzazione dslecie vettrici della
tossicita. Ulteriori costi, che ricadono non solo sui produttori, swunali
derivanti dallindispensabile attivita di monitoraggio nelle zanecui tali
fenomeni si presentano con una certa periodicita.

Inoltre esistono grosse differenze tra pesci e animalilisessarea in cui
convivono pesci tossici e organismi non tossici pud non essere corssiderat
un’area tossica. D’altro canto, quando dei molluschi eduli presemdssicita,

diventando cosi non commestibili si afferma che 'areastemte € tossica.

2.2.1 Classificazione
Le fitotossine accumulate dai molluschi eduli esercitano uricpkaie
fascino per i chimici a causa della loro struttura atipiea)aloro natura tossica
e per la loro storia. Esse hanno alcune delle strutture piu ceseptenosciute
in natura, con pesi molecolari da molto bassi a molto alti, soposessere da
molto polari ad altamente lipofile. Presentano caratteristivhiéifunzionali, un

elevato grado di chiralita, e producono effetti tossici molto dived a tal
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proposito sono denominate e classificate in base agli eféettiacologici in
DSP, PSP, ASP, NSP e CIGUATERA-tossine. Un gruppo a pane pe
farmacologia e chimica é rappresentato dalle tossine prodhtteianobatteri.
Esistono, tuttavia, anche altre biotossine marine che non senvildb a
nessuna delle suddette classi, ma non per questo sono meno pericifiose e

la palitossina, la tetrodotossina, la neosurugatossina e la pramssiga, e due

gruppi di composti di recentissima scoperta, gli azaspiraaitlispirolidi.

2.2.2 DSP Diarrhetic Shellfish Poisoning

L’avvelenamento diarroico da molluschi indicato con la sigla BSPa
sindrome associata ad una varieta di tossine polieteree prodatieoflagellati
e accumulate da molluschi eduli, quali mitili, pettini, o$teice bivalvi in
genere.

L’intossicazione, in genere, si manifesta con diarrea, nauseal eli
stomaco, sintomi che scompaiono entro circa tre giorni senzaefetti
prolungati. Nonostante, i sintomi nellimmediato siano relativamdievi e
poco preoccupanti, alcune delle DSP tossine sono dotate di una pofeitée att
tumor promoting e rappresentano quindi a lungo termine un rischio piuttosto
grave per la salute umana.

Avvelenamenti da DSP tossine sono segnalati praticamente iniltutto
mondo, ma sono piu frequenti in Giappone e in Europa, dove le coltivaioni

molluschi sono molto diffuse.
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Distribuzione di DSP nel mondo.

| primi casi di disordini gastrointestinali associati al consaimaitili che
a loro volta si erano nutriti di dinoflagellati hanno avuto luogo lian@a negli
anni '60 e sono stati riportati da Kat al” Tuttavia, I'indagine scientifica su
questo tipo di avvelenamento € iniziata nel 1978, quando Yasushait’
associarono le frequenti gastroenteriti, che avevano luogo eeglienr nord-
orientali del Giappone dopo ingestione di molluschi raccolti in primave
inoltrata e in estate, non alla presenza di batteri patogeng tossine solubili
in acetone e presenti nelle ghiandole digestive dei mollissebsi. Benché nel
periodo in cui la tossicita si manifestava non fossero stafistnae maree
rosse, la variazione regionale e stagionale della tossieitauggeri I'origine
planctonica. Questa ipotesi fu successivamente confermata tisi detle
popolazioni planctoniche delle aree contaminate e dei mollusdai @&nalisi
chimiche molto sofisticate condotte sui dinoflagellati raécoku cosi
individuato il dinoflagellatoDinophysis fortii come I'organismo produttore

della tossina responsabile della tossicita dei molluschi, deaten di

conseguenza dinofisistossina (DTX-1); fu anche osservatorab#uschi eduli
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divenivano tossici anche in presenza di una densita cellussissima di
dinoflagellato (200 cellule per litro).

In tale occasione, per la prima volta, la sindrome fu désccibme
avvelenamento diarretico da molluschi e indicata con la BigR’

Successivamente, avvelenamenti da DSP tossine sono statiseiuti in
tutto il mondo e numerosi composti polieterei sono stati indicati @nagenti
responsabili della tossicita.

Attualmente, le DSP tossine includono tre gruppi di composti piuttosto
diversi per struttura chimica, meccanismi d’azione, alier@dbiochimche ed
organismi produttori:

Tossine acide:Acido Okadaico (OA) e Dinofisistossine (DTXs
Tossine neutre:Pectenotossine (PTXs)
Yessotossine (YTXs)

Un quadro piuttosto completo della distribuzione geografica delle ®SP

mostrato nella seguente tabella.

TOSSINA MOLLUSCHI AREA
Acido Okadaico  mitili Olanda
mitili Francia
mitili Svezia
mitili Spagna
mitili Norvegia
mitili Italia
(Adriatico)
Dinofisistossina 1 mitili Giappone
mitili Norvegia
pettini Giappone
Dinofisistossina 2 mitili Irlanda
Dinofisistossina 3 pettini Giappone
Pectenotossine Dettini Giappone
eb
Yessotossina pettini Giappone
mitili Norvegia
mitili Italia
(Adriatico)
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Acido okadaico (OA) e dinofisistossine (DTXs)L’acido okadaico & un
derivato polietereo di un acido grasso a 38 atomi di carbonio, sta¢odsolato
per la prima volta dalla spugna maridalichondria okadaii"® in seguito dalle
colture di dinoflagellatProrocentrum lim&" e P. Concavurtf ed infine dalle
cellule diDinophysis spp®

Suoi derivati sono la DTX 1 (acido 3R)metilokadaico):
prodotta dalDinophysis fortiie dalD. acuminatala DTX 2 (acido 31-
demetil-35-metilokadaicd) prodotta daD. acutg e la DTX 3 (acido 7
O-acil-35-R)-metilokadaico35f che sembra essere invece un prodotto

del metabolismo dei molluschi.

Dinophysis fortii Dinophysis sacculus Dinophysis acuta

Dinophysis caudata Dinophysis rotundata Prorocentrum lima
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Acido okadaico (OA) 4 H CH, H
DTX 1 H H CH; CHs,
DTX 2 H H H CHg
DTX 3 H COCH H CHg

L'iniezione intraperitoneale nel topo di tali tossine provoca nititper

le seguenti dosi (mg/ky)

OA 0,20
DTX10,16
DTX2 0,20
DTX3 0,25

Recenti studi effettuati su colture dllimahanno evidenziato la
presenza di numerosi esteri al carbossile.

Da campioni biologici diversi dai molluschi sono stati isolatchen
'acido 2-deossi okadaico, l'acido 7-deossi okadaico, l'acido 14,15-
deidrokadaico, I'acido 9-10 episolfurokadaico, gli esteri delifa okadaico e

la DTX 4, ma la loro inclusione nella classe delle DSf@ora da confermare.

48



Lo studio dell’'origine di queste tossine non € comungue agevole, in
guanto iDinophysisnon sono organismi coltivabili in laboratorio. Pertanto la
loro tossigenicitd & stata dimostrata, individuando le tossineanmpioni di
cellule prelevate in mare aperto. Tale sistema di p@l@nsente chiaramente
I'isolamento di quantitd minime di tossine, che possono essentifickte
soltanto mediante sistemi di analisi chimica molto sofistica

Sebbene la struttura dell’acido okadaico e delle DTXs ricordi molto
quella dei macrolidi prodotti dagli streptomiceti e dai funghilol@ origine
biosintetica sembra essere molto diversa. Yasumeto al, infatti,
somministrando acetato marcato 68 a colture diP. lima hanno isolato
acido okadaico e un macrolide, il prorocentrolide, in cui i carb@ntati erano
in posizioni non spiegabili in base al semplice processo di condensaizione
unita di acetato. Il prodotto osservato suggerisce che la fanedella catena
carboniosa includa delle unita dicarbossiliche.

La diarrogenicita dell’acido okadaico e dei suoi derivataéasdimostrata
per la prima volta da Harnano nel 1986; successivamente Terao laéopcbe
la DTX 1 causa notevoli danni alla mucosa intestinale.

Nell’ambito di studi sul meccanismo d’azione dell’acido okaolagcstato
evidenziato che I'OA provoca contrazioni di lunga durata della olasoa
liscia vascolare senza l'intervento di neurotrasmettitofgtiihné I'adrenalina
né l'acetilcolina influenzano 'azione dell’acido okadat€o.

Piu recentemente e stato anche dimostrato che I'acido okadEddTXs
sono dei potentiumor-promoter¥. Tumor promotione tumor promotersono
espressioni usate nella carcinogenesi chimica, concetto ogdtado come

operante nella formazione di tumori in vari organi dell'uomo. Bsadicola in
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due stadi: uno di inizio ed uno di sviluppo e promozione del tufokgenti

che iniziano la carcinogenesi sono quelli in grado di indurre un danno
irreversibile al DNA. Agenti che invece sviluppano la carcersi in una
cellula gia attaccata dal carcinogeno sono detti "tumor progidteril
trattamento di tessuti con un iniziatore, seguito da ripetutacapani di un
"tumor promoter" genera tumori con altissima probabilitd. Un ttupnomoter”

od un iniziatore da soli, invece, non producono alcun tumore.

Il primo tumor promoterad essere stato studiato & stato il TPA (20-
tetradecanoilforbol-3-acetato), un terpenoide isolato da Eufedmét
Successivamente diversi aliwimor promotersono stati individuati e studiati.

Nel 1988, I'acido okadaico e la DTX 1 sono stati per la priroda
indicati come responsabili della promozione del tumore sulla gietito?® In
seguito e stato anche riportato che I'acido okadaico discieltaegua induce
la formazione di tumori nello stomaco di ratfo.

Recentemente, e stato proposto il seguente meccanismo d'azione pe
I'acido okadaico e i suoi derivati. Si tratta di una inattigagi della funzione
del gene soppressore di tumore, non, come generalmente aviiemeerso
una cancellazione o una mutazione, ma attraverso inibizioneutieafosfatasi
e conseguente iperfosforilazione, soprattutto a livello di residsedna e di
treonina, deltumor suppressor gene produch tale azione consegue un
accumulo di proteine fosforilate, che sono poi coinvolte nella promoziehe
tumore.

Sueoka e Fujiki hanno studiato a lungo il meccanismo d’azione dell'acido

okadaico, e sono giunti alla conclusione che il TNF-a, una citachi

inflammatoria, si comporta nell'organismo umano anchdudaor promoter
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Inoltre, sia il TPA che I'acido okadaico favoriscono, in segatcapplicazioni
locali, I'espressione del’'mRNA del TNF-a nella pelle di tommsi come
'acido okadaico ne favorisce l'espressione anche nelle ghiargdsiche
dopo assunzione per via orale. Si presume, quindi, che esistauova
modalita di promozione di tumori, mediata dal TNF-a.

Da quando l'acido okadaico e stato indicato come inibitore dellatéssf
sono stati condotti numerosi studi biochimici e farmacologiciiteaklnente
tutte le attivita biologiche di questa tossina sono collegéitrilzizione delle
fosfatasi. Secondo la classificazione di Cohen esistono digewgipi di
fosfatasi; e I'acido okadaico inibisce la PP2A a concentrapnmitio basse (K
di 30 pM), la PPl a concentrazioni leggermente piu alte, la P®2B
concentrazioni piuttosto elevate, mentre non produce nessuo sfith PP2C.

Diversi gruppi di ricerca hanno anche compiuto degli studi seliéione
struttura-attivita dell’acido okadaiéd. | dati raccolti mostrano come
un’alterazione del C-1 carbossilico o del gruppo OH in 24 determinfartex
riduzione dellattivita. Altre modifiche strutturali, comé&dtogenazione del
doppio legame in posizione 14 o la riduzione del C-2, determinano comunque
riduzione dellattivita, probabilmente perchée alterano la confoionaz
pseudociclica della molecola stessa, dovuta essenzialmginteralzione tra il
carbonio carbossilico e 'ossidrile in 24.

C'e infine da notare che l'acido okadaico, la DTX 1 e la D2ZX
esercitano come tali la propria attivitd farmacologicaP®X 3 invece per
inibire la fosfatasi PP2A deve essere prima idrolizzatal & D da un enzima

digestivo, la lipasi.
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Pectenotossine (PTXs)La pectenotossina 1 € stata isolata per la prima
volta dai pettiniPatinopecten yessoensisccolti nelle regioni nord-orientali
del Giapponé® La struttura polieterea caratterizzata dalla presenza di una
funzione lattonica e stata delucidata attraverso estesei @nalistallografia ai
raggi X2 Esistono diversi omologhi della PTX 1, che presentano tuttieirsii
stadi di ossidazione del sostituente in posizione 18 da metilecatb
carbossilico: la PTX 2 presenta un metile; la PTX 1, TXR e la PTX5 un
idrossimetile; la PTX 3 un formile, la PTX 6 e la PTX 7 uhenzione

carbossilica.

R c-7
PTX 1 CH,OH R
PTX 2 CH; R
PTX 3 CHO R
PTX 4 CH,OH S
PTX 5 CH,OH OH@C-14 R
PTX 6 COOH R
PTX 7 COOH S
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Sono stati identificati numerosi analoghi delle pectenotossiaghisogna
tener presente che riarrangiamenti degli spirocomposti avaengan relativa
facilita in condizioni acide, per cui I'elevato numero di anhlodelle PTXs
potrebbe essere dovuto ad artefatti di laboratorio.

L'origine delle pectenotossine, € attribuita RInophysis fortij che
produce la PTX 2 e dDinophysis acuteche sintetizza I'acido secoico, un
lattone idrolizzato della PTX 2. La PTX2 é ritenuta il preotgsdelle altre

pectenotossine attraverso processi di botrasformazione ad epéraadyi.

PTX2 sa R

7-epi-PTX 2sa g

Sono riportate le seguenti tossicita delle PTXs espresse come

mortalita del topo per i.p. in mg/kg

PTX1 0,25
PTX2 0,23
PTX3 0,35
PTX4 0,77
PTX6 0,50
PTX7 >5,0
PTX8 >5,0
PTX9 >5,0
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Le pectenotossine vengono incluse nella classe delle DSP-tossine
ma non molto € noto sulla loro tossicita. Studi compiuti su mideco
purificate hanno messo in evidenza una forte epatotossicita, dount a
rapida necrosi degli epatociti. Inoltre, l'azione patologica edell
pectenotossine & stata correlata a quella della fallofictze causa anche
seri danni alle cellule dello stomaco mediante rilascio di patassio e
enzimi litici.

Non esistono evidenze sperimentali sull’eventuale azione di
promozione dei tumori delle pectenotossine.

Yessotossine (YTXs)La yessotossiffa e un polietere costituito
da 11 anelli eterdransfusi, una catena terminale a 9 atomi di carbonio e
due gruppi alcolici solfatati. E’ stata isolata per la privolta dai pettini e
la sua origine & rimasta per lungo tempo piuttosto oscura. Solo

recentemente sono stati individuati gli organismi produttori delx Wei

dinoflagellati Protoceratium reticulatuff e Lingulodinium polyedruft

33

ven e FOOE

atum

Esistono analoghi della yessotossina che presentano modifiche nella

catena laterale della porzione orientale della molecola.
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YTX 1
OmoYTX 2
45-OHYTX 1
45-OHomoYTX 2
CarbossiYTX 1
CarbossiomoYTX 2
NoroxoYTX 1

O
NoroxomoYTX j/ 2

1-DesulfoYTX

45,46,47-TrinorYTX 1

Altri derivati, invece, presentano un metilene in piu nelitena laterale
della porzione occidentale della molecola e sono definiti omoyess@oss
Mentre la 45-OHYTX, la 45-OHomoYTX, la 45,46,47-trinorYTX, la 1-
desulfoYTX sono stati isolati in tutto il mondd, la noroxomoYTX,
I'adriatossina, la carbossiYTX ed il suo omoderivato sono ssalati e

caratterizzati proprio dal nostro gruppo di ricercavijdilus galloprovincialig®
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e per ora sembrano essere tipici dei mitili del Mar AdratRecentemente alla
famiglia delle YTXs si sono aggiunti numerosi analoghi isolataeatterizzati
da colture cellulari dProtoceratium reticulatune daMytilus galloprovincialis
L'inclusione delle YTXs nella classe delle DSP & una qoestituttora
controversa, poiché queste tossine non provocano disturbi gastrontestinal
diarrea e sono molto meno tossiche rispetto all'acido okadaica ®8K 1,
qguando somministrate per via orale, in quantita di 1 mg/KgavViattiniettate
per via intra-peritoneale su topi maschi del peso di circar 2Begentano una
tossicita ben piu elevata delle altre DSP tossine. Infattipse letale 50 (DL50)
della YTX si aggira intorno ai 100g/Kg, laddove quella dell’acido okadaico é
circa 192ng/Kg e quella della PTX 2 26@g/Kg. Prima, pero, di poter
concludere che la yessotossina non & coinvolta in avvelenametipodi
alimentare, per la trascurabile tossicita per via oslap necessari ulteriori ed
approfonditi studi istopatologiéf. Analisi istologiche hanno dimostrato che uno
degli organi bersaglio della YTX & senz'altro il cuore, dove seotdti
evidenziati edemi e numerosi punti necrotici. Le yessotossine staioper il
topo per iniezione intraperitoneale ma in maniera differente laziome alla
struttura molecolare come mostrato dai valori delle DL50 espiaswg/kg di

sequito riportat:

YTX 0,10
45-OHYTX 0,50
1-desulfoYTX 0,50
omoYTX 0,10
45-OHomoYTX 0,50
norYTX 0,22
ATX >0,10
carbossiYTX 0,50
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Le discrepanze tossicologiche che mostrano le yessotossin@rssirate
al topo per via intraperitoneale e per via orale potrebberoeedsgute al fatto
che i gruppi solfati ne riducono l'assorbimento nel tratto digestiviNot
Observed Adverse Effect Level (NOAEL) ricavato dal topor pe
somministrazione orale di YTX é stimato in 106@/Kg su parte edibile.
Applicando a questo un fattore di 100, per estrapolare dati ottdalia
sperimentazione animale e riportarli alluomo, si ottienevalore di tossicita
acuta di 10nmg/Kg su parte edule. Per verificare se le yessotossine poteva
avere effetti citotossici, in seguito a somministrazioneapdritoneale di
yessotossina sul topo sono stati osservati i possibili e$iettiellule di tessuti
di diversi organi tra cui intestino, stomaco, fegato e cudt®sservazione con
microscopia ottica ed elettronica si € visto che ne laoyessina ne i derivati
provocano evidenti danni permanenti all'epitelio gastrointestimaliesioni
epatiche. Invece si sono riscontrate lievi alterazioni mogiohe al livello delle
cellule del miocardio riscontrabili solo al microscopio elettroniooltre studi
recentf’ hanno dimostrato che la yessotossina e l'acido okadaico possono
intervenire nel ciclo cellulare di cellule di mammifero paywendo dei processi
apoptotici. L’apoptosi o morte cellulare programmata € un compjEssesso
che permette, a una cellula e in seguito a un gruppo di cellule, di
autodistruggersi bloccando i meccanismi di replicazione cellul2aipoptosi &
la manifestazione fenotipica di un’informazione genetica dkee espressa
solo in certe situazioni come I'esposizione della cellulementi nocivi oppure
durante la trasformazione o il differenziamento di un tess@aellula in fase
apoptotica manifesta dei cambiamenti morfologici e moleigoarmproprio

analizzando tali cambiamenti manifestati da cellule di masmmifn coltura
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esposte a YTX (potenziale della membrana mitocondrialecenieentrazione
totale di acido nucleico che presentano valori diversi in ceholenali e in
cellule apoptotiche) é stato possibile dimostrare I'induzione ditapiop

La yessotossina contribuisce a scatenare la morte celphdaché sembra
poter attivare delle proteasi della famiglia delfespasiin particolare lacaspasi
2. Si ottiene lo stesso risultato somministrando acido okada&d'afietto
citotossico indotto da yessotossina & provocato da dosi piu basseng@wo in
tempi piu brevi che con I'acido okadaico. Comungue il meccangttnaverso
il quale yessotossina e acido okadaico attivano la caspast mmicora stato
dimostratd®

Considerando poi la forte somiglianza strutturale con le breiimssi
ipotizza che la yessotossina agisca a livello del sistenanso, comportandosi
da agente depolarizzante e favorendo quindi un forte afflusso di adio s
all'interno della cellula. Tale somiglianza con le brevetostngensare anche
ad una possibile attivita ittiotossica; ma dopo aver esposto dei pasna
soluzione di 1 ppm e di 0.5 ppm di yessotossina, nessuno di essi € morto
nell'arco delle 24 oré®

La presenza di due gruppi solfato nella molecola suggerisce unhileossi
attivitd emolitica, come nel caso dell’anfidinolide e deathaitotossina; ma alla
concentrazione di 50 ppm non € stata registrata nessuna éholisi

Studi antimicrobici hanno evidenziato una forte inibizione dellaatia
di funghi e di lieviti ma non di batteri; la potenza della yessita (10-50
ny/disco) & comparabile a quella della anfotericifia B

Sulla YTX, sono stati anche eseguiti esami tesi a vall@asea capacita

di inibire la fosfatasi PP2A e le proprieta citotossichésultati di tali ricerche
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mostrano che rispetto all'acido okadaico Igolf&lativa alla PP2A della YTX e
di 0.36 mg/ml; la potenza inibente della yessotossina €, dunqeepiafdi
circa quattro ordini di grandezza rispetto a quella dell’acidcdaika. Per
guanto riguarda poi I'attivita citotossica su epatociti, quesisudtata tre volte
inferiore rispetto a quella dell'acido okadaito.

Analizzando, dunque, le proprieta farmacologiche della yessotossina
confrontandole con quelle dell'acido okadaico e delle DTX semutiopio
azzardato il suo inserimento nella classe delle DSP-tos3indi tossicologici
tesi a chiarire la sua attivita all'interno dell’organismomano sono
assolutamente necessari ma fortemente condizionati daltastiaponibilita di
campioni purificati e proprio a tale scopo durante il triennio di datiboho
messo a punto una procedura di isolamento e purificazione della YTX da

colture cellulari.

2.2.3 PSP Paralytic Shellfish Poisoning

Le PSP sono potenti neurotossine prodotte da dinoflagellati appart@ne
tre generiAlexandrium(A. catenella, A. tamarensié. acatenellaA. minutum
etc.), Pyrodinium (P. phoneus, P. bahamenser. compressa etc.), e

Gymnodinium(G. catenatum

P. bahamense A. tamarensis . cat8natum

6C



Cellule di questi organismi e le tossine da loro prodotte vengono
accumulate nelle ghiandole digestive dei mitili coltivatinen, rendendoli
periodicamente non commestibili con gravi conseguenze per 'uonua sia
punto di vista igienico sanitario che economico. D’altra parth@cianobatteri
che proliferano nelle acque dolci qualphanizomenon flos-aquadnabaena
circinalis, e Lyngbya sp.producono PSP tossine in associazione con altre
neurotossine (anatossina-a e anatossina-as) e epatotossitkeo&iermopsina
e microcistine). Numerosi casi di intossicazioni talvditali di animali e
persone conseguenti all'ingestione di acque contaminate vengon@myni
riportati in tutto il mondo. | sintomi dell'intossicazione aéintare umana
chiamata avvelenamento paralitico da molluschi compaiono nell’uooito m
rapidamente, circa 30 min. dopo lingestione del materiale cont&omiea
includono: parestesia dapprima ristretta al volto e che poi ®&nadss
rapidamente alle dita; si sviluppa in seguito un torpore genacatempagnato

da capogiro, atassia e intorpidimento muscolare.

Distribuzione di PSP tossine nel mondo
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Forti dosi inibiscono la respirazione e la morte intervieneagéssia tra
le 2 e le 24 ore dall'ingestione del materiale contaminaecanda dell’entita
della dosé® Non esiste alcun antidoto noto e la sola cura consiste nel fenere
paziente in respirazione artificiale finché le tossine non wemgnetabolizzate
ed escrete. Il massimo livello tollerabile di saxitossimiaisponde a circa 8@g
per 100 g di molluschi. Infatti il capostipite di tale clagietossine é la
saxitossina (STX) che per la prima volta fu isolata dallueco Saxidomus
giganteugraccolto in zone costiere dell’Alaska dove mantiene liveltodsicita
durante tutto I'annd’

Da un punto di vista chimico-strutturale le PSP tossine sono derivat
tetraidropurinici formati da due unita guanidiniche fuse attraverstegame
azachetalico stabile e possono essere divise in tre gruppi lsatle della
molecola modello della saxitossifiaderivati carbamoilici, N-sulfocarbamoilici
e decarbamoilici. Le tossine carbamoiliche sono i principatituenti presenti
nei molluschi bivalvi Mytilus edulise Saxidomus gigantelsmentre i composti
N-sulfocarbamoilici rappresentano il gruppo dominante nelle celiide
dinoflagellati®*** In tutti i casi si tratta di composti idrosolubili, resisteati

calore, stabili in ambiente acido ma non in quello alcaftno
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1
%\ . ’» STX = saxitoxin
+ NH

NEO = neosaxitoxin
OH GTX = gonyautoxins

Carbamate N-Sulfocarbamoyl  Decarbamoyl
toxins toxins toxins

—O\ﬂ/NHZ —O___NHSO;

o —OH

O 0

H H H 1 STX 11 GTX5, B1 17 dcSTX

OH H H 2 NEO 12 GTX6, B2 18 dcNEO

H H 0SSO 3 GTX2 13 C1 19 dcGTX2

H 0SQ H 4 GTX3 14 C2 20 dcGTX3

OH H 0sp 5 GTX1 15 C3 21 dcGTX1

OH 0SQ H 6 GTx4 16 C4 22 dcGTX4

H H OH 7 11aOH-STX 23 11a0OH-dcSTX
H OH H 8 11b OH-STX 24 11b OH-dcSTX
OH H OH 9 11a0OH-NEO 25 11aOH-dcNEO
OH OH H 10 11bOH NEO 26 11bOH dcNEO

Un ulteriore distinzione tra le PSP tossine viene fatta in hésetato di
carica: la saxitossina, la neosaxitossina e i loro deridatarbamoilati e
ossidrilati sono bicarichi positivamente, le gonyautossine (GTXdd6) loro
derivati decarbamoilati (dcGTX1-4) sono monocariche positivamente e
tossine del gruppo C sono neutre. Infine tra le tossine del gruppoeNjt@lle
del gruppo STX esiste una differenza nei pKa delle funzioni guacidi: la
funzione guanidinica al C-2 presenta un pKa = 11.5 nei derivisdi 8€X e un
pKa = 6.75 nei derivati della NEO; la funzione guanidinica al Ce8gmta un
pKa = 8.24 nei derivati della STX e un pKa = 8.65 in quidlla NEO.

La tossicita delle PSP si realizza attraverso un bloccersibdile dei
canali voltaggio-dipendenti del sodio di tutte le cellule eccitatgdiato da uno

dei due gruppi guanidinici (inserito nel cerchio).
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Conseguentemente al legame di tali tossine con un recettalez4ato
sulla superficie esterna di tali canali, il flusso passii ioni Na verso l'interno
della cellula & impedito e la formazione del potenziale d’azfegenuta. La
conseguenza al blocco della trasmissione dellimpulso nervosonerei
periferici @ nei muscoli scheletrici operato dalle PSFsites e la paralisi
respiratoria cui segue la mofte.

La differenza nello stato di carica e nella natura dsiisienti determina
differente affinita di legame per il recettore e difféeetossicita tra le varie
PSP: in particolare i derivati carbamoilici sono i piu tossicuelli N-sulfo-
carbamoilici i meno tossici. Cid comunque non attenua il rischio
intossicazione in seguito al consumo di molluschi bivalvi contairimguanto,
una volta ingerite le PSP tossine subiscono processi di tragiormapiu o
meno complessi; ad es. le tossine del tipo N-sulfocarbamoilicie
rappresentano il gruppo con tossicita pit bassa) vengono facilmesftaimate
nelle piu potenti carbammato tossine, con un aumento di tossicita@inolte.
Questa trasformazione ha un risvolto clinico importante poichéusabli con
bassa tossicita possono causare intossicazioni sproporzionatansmtengr
volta ingeriti. Le tossine PSP vengono trasferite ancheedi Ipiu elevati della
catena alimentare, ed in particolare nei pesci ma il pra@biigtie intossicazioni
attraverso il consumo di prodotti ittici si pone se questi vengonouowts
crudi e con le interiord

Il significato biologico delle PSP tossine e stato spessoritesi
termini di auto-difesa anche se la tossicita degli organmsoduttori varia da
ordine a ordine e a volte anche all'interno della stessa spmiga nessun

apparente effetto sulla loro possibilita di sopravvivenza.
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2.2.4 ASP Amnesic Shellfish Poisoning
L’'acido domoico e il principale responsabile dell'avvelenamento da

molluschi, definito ASP dall'inglese “Amnesic Shellfish 8aing”.

Acido Domoico

| sintomi dell’avvelenamento da ASP tossine si manifestana Bigello
gastrointestinale che neurologico. | primi includono nausea, vowhgtyrbi
gastrici e diarrea; i secondi, confusione mentale, debgléeizagia, perdita
permanente della memoria a breve termine e a volte cda@da domoico, un
aminoacido ritenuto responsabile di tale sindrome, & statodsméatla prima
volta dalla macroalga ross@hondria armat& nellambito di studi sulle
proprieta insetticida di estratti algali. Esso appartiede ua gruppo di
amminoacidi con attivita eccitatoria sul SNC detti kainoidd) dome del
capostipite, I'acido kainico, isolato dell'alga rof3@menea simplei’ ed usato

in alcune regioni del sud-est asiatico per le sue propmigigmaintiche.

_

=,  «—COOH

N
H

Acido Kainico

Attualmente, si ritiene che il principale produttore di acido domsia la

diatomea pennathlitzschia pungens multiseries’>° ma anche altre specie,

65



quali la Amphora coffeiformi® e la Pseudonitzschia australfssono ritenute

capaci di produrre guesta tossina

Pseudonitzschia australis Pseudonitzschia seriata

In ogni caso, il contributo di certe diatomee al metabolisncorstario
nelle macroalghe e soltanto speculativo, sebbene sia ben noto sinegetficie
di molte macroalghe e ricoperta proprio di diatomee. E’ staf@attiindimostrato
che una cultura monoalgale dell'alga rofsdmaria palmata® produce acido
kainico a suggerire che la produzione di kainoidi e indipendente dalle shec
macroalghe. L’azione farmacologica dell’acido domoico vienerci#tata a
livello centrale dove questa tossina si comporta da potente tgdaigecettori
del glutammato, che sono in relazione con i canali dél dédla membrana
postsinaptica. La parte carbossimetilprolinica dell’acido domoigma l'acido
glutammico e si lega al recettore, mentre la natura dabiana laterale inficia

I'affinita della molecola per il suo recettotéla conseguenza di queste azioni a
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livello centrale é rappresentata da ingenti danni neuronali.

Recettori postsinaptici degli aminoacidi neurotrasmettitori

Attualmente sono in corso studi sull'attivita biologica degbmeri

dell’acido domoico isolati inizialmente dakzhondria armata
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Gli acidi isodomoici A-C non sono mai stati riportati da estrditti
plankton o di mitili contaminati, mentre gli isomeri geomeétbl; E, F sono
stati isolati in quantita molto piccole sia da cellule plankibei sia da
molluschi. Tutti gli isomeri, in ogni caso, sembrano avere uimonm@ affinita
per i recettori del glutammato suggerendo una tossicita mirspretto all’acido
domoico. E’ stato prposto un livello tollerabile di acido domoico dmg@ di

parte edibile di mollusco.

2.2.5 NSP Neurotoxic Shellfish Poisoniny

La sindrome di avvelenamento neurotossico da molluschi indicatacon |
sigla NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning) si manifesta nello@on disturbi
respiratori, irritazione delle membrane oculari e nasalyrifor cutaneo,
neuropatia periferica e disfunzioni a carico del sistemaosergentrale.

La brevitossina B & il capostipite delle NSP-tossine, una classe piuttosto
unica di prodotti naturali, caratterizzati tutti da uno schelgitamelli polieterei
transfusi. La brevitossina B é stata per la prima volta isotit! dinoflagellato
Gymnodinium brevéPtychodiscus brevische fiorisce periodicamente lungo le

coste della Florida e nel golfo del Messico provocando gravientbpesci.

Gymnodinium breve

Estese fioriture di questo microrganismo originano, infattiaree rosse

che possono uccidere fino a diverse centinaia di tonni al gibrio.

68



concomitanza delle fioriture algali si possono anche produrre iottaagli
occhi e alla gola degli uomini, che vivono nelle zone costidowute alla
formazione di aerosol irritanti in cui sono disperse cellul&dibreve cosi
come occasionalmente possono manifestarsi intossicazioni alimergi
consumatori di molluschi bivalvi contaminati.

Alla classe delle NSP-tossine appartiene anche la bssuita A, che
rappresenta la pil potente ittiotossina prodottaGlabreve® infatti, la sua
dose letale sui pesci zebra si aggira intorno alle 3°pjpla. struttura della
brevitossina A, come nel caso della B, e stata delucidatevextso indagini ai
raggi X>° Oltre alla brevitossina A e B sono state isolate e cazatite, fino
ad oggi, altre brevitossine, tutte a struttura polieterearatterizzate da diversi

gradi di  ossidazione e  sostituzione della catena laterale.

brevetossina B

brevetossina A

Tossina Tipo R

Rz
5
PbTx-1 A H ﬁ\/k”
0
PbTx-2 B H /W‘)kH
o
PbTx-1 A H /W‘)kH
0
PbTx-2 B H /W‘)LH
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PbTx-1 A H ﬁ\)k“
o

PbTx-2 B H q)%
o

PbTx-1 A H ﬁ\)k”
o

PbTx-2 B H ﬁ\)k”

o

ﬁ‘AH

PbTx-1 A H

E’ riportata la seguente tossicita delle brevetossine espresme
mortalita del topo per i.p. in mg/kg :

PbTX backbone B 200
PbTX backbone A 100

I meccanismo d’azione delle brevitossine si esplica pemtegai canali
del sodio voltaggio-dipendenti (VSSE)®* Inizialmente, si & osservato che la
brevitossina B attivava un VSSC in cellule di un neuroblastonpaesenza di
veratridina; e che tale azione era bloccata dalla tetrodo#osSaggi di binding
che prevedevano l'uso di un radioligando della brevitossina (il PbDx3,
derivato triziato della brevitossina con una funzione aldeidigo$izione 42),
hanno poi dimostrato che la brevitossina B e la tetrodotossina condividieva

stesso sito di legame a livello del VS&C.

2.2.6 CIGUATERA-tossine

La ciguatera € una intossicazione tipica delle regioni cestiepicali e
subtropicali, particolarmente dei Carabi e delle isolePaelifico. E’ provocata
dall'ingestione di una grande varieta di pesci che vivono in prdssihelle

barriere coralline e che occasionalmente diventano tosdicitermine
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“ciguatera” deriva dal nome usato nef E&colo nelle Antille spagnole per una
intossicazione alimentare causata dalla “cigua”, un mollusdo gdeere
Cittarium.

L’avvelenamento alimentare da ciguatera-tossine, come quadlo
brevitossine, si manifesta con sintomi neurologici, quali neumpatiferiche e
disfunzioni a livello del SNC, e gastrointestinali, come reiar nausea e
vomito; a volte subentra anche bradicardia, ipotensione, mioshosii
prostrazione, eritemi e prurito cutaneo. Un sintomo assolutamarraiecistico
della ciguatera e la “sensazione da ghiaccio secco’siamanifesta con senso
di calore e bruciore quando la vittima dell'intossicazione immérgmani in
acqua fredda. | sintomi dell’'avvelenamento compaiono generalmetnte 1
ore dall'ingestione del pesce contaminato e scompaiono entro qualche
settimana, benché talvolta qualche disturbo neurologico pud persasiehne
per mesi. L'intossicazione & generalmente non letale (ldafitarée inferiore
allo 0.5% dei casi) e in alcune zone del Pacifico viengratta da circa I'1%
della popolazione. Attualmente non sono ancora noti antidoti.

Due gruppi distinti di tossine sono implicati nella ciguatera: la
ciguatossina e i suoi congeneri, da una parte, e la maitapsiafi’altra.
Entrambi i gruppi sono prodotti dal dinoflagella@ambierdiscus toxicys
trasferiti a pesci erbivori e successivamente a pescivear attraverso la

catena alimentare.

Gambierdiscus toxicus
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In questo modo i pesci piu grandi e piu vecchi accumulano una grande
guantita di tossina, che si concentra in tutto I'organismo e sopoatiatie
interiora.

Ciguatossina.La ciguatossina € stata per la prima volta isolata nel 1980
da Scheuer presso I'Universita delle Halaéi caratterizzata come composto
polietereo; tuttavia, le scarse quantita di sostanza dispamévifio impedito la
delucidazione strutturale. Nel 1989, Yasunibtba estratto da pesci tossici
(Gymnothorax javanicQsraccolti nelle acque della Polinesia francese, 0.36 mg
di ciguatossina e 0.75 mg di un congenere (CTX 4B, precedentemént@de
gambierotossina 4b) e ne ha elucidato la struttura sulla baspelimenti di

risonanza magnetica nucledre.

Ciguatossina R;= -CH(OH)-CH,0OH R,= OH Ry

CTX 4B Ri=-CH=CH, Ro=H
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Dal 1989, gli studi sui congeneri della ciguatossina hanno avutapuldi r
sviluppi e congeneri della ciguatossina sono stati isolati sipedai tossici,
come la 54-deossi-ciguatossina, che da coltivazio@.dbxicuscome la CTX

3Css

Dozzine di analoghi della ciguatossina sono stati isolati da esia
dinoflagellati®’ ma soltanto per alcuni di essi & stata definita la stautt
chimica in maniera conclusiva. In linea generale i comgm3tpolari, e quindi
pil ossigenati, sono contenuti in quei pesci, quali le anguille, igbaosnelle
parti alte dell’ecosistema corallino, mentre nei dinoflageBono presenti per
lo piu i composti meno polari. Infatti, la ciguatossina steslsa,é il composto
piu ossigenato di questa classe di tossine, € assente nei diiaflaQueste
considerazioni suggeriscono che i congeneri meno polari prodo@. dakicus
sono i precursori delle tossine piu polari ritrovate nei pesci, danao luogo
trasformazioni di tipo ossidativo. E’ interessante notare conteskicita dei
composti ossigenati sia il piu delle volte maggiore di quellapdedotti piu

apolari, come accade per la ciguatossina, che pregamtaiezione i.p. nel
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topo una DL50 di 0,45y/kg, 11 volte piu tossica del suo plausibile precursore,
CTX 4B.

Per quanto attiene le azioni farmacologiche e tossicologichiea de
ciguatossina, sono stati condotti un gran numero di studi in proposiéaisa
della centralita della tossina nell’ambito delle malattieanen Inizialmente, si
riteneva che la ciguatossina fosse fondamentalmente un inibitikeecdina-
esterasf’ in seguito Rayner ha dimostrato che in realta la tossinaigaeor
lingresso del sodio all'interno della celltifperazione al livello dei canali del
sodio voltaggio dipendenti (VSSC), cosi come precedentementeatogssr le
brevitossine.

Si deve notare che esistono sei gruppi di composti polietessifatati
come correlati alla brevitossina: la ciguatossina, la itogsina-A, la
brevitossina-B, l'acido gambierico-A, il gambierolo e la y#sssina. Questi
composti, isolati da dinoflagellati o da molluschi che si cibardirdiflagellati,
presentano un’interessante caratteristica comune: tutti possieddf@m ne
porzione centrale della molecola un anello a sette, otto o nowgbrineche
sembra subire lenti cambi conformazionali. La ciguatossina eagjlii
gambierici sono dotati di un sistema biciclico a sette e a teoreni (anelli F e
G della ciguatossin®) mentre la brevitossina B ha un sistema biciclico
costituito da due anelli a sette termini. Durante le varrazionformazionali la
molecola puo ruotare intorno a una parte della sua stessaursiruthe
fungerebbe da perno.

Si ritiene che questi lenti cambi conformazionali possano infarenn
qualche modo il legame al VSSC, inducendo cosi un’alteraziona dell

funzionalita del canale, o eventualmente disattivandolo del {tit

74



Composti correlati alla ciguatera. |l gambierolo € un altro esempio di
metabolita del tipo delle brevitossine prodotto dai dinoflageflaf’ stato
isolato come costituente tossico @l toxicuse mostra un’elevata tossicita su

topi, in cui si manifestano i medesimi sintomi descriti |a ciguatossina.

Gambierolo

Dal mezzo di cultura deb. toxicussono stati isolati anche altri potenti

agenti antifungini, come gli acidi gambierici A‘®’?

Acido gambierico A

Acido gambierico C Ry= OMOH
OH O O

La potenza antifungina dell'acido gambierico-#ccede quella della
amfotericina B di un fattore di circa 2000, rendendolo il piu potkmtgicida

conosciuto.
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Maitotossina. La maitotossina (MTX) ha attratto I'attenzione dei rie¢od in
guanto presenta delle caratteristiche strutturali e farmacbkmegpiuttosto
insolite. In primo luogo, ha un peso molecolare, come sale disodi@#2@i
Da, che supera di gran lunga qualsiasi altro peso molecolaprodotti
naturali/® ad eccezione dei biopolimeri. In secondo luogo, gioca un ruolo
importante nel diversificare i sintomi della ciguatera, particolare negli
avvelenamenti da pesci erbivori. Infine, & dotata di una brdgatéstremamente
elevata. | risultati di studi di letalita sul topo, peempio, suggeriscono che
essa potrebbe essere la piu potente tossina a struttura nonapnoggisolata
(LDso € circa 50 ng/kg, ip).

Recentemente, sulla base di estese analisi NMR, € @tapmsta la

struttura totale della maitotossiffa.

OH
0o (e}
o\ o
O O,
Frammento A o o) o OH
OH Frammento B OH
e} fo! o (o) 0 \-0
= O
OH OH
OH HO
O O = O
HO
HQ O O l\:)a0350 2 (e} O " OH 2
OH 0 |-(|)H OH
o OH O
‘ o O (¢} O (¢} O OH
OH OSQNa OHyd oy OH OH OH Lo o
OH Frammento C OH OH OH
Maitatossina

La reazione della maitotossina con periodato genera tre pratdiotti
degradazione (frammenti A, B e C); pertanto le analisR\8dno state eseguite
sia sull'intera molecola che sui rispettivi frammenti. Taesti ultimi il piu
grande é il frammento B con un peso molecolare di 2382 Da (come sale

sodico); di conseguenza la sua analisi spettroscopica era motexel
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complicata dalla presenza di ben 160 protoni, e una parte dellaabaolec
rimaneva comungue oscura, dal punto di vista strutturale. dftarformazioni
sono state ottenute da esperimenti di massa/massa FAB aegativiy* che
hanno rivelato in maniera inequivocabile le dimensioni di ciascutoagtereo

e la sequenza in prossimita degli eteri aciclici, formatis seguito alla
degradazione con il periodato.

L’insieme delle informazioni ottenute dall’analisi dei trarimenti ha
permesso la delucidazione dell'intera struttura della maitotsshe pertanto
risulta essere un polietere dalla formula molecolargHzs60ssSNay,
contenente 32 anelli eterei, 28 gruppi ossidrilici e due est#&to.

Piu di cinquanta lavori sono stati pubblicati sulla farmacologika e
biochimica della maitotossina.

Inizialmente, si riteneva che la sua principale azioneefapsella di
aumentare l'afflusso di ioni calcio all'interno delle celluleale azione era
bloccata dall'uso del verapamil, per cui si ipotizzava un azibrigedlo dei
canali del calcio voltaggio-dipendenti.

In seguito, sono state descritte anche altre azioni dellatossina, come
la capacita di indurre contrazioni muscolari, di stimolare ilhscio di
ormoni/neurotrasmettitori, di attivare la fosfolipasi C,ftsfolipasi A2 e le
proteine-chinasi, alcune delle quali non sembrano essere collegate
semplicemente ad un aumento della concentrazione di i@ £l

La scarsa specificita della maitotossina per i tesspéirde linee cellulari
fa supporre che la maitotossina ha come sito bersaglio non utiorece

fisiologico, ma un componente ubiquitario della membrana eedul
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Recenti studi elettrofisiologici hanno dimostrato che i cantlizit dalla
maitotossina hanno una certa selettivita ionica e passa pia che sodio, nel
rapporto addirittura di circa 50’1 E’ stato anche individuato un inibitore della
maitotossina, 'SK&F 96365, che agisce a livello di candlicdécio regolati da
recettori; cio fa supporre che la tossina agisce proprio sidlicarediati

dall’azione di recettori®

2.2.7 Tossine prodotte dai cianobatteri

Una vasta gamma di interessanti metaboliti sono statitistélle alghe
blu-verdi o cianobatteri, la cui diversita chimica € compagadiltanto a quella
degli Actinomiceti. La maggior parte delle alghe studiate hammorigine
terrestre o d’acqua dolce, e soltanto di un numero limitato di cittedbaarini
e stato studiato il metabolismo secondario. Nonostante sigtpBo numerosi
indizi secondo i quali i cianobatteri svolgerebbero un ruolo deternaimaaiia
produzione di interessanti composti ritrovati frequentemente neliéareb
marino.

Lyngbya-tossine. Moore et al. hanno dimostrato che I'aplysiatossina
ritrovata nella lumaca di markplysianelle acque delle Hawaii & in realta un
derivato metabolico dell'alga blu-verdgingbya majuscold ed hanno anche
isolato da ceppi di tale alga la debromoaplysiatossina. igdiatossina che il
suo debromo-derivato provocano irritazioni cutanee e, per contaibsjddetto

“prurito del nuotatore”.
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Lyngbya spp.

Lo scheletro carbonioso dell’aplysiatossina ricorda quello deglbiotici
macrolidici, ma la sua biogenesi non segue la via dei polichBediesempio,
I'anello aromatico dell+cresolo non viene ossidrilato con le stesse modalita
degli anelli aromatici dei derivati fenilpropanoidi o0 acetogeminic
L'oscillatossina, composto strettamente correlato ai pretedeitrovato nella

specie marinaOscillatoria spp., € caratterizzata dal medesimo scheletro

carboniosd?

HO
HO
o 0
OCH;
(o)
R
b o)
OH

R= CH3 Aplisiatossina
R= Debromoaplisiatossina

R= Oscillatossina

La Lyngbyaproduce inoltre anche altri tipi di composti; ad esempio, le

lyngbyatossine, che sono state isolate dallanajuscolaalle Hawaif* e sono
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simili alle teleocidine, alcaloidi antibiotici prodotti daglir§tomiceti. Questi
composti sono chiaramente biosintetizzati a partire da triptpfaakina e

gruppi prenilici.

Lyngbyatossina A

L’analisi delle strutture di molti composti marini suggerisbe & alghe
blu-verdi contribuiscono alla formazione di tali metaboliti. Itifatloore ha
individuato dei derivati amidici degli acidi grassi piuttostsoliti dalla L.
majuscolache vive nelle acque profonde. Questi composti, rappresentati dal
majusculamide &, sono caratterizzati da una porzione peptidica costituita da

valina e tirosina.

OCHg

Majusculamide A
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Le malyngamidi, rappresentate dalla malyngamid€ #anno una catena
simile a quella dei polichetidi e un 4-metoBgipirrolin-2-one, struttura,
quest'ultima, che potrebbe derivare da una condensazione derClag un

acetato e una glicina.

Malyngamide A

Simili sistemi ciclici di tipo pirrolidonico derivati dallaoadensazione di
aminoacidi e acetati sono presenti in molti altri metabwiarini. Ad esempio,
la disidina isolata dalla spughysidia herbaceaé caratterizzata da un anello
probabilmente derivante da una valina e un acétaf.anche verosimile che
tale metabolita derivi da un’alga blu-verde, dal momento ckpugnaDysidia
vive effettivamente in associazione ad alghe di quel genenshe la
dolastatina 15, un peptide antitumorale, ritrovato nella lepreade,Dolabella
auricularia, contiene una struttura pirrolidonica costituita da una femiah e
un acetato.

Il coinvolgimento degli aminoacidi nella biosintesi di composthatiura
polichetidica non € comune negli organismi terrestri, aconeec@ncor piu
I'unicita del metabolismo delle alghe. E’ possibile che alaleii polichetidi
delle alghe blu-verdi siano sintetizzati in maniera molto davelagli organismi
terrestri, come succede per i composti polieterei dei digelfkti. La diversa

composizione chimica dei metaboliti secondari di esempla détlssa specie
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che vivono in diverse aree geografiche, come si verificdgkyngbya e la

presenza di metaboliti molto diversi tra loro sono carattenst@naloghe a
quelle degli Actinomiceti. Inoltre, la presenza di metab@dmuni come le
lyngbyatossine suggerisce una possibile relazione tra le algheerdi e gli

Actinomiceti.

Tolitossina. Le caratteristiche strutturali di alcuni macrolidi ritravaegli
invertebrati marini suggeriscono una loro possibile derivazione dlaltes blu-
verdi. Per esempio, il bislattone, swiholide®&® e i suoi composti correlati
isolati dalla spugnaTheonella hanno lo stesso scheletro carbonioso della

tolitossina o scytoficina rinvenuta nelle alghe blu-verdietrr e litorali.

OH

0
OCH;OCH,

Om

CH;O

Tolitossina

Peptidi ciclici. Un gran numero di peptidi ciclici sono stati ritrovati nelle
alghe blu-verdi d’acqua dolce, ma sono state investigate sofiante specie
marine. Dalla specie d’acqua sal&étadularia spumigenacausa di gravi danni
nel mar Baltico e in Nuova Zelanda, & stato isolato il pentajgegiclico
nodularind’. Il composto e strettamente correlato alla microcistine, eclina
potente epatotossina e un inibitore delle fosfatasi 2 e 2Atasdél’alga blu-

verde Microcystis aeruginos® La struttura sia della microcistina che della
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nodularina e caratterizzata dalla presenza di due aminoacidiomanni come
I'acido 3-amino-9-metossi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-decadienoictaeido 3-

metilaspartico.

COOH | O

Nodularina
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La biosintesi di questi composti sembra riconducibile ad un precursore
polichetidico, costituito da fenilalanina, acetato e gruppi metirovenienti
dalla metionina. Una sorprendente scoperta € ch&|l3®-3-metilaspartato si
forma nelle alghe dalla condensazione di un piruvato e di un acetgiata da
riarrangiamento e da aminazione. Questo € un processo molto diverselida
solito, che consiste in un riarrangiamento del glutammatoo@eta della
metilaspartato-mutasi. Questa € un’altra dimostrazione di dem@croalghe
talvolta adottino strade del tutto differenti e inaspettate gyetetizzare le
medesime strutture.

E’ opinione piuttosto diffusa che molti dei peptidi ciclici isolata
tunicati e altri invertebrati marini siano in realta prodotti hetabolismo di
alghe blu-verdi simbiotiche o di organismi ad esse strettargemglati, come i
procloroni® Per esempio, si suppone che il proclorone simbiotico nel tunicato
Didemnumspp., sia totalmente o in buona parte responsabile della produzione
di didemnine’ rappresentate dalla didemnina A, un potente agente antivirale e
antitumorale. Inoltre, molt®idemnumspp., che sono simbiotiche con altri
procloroni, producono diversi peptidi ciclici. Comunque, finora tutinitativi
fatti di coltivare i procloroni, per confermare tali ipotesi sono dimostrati
vani.

Cilindrospermopsina. La cilindrospermopsina (CYN) e un alcaloide
epatotossico inizialmente isolato da un ceppo australia@gloidrospermopsis
raciborskii®* e poi riportato anche dal cianobatterio giapponegseezakia

natans? e in Israele dalAphanizomenon ovalisporuth
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Cilindrospermopsina

| sintomi dell'intossicazione da cilindrospermopsina ricordano quelli
dell’epatite virale, con dolori addominali, insufficienza dena profusa diarrea
con presenza di sangue nelle feci. Tuttavia, la tossicologjaedto alcaloide e
complessa e ancora deve essere chiarita completamente.

Questa tossina e stata la probabile causa della “misténiossicazione”
che si e verificata a Palm Island (Queensland, Austradie) 979 e che provoco
I'ospedalizzazione di circa 100 persone, tra cui molti banibida allora,
numerosi casi di intossicazioni umane e animali conseguentiga$tione di
acque contaminate, vengono riportate ogni anno in Australia, ponendo seri
preoccupazioni per la salvaguardia della salute pubblica.

Anatossine. L’anatossina A (ANTX-a) e la prima tossina ottenuta dal
cianobatterio d’acqua dolcAnabaena flos-aqua@d essere chimicamente
definita come 'ammina secondaria, 2—aceti|—9—azabicicloI.4]r20n—2—ené’.5

O
NH

Anatossina A
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E’ un potente agonista nicotinico che agisce come agente ppsitsina
depolarizzante e bloccante neuromuscolare e mostra un altitdo@dd50, i.p.
sul topo: 200 nmg/kg). L’ANTX-a € stata riportata in Nord-America e
nell'Europa settentrionale ma mai in Giappdhe.

L’anatossina AS é invece un agente anticolinesterasico isatatoe da

Anabaena flos-aquae
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Anabaena flos-aquae

2.2.8 Tossine varie

Palitossina. La palitossina, isolata da alcuni celenterati appartenenti al

generePalythoa (Zoantidi) € un potentissimo veleno (la DL50 sul topo € 0.5
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ny/Kg) ed é il prodotto naturale strutturalmente piu complicato fintwavato.

La determinazione della struttura della palitossina, cheta salata per la
prima volta dal gruppo di Scheuer ad Honolulu nel 1¥7&, stata molto
difficile ed ha richiesto il lavoro di circa un ventennio di dedsimi gruppi di
ricerca dell’'Universita di Honolulu e Harvard in USA e di Shizuekagoya

in Giappone® La stereochimica della palitossina & stata determinata pe
confronto di frammenti sintetici con il prodotto naturale. La palit@sson il

suo peso molecolare di 2677 Da {§1,,90s4N3), € stata per lungo tempo, fino
alla scoperta della maitotossina, considerata la piu gravgkné naturale

esistente.

Palitossina

La palitossina e i suoi analoghi non sono stati ritrovati solo owllc
Palythog ma anche in una grande varieta di altri organismi comélgel
Chondria armata@® nei granchi appartenenti al gener®emania e

Lophozozymud®* e nel pesce grillettMelichtys vidua®
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Il rischio che tale tossina possa trasferirsi dagli zoansidipesci
comunemente usati nell’alimentazione umana € comunque molto basso;
soltanto occasionalmente, infatti, € stata segnalatadapeesenza in pesci e
molluschi eduli raccolti nel Pacifico, lungo la costa del Giappodelle
Filippine e di Singapore.

Sono state effettuate numerose ricerche farmacologiche céirbiche
sulla palitossind®* come quelle relative alla attivita depolarizzante di
membrana, di modifica dei flussi intracellulari di ioni sodioc&cio, di
stimolazione del rilascio di acido arachidonico e di neurotrasoréttidi
inibizione dell’enzima N&K'-ATPasi, di induzione della contrazione della
muscolatura liscia, all’attivittumor-promoting etc.

Se da un lato é stato proposto che la palitossina agisce attréieezima
Na'/K*-ATPasil® il meccanismo dettagliato dell’azione & ancora poco chiaro,
cosi come non é ancora del tutto noto il meccanismo d’azione skademli
svariati effetti biologici sull’organismo.

Tetrodotossina. La tetrodotossina € una delle piu potenti neurotossine
non proteiche attualmente note, responsabile di numerosi casi dilithort
umana. Il nome deriva dai pesci della famiglia dei Testomtidae ed e
largamente diffusa nel regno animale sia marino che ter8st?*
L’avvelenamento da TTX & conosciuto da oltre 2000 anni; infatGiappone
da tempi remoti si ricordano casi in cui I'ingestione di pgmda (Tetraodon,
in cui la tossina si accumula principalmente nel fegatoe nalkie e nelle
viscere, & seguita da parafi$iSi ritiene anche che lo stato “zombie” descritto
nei riti Vodoo sia da attribuirsi alla tetrodotossina presenteeite gpozioni,

preparate utilizzando estratti di pesce p&fa.
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pesce palla Tetraodor)

Ancora oggi, in varie nazioni asiatiche e specialmente apine, dove
il pesce palla & considerato un cibo prelibato, esiste edtevamente frequente
guesto tipo di intossicazione, che si manifesta con intontimentdicardia,
convulsioni, paralisi e in alcuni casi morte per arresto aaedi La DL50 sul
topo per iniezione i.p. é di Ify/kg.

Numerose misure preventive vengono adottate per evitare le
intossicazioni, ad esempio, solo personale esperto e munitoedizdicpuo
maneggiare il pesce palla nei mercati e rimuoverneskee.

Oltre che nel pesce palla la tetrodotossina é stata aioheta in un
pesce molto differente dal punto di vista tassonomico, Gibbrius
criniger,1°7nella salamandra californiandaricha torosa”® e nel polipo
Hapalochlaena maculosg®

E’' stato suggerito che la TTX giochi un ruolo anti-predatorio negli
animali che la accumulano; infatti, il pesce palla enatteolissime quantita di
tetrodotossina attraverso al pelle quando viene toccatos@doo evidente di
scoraggiare la predazioh®.

Le variazioni di concentrazione della tetrodotossina a seconda dell
specie animali, delle stagioni e delle zone geografichiggeyiscono
chiaramente la sua origine esogena rispetto agli animali coaamLa

principale fonte di TTX & un batterfd: che dapprima veniva identificato nello
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Pseudomonasp., poi nellAlteromonassp. e infine in una nuova specie, la
Shewanella alga*?

La struttura molecolare della TTX, caratterizzata da uopmw
guanidinico e da una singolare funzione emilattolica, é statndienta nel
1964 quasi simultaneamente in due laboratori giapponesi diretti dasgodfe

Tsuda e Hirata e due statunitensi diretti dai professori Wamntles Mosher.
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La tossina €& stata isolata in forma pura e identificata dam
inequivocabile attraverso tecniche di massa, come il FAfRavarso HPLC
fluorimetrico, saggi di tossicita sul topo e degradazione a iBeaft
(idrossimetil)-8-idrossichinazolina. Successivamente una vagstama di
batteri sono stati individuati come produttori di THX;'*°benché le quantita di
tossina fossero talmente basse, che la sua identificazistagaécondotta sulla
scorta di evidenze, a dire il vero, piuttosto povere. Inoltsedasa abbondanza
di TTX nei batteri non ha nemmeno permesso ai chimici di efsdtdegli
studi biosintetici.

Neosurugatossina e prosurugatossina.La conchiglia d’avorio
Babylonia japonica che & largamente consumata in Giappone, ha causato

numerose intossicazioni, i cui sintomi sono perdita della visiom&cata
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dilatazione della pupilla, sete, intorpidimento delle labbra, odiffa nella
pronuncia, costipazione e disuria. Le tossine responsabili, deatami
neosurugatossina e prosurugatossina, sono state isolate dalle ghiandole
digestive del mollusco e la loro struttura e stata definithamttraverso studi

sintetici.

O~ N ~O

H
Neosurugatossina R=b-xilosio
Prosurugatossina R=H

Per entrambe le tossine € stata suggerita un’origine esatgmagomento
che gli organismi produttori potrebbero essere dei batteri appatitahgruppo
dei Coryneformi*'®

La neosurugatossina e la prosurugatossina sono circa 5000 voltevaiu atti
come bloccanti gangliari di qualsiasi altro farmaco atteabe® conosciuto,
come la mecamilamina o I'esametonio. Il loro meccanismdatiazprevede un
blocco specifico dei recettori nicotinici gangliari; e pertaiajgpresentano degli
ottimi strumenti negli studi sulla neurotrasmissione esufello.

Azaspiracidi. Gli azaspiracidi sono biotossine di recente scoperta riportate

da McMahon e Silke come le responsabili dell’avvelenamento diarroic

verificatosi in Olanda nel 1998/
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La struttura del capostipite di questa classe di tossinegdatrminata
in Giappone e la tossina fu chiamata azaspiracido con rifetinatla presenza
di un anello azaspiro e di una funzione acida nella molétblRa quel
momento l'intossicazione da azaspiracidi & stata denominatd‘Ap@l 1996
parecchi incidenti da AZP si sono verificati in Irlanda ed in plesi europei,
prevalentemente dovuti all’ingestione di mitili prodotti in id@. Oltre

all’AZA sono stati isolati ed identificati altri quattrealoghi (AZA 2-5).

Tossina R R> R3 R4
AZA H H Me H
AZA2 H Me Me H
AZA3 H H H H
AZA4 OH H H H
AZA5 H H H OH

Sebbene la comprensione delle trasformazioni metaboliche di queste
tossine nei mitili sia di primaria importanza nellambitcstlidi di depurazione,
non esistono a tutt’oggi dati sperimentali su se e come gipaaaidi vengano

modificati nei molluschi. Per analogia con le pectenotossileeyessotossine
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che subiscono reazioni di idrossilazione nei mitili, si pud presurcieeegli
AZA 4 e 5 siano prodotti di ossidazione dell’lAZA 3. Dal momerte,cpoi,

non sono note modifiche biochimiche delle tossine per metilazione o
demetilazione, & verosimile che gli AZA, AZA 2 e AZA 380 prodotti
originali dei dinoflagellati.

La dose letale 50 degli azaspiracidi sul topo per i.p. € espres

mg/kg?®
AZA 0,20
AZA2 0,11
AZA3 0,14
AZA4 0,47
AZA5 1,00

Studi istopatologici hanno dimostrato che tali tossine provocano dhnni
fegato, al pancreas, al timo e a tutto I'apparato digeféhte’ stato inoltre
notato che tali tossine sono citotossiche su cellule P388 ma noltusel KB, e
che non inibiscono la protein fosfatasi 2A.

Spirolidi. Gli spirolidi sono immine macrocicliche isolate e caratteate,
molto recentemente, dagli estratti lipofili di mitili ractoin Nova Scotia,

Canadd??

93



R, R, D
Spirolide A H Me D*3
Spirolide B H Me
Spirolide C Me Me >3
Spirolide 13-desMe-C  Me H >3
Spirolide D Me Me
Spirolide 13-desMe-D Me H

Ry R, D
Spirolide E H Me >3
Spirolide F H Me
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Sono tossine a rapida azione che causano nel topo, dopo iniezione intra-
peritoneale sintomi che includono spasmi addominali, piloerezione,
iperestensione della schiena, inarcamento della coda, convulsiamite entro
3-20 minuti dall'iniezione. Sintomi neurologici compaiono nel topo anche dopo
somministrazione orale, ma il meccanismo d’azione rimane asconosciuto.
L’origine planctonica di tali tossine, suggerita dalle an&agiutturali con altri
macrolidi prodotti da dinoglagellati quali la gimnodimin&yMmnodinium
mikimoto) e i prorocentrolidi Prorocentrum limg, € stata confermata quando
spirolidi sono stati isolati da una coltura monoalgale del digeflato marino

Alexandrium ostenfeldif?®

Adedrium ostenfeldii
Venerupina (VSP) L'intossicazione da venerupina € una sindrome non
paralitica causata dall’ingestione di vongol€eerupis semidecussate
ostriche Crassostrea gigas)che hanno accumulato dinoflagellati tossici. La
specie che si ritiene responsabile di questa intossicazioh@rérocentrum
minimunt® che produce “acque colorate” soprattutto in Giappone, nel Mar

Baltico e in Portogallo.

Prorocentrum minimum
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La natura della tossina responsabile dell’intossicazione da venanupin
e stata ancora definita. L'avvelenamento e caratterizzietouna lunga
incubazione di 24-48 ore a cui fa seguito un inizio repentino dei sirgbeni
sono nausea, vomito, diarrea, cefalea e agitazione. Nepicagravi possono
manifestarsi delirio, disfunzione epatica fino a coma epatica enorte
sopraggiunge in circa il 33% dei pazienti.

Cooliatossina. La Cooliatossina € stata isolata nel 1995 dal dinoflagellato
Coolia monotigoresente in Australia. Seppute monotise stata ritrovata nelle
zone colpite da ciguatera (Besada et1882), la cooliatossina tende a non
bioaccumularsi nei pesci, e iniettata al topo per viapetitoneale non produce

la sintomatologia caratteristica dell'avvelenamento daatiera pur presentando

una DL 50 di 1 mg/Ktf®

Coolia monotis

Il peso molecolare della Cooliatossina corrisponde a 1062 da in analogi
alla forma monosolfatata della yessotossina. Inoltre i sintbnici che questa
tossina induce nel topo risultano analoghi a quelli prodotti dallsoyessina,
ovvero dopo un primo periodo in cui non vi sono sintomi evidenti di
intossicazione insorgono ipotermia e difficolta respiratorie. tivitd della
cooliatossinan vitro mostra un iniziale stimolazione e successivo blocco dei
nervi non mielinizzati. La funzione solfato sembra essere foedtie
all'attivita tossica infatti una desolfatazione reduceitiae tossica di tutte le

tossine polieteree solfatate quali yessotossina e maitwossi
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Gimnodimina. La Gimnodimina € una neurotossina che, per la prima
volta, fu isolata dalle ostriche, in concomitanza alla praideme del

dinoflagellatoGymnodiminiuncf. mikimotoi.

Gimnodimina

Le caratteristiche chimico-strutturali della (-)-gimnodaaiincludono un
anello tetraidrofuranico trisostituito incorporato in un anello carliooi@ 16
termini, un butenolide chirale ed una funzione amminica spiroaiclia

funzione amminica risulta implicata nell’attivita biologica.

2.29 Conclusioni
Le microalghe marine, con il loro metabolismo spesso unico gaunio
di vista chimico e strutturale, sembrano essere una fonteapromettente di

composti farmacologicamente attivi, senza contare che aldacme di
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migliaia di specie non sono state ancora investigate e oliessimi composti
presenti nellambiente marino hanno la propria origine direttamaatke
microalghe stesse.

Purtroppo, la chimica delle microalghe marine & ancora bgliiaa causa
delle grosse difficolta nel coltivare le diverse spegiéaboratorio e per il fatto
che spesso non é possibile realizzare lavori chimici su canglipoipolazioni
microalgali raccolti in mare aperto. Attualmente, maltganismi come i
dinoflagellati, i cianobatteri e i procloroni delle ascidietaae per molti versi
oscuri, nonostante siano molto studiati. A rendere la questionmaapa
complessa, c’e il fatto che, una volta ottenuti i microrganisimdoltura, non
sempre essi producono le sostanze desiderate.

Pertanto, il progresso della chimica delle microalghe réttamente
connesso con quello delle tecniche di coltivazione, con quello detiehe di
rivelazione chimica dei loro metaboliti e quindi con la comprensdaeidoro
metabolismo.

Un altro elemento a supporto dell'utilita della ricerca sulleroalghe e
sul loro metabolismo e la sempre piu frequente incidenza di epdiodi
intossicazione umana dovuti a ingestione di molluschi contantiaatietaboliti
microalgali e di morie di pesci, con preoccupanti conseguenze sallidée
pubblica e sullindustria del pesce e dei molluschi. Una maggiore
consapevolezza pubblica e i migliorati sistemi di indagine pbé&® spiegare
'aumento degli incidenti legati alla tossicitd dellecmilghe, riportati con
allarmante frequenza in tutto il mondo. Comunque, bisognerebbe porre
maggiore attenzione al deterioramento del’ambiente maritia ditfusione di

cisti resistenti di specie nocive, legate alle chiglélle navi. Di conseguenza, in
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futuro ci saranno ulteriori problemi da risolvere attraverso pliotenti e
interventi di natura chimica.

Come accennato in precedenza, a dispetto di tutti gli ostaeskemmti in
guesto ambito di ricerca, notevoli progressi sono stati effettelia
delucidazione strutturale delle tossine, specialmente di tipetpmn; e cosi
pure nell'identificazione delle fonti di sostanze tossiche, ceme visto nel
caso della tetrodotossina e della ciguatossina.

Non bisogna poi trascurare il contributo che le tossine hanno forrgto all
scienze della vita, come la biologia o la farmacologia. tbssina, infatti,
possedendo nella propria struttura uno o piu gruppi funzionali responsabili
dellattivita biologica, pu0 trovare agevolmente applicazioné c&mpo
farmaceutico o come farmaco o come reagente farmacologico avaapiti
spesso come modello per la sintesi o il miglioramentotdiraédicinali.

Recentemente, si & cercato di sviluppare molto I'indagine degginismi
marini, al fine di individuare nuovi farmaci antitumorali, &rdtici, emolitici,
analgesici, antispasmotici, ipotensivi o ipertensivi. E dtivitd ha condotto ad
almeno due importanti risultati: il primo & rappresentato dali@dotossina,
che é stata utilizzata come reagente farmacologico;cbr&® € un nuovo
insetticida derivato dalla nereistossina. La tetrodotossirtausa della sua
elevata tossicita non &€ mai stata usata come farmaco, nmeostaontinui
sforzi e tentativi da parte dei ricercatori; ma versdria flegli anni '60 e stato
scoperto che la tetrodotossina inibisce selettivamente la peilitéeal sodio
delle membrane nervose, con conseguente paralisi dei nerdrjgerifuttavia,

poiché la paralisi € di tipo reversibile, la tetrodotossinarsiedata un efficace

strumento per la delucidazione del meccanismo dell’etioiia nervosa.
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Per quanto riguarda la nereistossina, era gia noto traatoeis ben prima
della scoperta della tossina, che le mosche morivano quando verdavano
contatto con il Lumbrinereis brevicirra comunemente usato come esca.
L’agente moschicida é stato isolato nel 1934, ma la sudus&ruthimica é
rimasta a lungo sconosciuta. Oggi la nereistossina funge da mageellla
sintesi di alcuni tra i piu efficaci insetticidi.

Al momento sembra, comunque, essere piu promettente I'impiego dell
tossine come reagenti farmacologici; infatti, dopo la tetrodim@ssnche la
saxitossina, la palitossina e la surugatossina sono in fagadio per un loro
eventuale impiego nella sperimentazione farmacologica.

Alla luce di tutte queste considerazioni appare chiaro che sokfogfi
concertati di chimici, biochimici, farmacologi e biologi potrannoirapuna

nuova era nello studio delle tossine marine.
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2.3 Contaminazione di invertebrati marini

I molluschi bivalvi, i gastropodi, i granchi, le aragoste @ aivertebrati
marini accumulano le biotossine sia per filtrazione direttke delque del mare
e del plancton ivi disperso, come nel caso dei molluschi filfram per
ingestione di organismi contaminati, come nel caso deglitelveti carnivori
e di quelli spazzini.

Il grado di contaminazione degli invertebrati & specifico per sgecie e
in genere e direttamente correlato alla concentrazione dileetiicroalgali
tossiche nel planctoh.

Il grado di decontaminazione dipende, in primo luogo, dalla stagione
dalla temperatura delle acqtiebasse temperature, infatti, ritardano
I'eliminazione delle tossine, benché non sia del tutto noto il amésmo con
cui la temperatura influenza 'accumulo e l'eliminazione adbssiné. In
secondo luogo, esso dipende dalla parte dellorganismo in cui lendossi
vengono accumulate: quelle presenti nel tratto gastrointestioalo eliminate
pit velocemente di quelle che invece si legano ad altutes

Ben poco & noto sul meccanismo di ritenzione delle tossine dadparte
organismi carnivori gastropodi e da parte dei granchi. La grae pizite
informazioni riguardano invece i molluschi bivalvi, anche grafigediffusione
sempre pit ampia di allevamenti di tali animali.

E’ noto, per esempio, che i mitili accumulano PSP tossine piu
velocemente di qualsiasi altra specie, ma al tempoosges® anche in grado
di eliminarle molto rapidamente; le ostriche invece sono leite ad

accumulare sostanze tossiche, ma restano contaminate pempo piu
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lungo®® | pettini, poi, riescono a ritenere le biotossine per un periodentha
che addirittura puo superare i due anni.

Talune specie di bivalvi, come I&lercenaria mercenariahanno la
capacita di evitare la contaminazione da dinoflagellasi¢o$Infatti, nel 1972
durante una fioritura diAlexandrium tamarenselungo le coste del
Massachusetts, la pesca fu interdetta a causa della foréerooatrione da PSP
tossine. Addirittura, in quell’occasione saggi su campioni di mcius
rivelarono un contenuto di circa 3000-50@ di tossine per 100 g di
molluschi, con massimo grado contaminazione nei mitili. Nesampione di
Mercenaria mercenari@ di ostriche, invece, risultava tossico. Studi successivi
hanno dimostrato che Mercenaria mercenarian presenza dh. tamarense
dapprima ritira il proprio sifone e poi si isola totalmente daibiente
circostante, chiudendo la valvola della conchiglia, finche ¢p@eon tornano
pure. Non e escluso, che quest’organismo abbia la stessa ecarnicime in
presenza di altri dinoflagellati.

Oltre alle PSP-tossine anche altre sostanze tossiche samoudate dai
molluschi filtranti, rappresentando un forte rischio per lategpubblica.

Le DSP-tossine, come lacido okadaico, le DTX, le PTX e la
yessotossina, associate alla presenz®idophysisspp. e di Prorocentrum
spp, sono facilmente accumulate dai molluschi ma ben poco € ndto s
durata della contaminazione. Marcaillou-Le Baett al nel 1993 hanno
confrontato le velocita di decontaminazione da DSP tossine di cani
mitili, coltivati in acquacultura e in laboratorio, dimostranadhe la
decontaminazione avviene piu velocemente nellambiente natuheeinc

laboratorio. Cio suggerisce che la qualita del cibo disponibilei paitili
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durante la detossificazione e un fattore determinanteapegldcita con cui le
tossine vengono eliminate.

Piu recentemente, € stato dimostrato che anche l'acido domoisuoi
analoghi sono facilmente accumulati da organismi filtranti. Ne87, una
misteriosa e grave intossicazione conseguente all'ingestioiytdus edulis
coltivati, si verifico in Canada. | sintomi dell'aveslamento includevano
vomito, diarrea, confusione mentale, perdita della memasaridntamento e
coma. Tre pazienti anziani morirono e altre vittime riporta danni
neurologici permanenti. L'acido domoico fu individuato come la sostanza
responsabile dell’intossicazione e il termine amnesicf@telpoisoning (ASP)
fu coniato per indicare I'insieme dei sintomi clinici.

In conclusione, si puo affermare che le differenze nell’accumuiella
ritenzione di tossine dipendono sia dalla natura dell’organismo coatata
che di quello contaminato, ma anche da altri fattori non ancoraHien. ©i
tali considerazioni, bisognerebbe tener conto sia nella sdelia specie da
coltivare in acquacultura e sia del luogo ove collocarlalipgare al massimo

I danni derivanti da fioriture di alghe tossiche.

2.3.1 Procedure di detossificazione degli invertebrati
L’incremento deglialgal blooms verificatosi negli ultimi decenni,
richiede quindi una maggiore sorveglianza delle acque mariaengessa a
punto di programmi internazionali, che si propongano di studiare etideges
modo adeguato le fioriture di alghe nocive e le loro gravi ripsrons
sull’ambiente, sul’economia e soprattutto sulla salute degli mionhirischio

delle intossicazioni si riduce, infatti, solo se si attuano ofinton le risposte
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piu rapide possibili e se il numero dei campioni controllatil giu alto
possibile.

Non esistono terapie specifiche contro le biotossine algaie, Bsfatti,
essendo ionofore, colpiscono a livello cellulare il trasportomi (pompa del
sodio e del potassio). Nella maggior parte dei casi quello icheosfare €'
eliminare i residui tossici dall'apparato digerente, qualoressicazione sia
colta nella fase iniziale, attraverso lavanda gastricaropolveri di carbone
attivo. Nei casi di paralisi respiratoria si puo ricorrenelee alla respirazione
artificiale. Per questo motivo, in Italia, il settore dgiroduzione e immissione
sul mercato dei molluschi bivalvi vivi (mitili o cozze, vongolestriche),
destinati al consumo umano diretto o alla loro trasformazione pdeta
consumo, e disciplinato, per quanto riguarda gli aspetti sard@rDecreto
Legislativo 30 dicembre 1992 n°53@ecante attuazione della direttiva
91\492\CEE

Il controllo sanitario del settore dei molluschi bivalvi ss@aul controllo
delle acque di mare o di laguna dove questi animali sono allévaitiatica, in
ragione delle caratteristiche microbiologiche, chimiche,ds&itologiche dei
molluschi pescati in una determinata zona, si procede alkifidagione della
stessa zona di mare. Tale classificazione determineféstino produttivo e
commerciale di questo prodotto. Attualmente sono previste 8sditgologie

di zone di allevamento e pesca dei molluschi:

ZONA A:  prodotto destinato al consumo umano diretto (i molluschi
devono possedere gli specifici requisiti sanitari previstiag.G/ dell'allegato

al sopracitato decreto legislativo n. 530\92).
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ZONA B: prodotto destinato alla depurazione o alla stabulazione prima

dell'immissione in commercio ai fini del consumo umano.

ZONA C prodotto destinato ad una stabulazione di lunga durata ed a
processi depurativi intensi o all'industria di trasformazione.

Il metodo di detossificazione piu usato prevede il trasferimeeio d
molluschi tossici in acque prive di plancton tossico, per peemett
'autodepurazione. Tale metodo, tuttavia, non €& applicabile a qoegtiebrati
(ostriche, pettini) che hanno meccanismi di decontaminaziatte tenti.

Senza contare che il trasferimento di grosse quantita di miuillasc
un’area contaminata ad un altra non contaminata e al tempo siésesd e
molto dispendioso.

Per ridurre la contaminazione da PSP tossine, sono statefsttivi di
stratificazione dei mitili in una colonna d’acqua, ma I'espento ha avuto
successo soltanto in presenza di alti livelli di tossicita.

Shock elettrici o I'impiego di cloro riducono la durata di contzamione
dei pettini/ ma al tempo stesso alterano le proprieta organolettiche del
prodotto, diminuendone I'appetibilita.

Recentemente e stato proposto I'impiego dell'ozono, ma al riguardo
restano parecchi dubbi. Infatti, se da un lato e stataiedfiettnte registrata
una diminuzione del grado di contaminazione da PSP tossine ad esenpio
molluschi esposti a fioriture dA. tamarense, A. catenella Gymnodinium
brevé™, dall'altro non si & avuto nessun risultato utile nel casalii la

contaminazione era dovuta alla presenz@&yfodinium bahamensdnoltre,

esperimenti condotti sui mitili hanno evidenziato come il tragt@m con
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ozono effettivamente prevenga I'accumulo di tossine da pat#édi diolluschi,
senza che vi sia alcuna alterazione dei mitili stessi.oLdedl’'ozono non ha,
pero, sicuramente successo in quelle specie di invertebrattcchmulano cisti

di microrganismi o che legano le tossine ai propri tessutiupgihi periodi di
tempo.

Al momento, comunque, non esistendo ancora un metodo di

detossificazione efficace, rapido ed universale ed essendo @&hewati i costi

di simili trattamenti, si punta per lo piu ad un costanstento monitoraggio
delle zone esposte a fioriture algali, e alla coltivazionsmicie che hanno
tempi di decontaminazione piu brevi, come i mitili, riducendwece, al

minimo le coltivazioni di pettini e di ostricHé.

2.3.2 Le biotossine in Italia

L’incremento delle fioriture di dinoflagellati ed i conseguerdsicdi
avvelenamento per ingestione di molluschi contaminati, sono fenane da
pit di un decennio si manifestano anche in Italia rappresentatioo di
seria preoccupazione per la salute pubblica. Non trascurabilasahe i danni
economici a tutta l'industria ittica che conseguono all’insorgetka tossicita;
tutte le attivitd connesse alla pesca e all'allevamentuitli eduli subiscono

infatti un repentino arresto allorché la tossicita si nessté.

L’'area responsabile del 90% della produzione italiana di misit@ata
lungo le coste dell’Adriatico settentrion&leed & proprio in queste zone, che
incidenti di avvelenamento da DSP-tossine si sono verificgiaréire dal

19891
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Nel giugno di quell’anno, infatti, la presenza di celluleDdhophysis
fortii nelle ghiandole digestive di mitili raccolti nelle acquetiewe dell’Emilia
Romagna e lisolamento di un estratto contenente non benfickeetiDSP-
tossine, suggeri che alcuni casi di diarrea nei consumatoroltlisthi eduli
non erano dovuti a contaminazioni batteriche o virali, ma ad inézsni da
DSP tossine. Questa patogenesi, portata alla luce dal CeintRicerche
Marine di Cesenatico, fu osservata in seguito nelle zonegoskelle Marche,

del Veneto, dell’Abruzzo e del Friuli-Venezia Giutfa.

Distribuzione di DSP e PShaha

La ricerca condotta nei laboratori di Cesenatico dal giugno 198@raio
1991 con i fondi regionali del’Emilia Romagna, secondo quanto ptiescri
dalla legislazione nazionale riguardo ai molluschi tossicidihestrato che i

livelli di DSP-tossine, presenti nei mitili delle zone ¢est del’Emilia, erano



tali da non permettere la vendita dei molluschi stessi per umdpedi ben otto

mesi. Inoltre, il perdurare della tossicita per periodi camsac da giugno

1989 a gennaio 1990 e da giugno 1990 a gennaio 1991, indicava che non ci si
trovava dinanzi ad un problema occasionale, ed era assolutameassanic

far fronte ai rischi, al tempo stesso, economici e sanitdme gia erano
fronteggiati in altri paesi della Comunita Europea.

Un gran numero di nazioni europee ha stabilito dei limiti di tafiza per
le DSP-tossine applicabili sia ai mitili prodotti in terribmazionale sia a
quelli importati; ma tali livelli variano fortemente da paea paese, non
essendo stati stabiliti, ad esempio, da organizzazioni izierai come la
World Health Organization Nel frattempo in diversi stati europei, Italia
compresa, sono stati introdotti per le DSP-tossine dei piani digl@waza, che
prevedono l'analisi sistematica delle acque del mare, dgpldincton, dei
molluschi, al fine di individuare cellule @inophysisspp. e di enterotossine.

In quest’ambito, il gruppo di ricerca del Prof. E. Fattorussminapreso,
nel 1992, uno studio sulle biotossine marine, che si realizaveto analisi
periodiche dei molluschi coltivati presso le coste dellEmiiamagna, nei
periodi di massima proliferazione algale.

E’ stato, cosi, possibile stabilire che gli epatopancreasMytilus
galloprovincialistossici, raccolti agli inizi degli anni ‘90, contenevano quantita
apprezzabili di acido okadaico, identificato mediante tecniltlspettroscopia
NMR, in quantitd superiori a 10@per 600 gr di epatopancreas. Questo
risultato ha rappresentato la prima sicura evidenza di DSPdoksgo le

coste italiane.
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Negli anni successivi la tossicita da acido okadaico a gtaidualmente
sostituita da quella da yessotossine. In questambito & stakataisla
yessotossina® unitamente a suoi analoghi strutturalmente noti ma mai trovat
in ltalia quali la homo-YTX, la 45-OH-homo-YT¥P la 45-OH-YTX!® e
derivati strutturalmente nuovi e mai isolati in precedenza quali
I'adriatossind® la carbossi-YTX-*¢ e la carbossi-homo-YTX!

L’acido okadaico, prima che venisse individuato in Italia nel 1992, er
stato gia riscontrato nei molluschi dell’Europa occidentalel 885 insieme al
suo analogo DTX 1’ mentre la yessotossina & apparsa nei mitili norvegesi nel
1988 insieme ad altre sostanze di natura d€itla. PTXs, invece, sono state
tenute meno sotto controllo a causa di una mancanza di metodi rodtina
rivelazione®®

In aggiunta alle DSP-tossine, che rappresentano la prindipale di
contaminazione dei mitili del mar Adriatico, anche le P&3ihe sono state
rivelate nel corso di analisi effettuate nel 1994, sollevaiudkd i problemi
associati all’avvelenamento da tale tipo di tossine.

Attraverso analisi HPLC FLD, é stata rinvenuta presso iltraos
Dipartimento la presenza di due tossine della classe delle, RSP
gonyautossina 2 (GTX 2) e la gonyautossina 3 (GTX 3.). Non @ chérito
guale fosse I'organismo responsabile della contaminazione dij amtihe se,
tra le specie di dinoflagellati ritenuti produttori di PSPsies, solo due sono
state riscontrati nel mar Adriatico:Afexandrium tamarense I’Alexandrium
minutum. Una fioritura della prima specie ha avuto luogo lungo le coste
del’Emilia Romagna nel 1982,senza causare alcun fenomeno tossico, anche

se si potrebbe supporre che nei campioni di mitili vi fossero caacemi



troppo basse di PSP per poter essere rivelate con i metodi ichimaidici
dell’epoca. Per quanto riguarda, invecédléxandrium minutumanche se non
sono stati ancora eseguiti degli studi sulla sua tossiditnaeAdriatico? da
analisi eseguite su ceppi Australiani e risultato che esshipe unicamente da
GTX 1 e GTX 4% L'assenza di C tossine come pure di STX e di NEO nei
campioni ltaliani analizzati fa supporre che propridléxandrium minutune

la probabile fonte di PSP tossine nel mar Adriatfco.

2.3.3 Tenori massimi delle biotossine algali nei molluschdeli

L’'Unione Europea ha proposto normative sanitarie, limiti di tatiea e
metodi di analisi ufficiali per tutte le tossine responsatelie intossicazioni
alimentari conseguenti al consumo di molluschi eduli. In partiepldr
Ministero della Salute Italiano ha sancito con decreto del 4Gg\d del 2002 i
seguenti tenori massimi di biotossine algali nonché le metodichéa pero
determinazione:

“Il tenore massimo di acido okadaico é fissato a §66i equivalenti
acido okadaico/kg”.

“Il tenore massimo di Yessotossina e fissato a 1mg di equitial
Yessotossina/kg”.

“I tenore massimo di PSP é fissato a 8§0di equivalenti
Saxitossina/kg”.

“Il tenore di ASP nelle parti commestibili dei molluschi (cotiptero o
parti commestibili separatamente) non deve superareg @Dacido domoico

per grammo secondo il metodo di analisi HPLC”.
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Capitolo 3

Presentazione del lavoro svolto

L’attivita di ricerca che ho svolto durante i tre anni di dotto@tsso il
Dipartimento di Chimica delle Sostanze Naturali, ha riguardathimica delle
biotossine marine, filone di ricerca da anni investigatogiappo del prof.
Fattorusso. Tale tematica risulta di notevole rilevanzadalapunto di vista
igienico-sanitario che economico poiché ogni anno, lindustria itidzisce
repentine interruzioni della propria attivita a causa dedligere di tossicita da
biotossine nei mitili. Il mio lavoro si e focalizzato sugfipatti analitici del
problema, infatti, con particolare riferimento alla tecri€xESI-ion trap- MS
e LC- TIS- triple quad- MS, mi sono occupata dello studio dsites
appartenenti alle classi delle DSBidrrhetic Shellfish Poisoning ASP
(Amnesic Shellfish Poisonipnge degli Spirolidi Fast Acting Toxins Ho
dunque analizzato non solo campioni di mitili contaminati (responsaddili
trasferimento della tossicita alluomo) ma anche campionietlule (reali
sintetizzatori delle tossine in questione) sia in retinatarckeltura. Ho messo
a punto una metodica HILIC-MS basata sull’accoppiamento della
cromatografia liquida ad interazioni idrofiliche e la spettetria di massa, che
permette la rivelazione e quantizzazione contemporanea, ahchesotto dei
limiti previsti dalla legge, di Acido Domoico (tossina aasita, ASP) e delle
tossine paralitiche (PSP), tenendo conto dell’effetto matsempre correlato
alla rivelazione LC-MS. Attraverso questa metodica ho messace, per la
prima volta nei mitili coltivati nel mar Adriatico, la persza di acido domoico,

che complica ulteriormente il profilo tossicologico dei mitditozati nei nostri
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mari. Cido rende necessario I'inserimento dell’acido domoico apbrama di
tossine da monitorare nilytilus galloprovincialisitaliani.

Inoltre ho contribuito all'identificazione di una nuova specie tossetka
diatomeaPseudonitzschida Pseudonitzschigalaxiaedel golfo di Napoliche,
grazie alla sensibilita del metodo su menzionato, e riauttatduttrice di acido
domoico.

Mi sono occupata anche dellindagine LC-MS di un ceppo del
dinoflagellato Alexandrium ostenfeldproveniente dal mar Adriatico che si
rivelato produttore di una tossina mai prima d’ora riscontraitanae italiani:
lo spirolide 13-desMe-C, appartenente ad una classe di tossinmaé mpida.
Inoltre, via LC-MS ho evidenziato dallo stesso ceppo, la presdinZanuovi
spirolidi, riscontrati pero in tracce, che non hanno consentitoomapieta
elucidazione strutturale. Ho poi analizzato, ancora attravargcnica LC-MS,
colture del dinoflagellatoProtoceratium reticulatumcresciuto in diverse
condizioni di salinita, indagando gli effetti che tale paramétrhuce sulla
produzione e rilascio nel mezzo di coltura di yessotossine r{#ssi
cardiotossiche) evidenziando una diminuzione della YTX rilascieltanezzo,
allaumentare della salinita. Infine ho analizzato via-MS un ceppo del
dinoflagellato Prorocentrum limaraccolto dall’Adriatico mettendo in luce la
presenza dell'acido okadaico (tossina diarroica e tumor-promotetglla
dynofisistossina-1 insieme ai quali ho rivelato una serie di alem@sterei, tra

cui alcuni noti ed altri sconosciuti.
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3.1 Determinazione dell’acido domoico mediante cromatografia
liquida ad interazioni idrofiliche-spettrometria di massa
(HILIC-MS)

L'acido domoico (DA) é la bitossina marina responsabile
dell’avvelenamento amnesico da molluschi o sindrome ASP. Il pewento
documentato di tossicita da ASP risale al 1987, quando 153 persone furono
vittime di un’intossicazione acuta in seguito al consumo di noiilivati nella
zona di Prince Edward Island (Canada). | sintomi di tale inazisice
compaiono nell'arco di 24 ore ed includono nausea, vomito, gastroenterit
crampi e diarrea. Disturbi neurologici quali atassia, confusipeesistente
perdita di memoria a breve termine fino al coma, si veriicgeneralmente
dopo 48 ore dal consumo dei molluschi contamihati.

Il meccanismo d'azione del DA si spiega sulla base dellssoeglianza
strutturale con il neurotrasmettitore eccitatorio acido glatamo rispetto al
guale presenta perd maggiore affinita recettoriale; I'acido dmmanfatti si
lega in prevalenza ai recettori dell’N-metil-D-asparta¥dDA) a livello del
sistema nervoso centrale, provocando depolarizzazione neurorialeeglito,
un incremento della permeabilita degli ioni*Cahe conduce a disfunzione o

addirittura morte cellulafe

Acido Domoico
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La rivelazione dell’acido domoico nei molluschi pud essere eftattua
attraverso sia saggi biologici che metodi strumehtélisaggio biologico sul
topo per le PSP tossine previstall’Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) puo essere impiegato per la rivelazione della tdasida acido
domoicd. Tale metodica prevede la bollitura del tessuto di mollusco con un
ugual volume di HCI 0,1M, ottenendo la contemporanea estrazione wiel'ac
domoico e delle PSP tossine. L'iniezione intraperitoneale dedis acido di
molluschi contenenti acido domoico nel topo induce una sintomatologia molto
caratteristica, che comprende sedazione-acinesia, riguditdita del controllo
posturale, convulsioni e morte

Tuttavia, questi sintomi possono essere osservati solo quando l'acido
domoico e presente a livelli superiori a 4@y di tessuto edibile, laddove |l
limite massimo previsto dalla legge di acido domoico eg& di tessuto di
mollusco. Dunque, la relativa scarsa sensibilita di quesfgicae preclude il
suo impiego a scopi regolatori.

Per la rivelazione sensibile dell’ acido domoico si preferiscono dunqu
metodi strumentdii In particolare la cromatografia liquida con rivelazioné U
(LC-UV) e la tecnica analitica di elezione per la deteamione dell'acido
domoico nei molluschf. Il tessuto di mollusco pud essere estratto sia
attraverso la procedura AOAC descritta precedenterhentson una soluzione
metanolo/acqua (1:1; vAj)che offre una migliore resa e una maggior stabilita
della tossina nell’estratto. Una porzione dell’'estratto vipoeiniettata in un
sistema HPLC con rivelatore UV.

Il limite di rivelazione per I'acido domoico ottenuto con questaodtiet &

compreso tra 0,1 e &y DA/g di tessuto, ed e funzione della sensibilita del
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rivelatore UV. Dal momento che il limite di rivelazionebén inferiore al
massimo livello di DA previsto dalla legge questo rappresentaetodo
ufficiale, utilizzato a livello regolatorio, per la rikezione delle ASP tossine.
Sfortunatamente, utilizzando tale metodo si va incontro a numerose
interferenze, che possono dare falsi positivi nell’analisi tiatts grezzi. In
particolare, il triptofano e suoi derivati, comunemente coniteraitmolluschi,
nelle condizioni cromatografiche impiegate, eluiscono a tempitehzione
simili all'acido domoico rendendo ambigua l'interpretazione riiltati. Per
evitare questi inconvenienti, si preferisce effettuare unpurificazione
dell’estratto grezzo tramite estrazione in fase solidaambio anionico forte
(SAX SPESY.

Un’altra metodica applicata per la determinazione dell’adiolmoico nei
molluschi, é I'elettroforesi capillare (CE) con rivelazidyi€¢, ma in questo caso
sono necessari due step SPE di purificazione per otteneretriatiltabili ed
interpretabilf*°.

In tempi recenti sono state inoltre sviluppate procedure senséshte
sulla derivatizzazione con 9-fluorenilmetilcloroformiato (FMOS€Hguita da
analisi cromatografica con rivelazione a fluorescenza pendahitoraggio
dell’acido domoico nelle matrici mariffe Tuttavia, queste metodiche risultano
difficoltose per I'analisi di tessuti di molluschi a causdlelinterferenze della
matrice in caso di derivatizzazione.

La rivelazione di tossine basata sull’accoppiamento detlenatografia
liquida con la spettrometria di massa (LC/MS) e diventtarincipale tecnica
per lo screening di molluschi grazie alla sua elevata sétisibi specificita.

Infatti di recente sono stati sviluppati metodi LC-MS per |lggiar parte delle



biotossine marine note La tecnica LC/MS viene impiegata per I'analisi rapida
ed altamente selettiva dell’acido domoico in estratti gre@uiilliam et al.,
hanno dimostrarono la potenzialita della tecnica di ionizzazionéredpcay
(ESI)-MS per la conferma dell'acido domoico ed altre tossimestratti di
molluschi bivalvi®. A tale proposito sono stati proposti diversi metodi reversed-
phase (RPLC)/ESI-MS per la rivelazione dell'acido domiitd

Si deve notare che, a causa della frequente copresenzaeibindi
campioni di molluschi contaminati di numerose tossine sia apstiead una
stessa classe che a classi differenti, la tendenzdla dusviluppare metodi per
la determinazione contemporanea di piu tossine. Le PSP toadiresempio,
possono essere coestratte con I'acido domoico qualsiasi sia ledypradi
estrazione utilizzata. Di conseguenza, e particolarmente tampersviluppare
una metodica che permetta I'analisi combinata delle PSkh¢ossdell’acido
domoico.

Sulla base di queste considerazioni, € stata valutata labitigssdi
mettere a punto una metodica analitica LC-MS per la rivelazapeeifica,
selettiva e contemporanea dellacido domoico e delle PSP tossine
Recentemente, Dell’Aversano et al. hanno proposto la tecniczappiamento
cromatografia liquida ad interazioni idrofiliche/spettrometrdi massa
(HILIC/MS) per l'analisi delle PSP tossine e delle tossumnobatteriche in
diverse matrici biologich&?°

Parte del mio lavoro di tesi ha riguardato la sperimentazione
dell’applicabilita di questa tecnica alla rivelazione e gifiaazione dell’acido
domoico, con l'obiettivo di impiegare tale tecnica all'anatientemporanea

dell’acido domoico e delle PSP tossine.
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3.1.1 Risultati

Ottimizzazione dei parametri di massa

| primi esperimenti sono stati registrati su uno spettromditmassa turbo
ion spray (TIS) con analizzatore a triplo quadrupolo (API 2000) in ltadall
scan-MS (FS-MS), utilizzando una soluzione standard di acido domoico
commercialmente disponibile alla concentrazionengy/thl. E’ stata sfruttata la
natura amminoacidica dell’acido domoico registrando spettrMBSsia in
modalita a ioni positivi che negativi.

Tali spettri sono stati ottenuti in modalfow Injection AnalysigFIA),
iniettando nel flusso della fase mobile t+-8i soluzione standard del composto
in esame. Lo spettrivill scarMS (FS-MS) ha mostrato la presenza di uno ione
[M+H]" am/z 312 ed un addotto con il sodiona/z 334 in modalita a ioni
positivi, e la presenza di uno ione [M-t4lm/z310 in modalita a ioni negativi.
Nelle condizioni utilizzate non € stata osservata nessunamiatazione
significativa.

| risultati di tali esperimenti sono stati utilizzati ma&lezionare gli ioni da
osservare in esperimerfiielected lon MonitorindSIM). Tutti i parametri di
sorgente [Declustering potential DP; Focusing Potential FP; Entrance
Potential EP) sono stati ottimizzati accuratamente al fine di oteethenassimo
della sensibilita.

Sono stati dunque effettuati esperimenti SIM monitorando gli ioni
predominanti [M+H] am/z 312, [M+Na] am/z334 e [M-H] am/z 310 in

maniera da ottimizzare tutti i parametri di sorgente: B, EP e T al fine di



ottenere la massima corrente ionica e quindi la piu alta lsiasiper la
rivelazione dell’acido domoico.

Successivamente, gli ioni [M+HJe [M-H] sono stati selezionati come
ioni precursori in esperimenti di massa/massa (FS-MS/M$gttivamente a
ioni positivi e negativi, investigando I'energia di collisionppeopriata che
permettesse di ottenere contemporaneamente un adeguato grado di

frammentazione e una buona sensibilita di rivelazione dell’acid@idom
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Spettro MS/MS dell'acido domoico in modalita (aniipositivi e (b) negativi,

utilizzando un’energia di collisione di 25 eV.

Il pattern di frammentazione prodotto nello spettro MS/MS dello ione

[M+H] " consisteva principalmente in diverse perdite gdl¢ CO (0 HCOOH).
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In particolare, venivano osservati i seguenti ianiz 294 [M+H-HO]*, 266
[M+H-HCOOH]", 248 [M+H-HCOOH-HO]*, 220 [M+H-HCOOH-HO-COT,
193 [M+H-HCOOH-HO-CO-HCNT, e 175 [M+H-HCOOH-2H0O-CO-HCNT .

Lo spettro MS/MS a ioni negativi conteneva invece frammaovuti a
perdite successive di GCe HO dallo ione [M-H]. Venivano osservati i
seguenti ionim/z 266 [M-H-CQ)]’, 248 [M-H-CQ-H.0], 222 [M-H-2CQJ,
204 [M-H-2CQ-H,07], 160 [M-H-3CQ-H,0], e 82 [M-H-228]

Le informazioni fornite dagli esperimenti MS/MS sono state eugegr
mettere a punto esperimenti di tipdultiple Reaction MonitoringgMRM) in
entrambe le modalita di ionizzazione.

Le seguenti transizioni ione precursore > ione frammento son® stat
selezionate per gli esperimenti MRM a ioni positiwi/z312 > 294m/z312 >
266;m/z312 > 248m/z312/ > 220m/z312/ > 193m/z312 > 175.

Le seguenti transizioni ione precursore/ione frammento sono state
selezionate per gli esperimenti MRM a ioni negativiz310 > 266m/z310/ >
248;m/z310 > 222m/z310 > 204m/z310 > 160m/z310 > 82.

Esperimenti MRM a ioni positivi e negativi sono stati poi condotti
ottimizzando i valori di energia di collisione (CE), potenzimeuscita dalla
cella di collisione (CXP) e gas di collisione (CAD) in matfoconsentire la piu
sensibile rivelazione dell’acido domoico in termini di rapporto skegnanore
(SIN).

Esperimenti analoghi a quelli sopra riportati sono stati tregisu di uno
spettrometro di massa elettrospray con analizzatore a trafpota (LCQ
Classic) in modalita a ioni positivi e negativi. Gli spefititl scan-MSsono stati

registrati nel range di massa compreso tra 150-500 mostrandaudieacl
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presenza dello ione [M+HpRam/z312 lavorando a ioni positivi e lo ione [M-H]
a m/z 310 in modalita a ioni negativi. Lo spettro MS/MS, invecestato
acquisito selezionando come ione precursore lo ione [MeHb ione [M-H]
rispettivamente in modalita a ioni positivi e negativi impiedo una energia di
collisione del 30%. | pattern di frammentazione osservati inaetie le
modalita di ionizzazione risultavano sovrapponibili a quelli ottenytiégando

I'analizzatore a triplo quadrupolo.

Ottimizzazione dei parametri cromatografici

E’ stata utilizzata una fase stazionaria di tiggdrophilic Interaction
Liquid Chromatography (HILIC), un tipo di cromatografia liquida
relativamente nuova utile nella separazione di composti poiari

Essa utilizza una fase stazionaria in cui i gruppi silanolmnos
derivatizzati con lunghe catene alchiliche che terminano con diinzi
ammidiche, e come fase mobile una soluzione acquosa ricca viensol

organico, che di fatto incrementa la ionizzazione degli analit
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Fasestazionaria HILIC, Amide 80

Non sono necessari agenti in grado di formare coppie ioniche (iongpa

per garantire una sufficiente ritenzione degli analiti sulla capndi
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conseguenza vengono evitati gli effetti negativi che talintighanno
sull'efficienza di ionizzazione.

Il meccanismo di separazione nell’HILIC include interazionsdambio
ionico e interazioni idrofiliche che si generano tra uno strao@» stagnante
alla superficie della fase stazionaria e la fase mobile.

L’HILIC si comporta come una cromatografia a fase diréttaui i tempi
di ritenzione degli analiti aumentano all'aumentare della pewnede di solvente
organico utilizzato.

Per I'analisi delle PSP tossine il metodo HILIC/MS prevBdso di una
colonna 5m TSK gel Amide 80, 2x250mm (Tosohaas, PA, USA) eluita
socraticamente a 65%, di B con AsBHe B=95% ACN entrambe addizionate di
un tampone 2,0mM HCOONH, */3.6mM HCOOH (pH=3.55f. In queste
condizioni tutte le PSP tossine possono essere determinate imlisn’dn30
minuti con un alto grado di selettivita e sensibilita.

Al 65% B I'acido domoico eluiva al fronte, per cui e stata neréssina
percentuale maggiore di solvente organico pari al 75% di Bpeldi ottenere
un’accettabile ritenzione su colonna per I'acido domoico, oseeluiva a 4,96
minuti. In figura sono mostrate le tracce SIM e MRM in modalini positivi
per uno standard di acido domoico Biml. Risultati analoghi sono stati

ottenuti anche in modalita ioni negativi.
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) i

\ J AL miz312 > 193

J vz 312 > 294

Analisi HILIC/MS di una soluzione standard di DA 1g/ml in modalita a ioni
positivi. L'esperimento SIM (a) & stato effettuatelezionando gli ioni [M+H] e
[M+Na] *. L'esperimento MRM (b) & stato realizzato selemimio transizioni ioniche
in accordo con il pattern di frammentazione detiaé [M+H]" dell’'acido domoico. E’

stata utilizzata una eluizione isocratica come ripto nella parte sperimentale.

L'analisi combinata dell'acido domoico e delle PSP tossinetada s
realizzata invece utilizzando un’eluizione a gradiente. Una ataisstandard
contenente DA e alcune PSP tossine (GTX2, GTX3, GTX1, GTGHX5,
STX, NEO) é stata quindi analizzata in HILIC/MS modaM&M a ioni
positivi selezionando le seguenti transizioni di ioni, in accordo quattern di
frammentazione delle tossine analizzaitéz 312 > 266 e 312 > 248 per I'DA
(Rt=4.69min);m/z 412 > 314 e 412 > 332 per la GTX1 (Rt=14.17) e GTX4
(Rt=15.79);m/z 396 > 298 e 396 > 316 per la GTX2 (Rt=14.04) e GTX3

(Rt=15.51);m/z316 > 298 per GTX2, GTX3 e NEO (Rt=28.38)(z380 > 300
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per GTX5 (Rt=19.00); en/z300 > 282 per GTX5 e STX (Rt=27.86). E’ stato

utilizzato un gradiente di eluizione come riportato nella pgregimentale.

Limiti di rivelazione
Lo standard di acido domoico sciolto in metanolo e stato analinzato
triplicato a cinque livelli di concentrazione (10; 3.3; 1.11; 0.3¥7123ug/ml).
Esperimenti SIM ed MRM sono stati effettuati sia in modaéta positivi che

negativi. Le medie delle analisi effettuate in triplicatmo state utilizzate per
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costruire le curve di calibrazione; le aree dei picchi sone sthlizzate per
esprimere la risposta dell'analita. Il limite di rivelazioper lo standard della
tossina pura, non in matrice e risultato 17pg (S/N=3) in modalit&MRoni
positivi (m/z 312 > 266) e 10pg in modalita SIM a ioni negativi. In tutti gli
esperimenti i coefficienti di correlazione sono risultati >0.998dicando un

alto livello di linearita delle curve all'interno del randi concentrazioni testate.

Experiment lone LOD LOQ F
(ng/ml) (ng/ml)
SIM(+) 312 3 11 0.9998
334 14 47
MRM (+) 312 > 266 3 11 0.9999
312 > 248 5 18 0.9999
312 > 220 8
312> 193 10
312> 175 23
312 > 294 30
SIM(-) 310 2 7 0.9999
MRM (-) 310 > 222 10 32 0.9994
310 > 266 10 34 0.9996
310 > 160 79
310 > 248 49
310 > 204 82
310> 82 75

Limiti di rivelazione (LOD, S/N=3) e limiti di quantificaziofeOQ, S/N=10)
per I'acido domoico determinati attraverso HILIC/MS in esperim&iM e
MRM.

Esperimentifull scanMS sono stati inoltre registrati su un sistema
HILIC/ion trap MS utilizzando una soluzione standard di acido domoico in
metanolo a tutti i livelli di concentrazioni menzionati. | limili rivelazione

strumentale per I'acido domoico utilizzando questo sistema ssultati 250 e

77 ng/ml, rispettivamente, in modalfidll scanMS a ioni positivi e negativi.
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Valutazione dell’effetto matrice

Molti studi riportano che le principali fonti di problemi aniglitnell’LC-
MS, derivano dagli effetti negativi dovuti alla matrice, awvalla significativa
influenza della stessa sulla ionizzazione degli analiti.

Il piu importante di questi effetti & il fenomeno dedl@ppressione ionica
che, probabilmente, rappresenta una delle piu importanti insidie iche s
riscontrano nell’analisi di matrici biologiche complessé@GiMS.

Il fenomeno della soppressione ionica in LC-MS é& dovuto a svariate
cause:

La prima, ampiamente descritta in letteratura, riguardardaenza di
sostanze endogene nell’estratto finale del campione come ampiesepecie
ioniche riconducibili a elettroliti inorganici, sali e tampoogmposti altamente
polari come fenoli e pigmenti; varie molecole organiche quoatboidrati,
ammine, urea, lipidi, peptidi, composti analoghi o metaboliti cam struttura
chimica simile a quella dell'analita di interesse.

La seconda, generalmente meno descritta, riguarda la presenza di
composti esogeni che possono essere veicolati dall’equipaggianténto
laboratorio o dai consumabili, inclusi residui di plastica enpeti (ftalati),
prodotti di degradazione dei detergenti (alchilfenoli), reagentbdpia ionica,
residui del calibrante, materiali rilasciati dalle fatazionarie o dai solventi,
impurita del vetro.

Nel caso della LC-MS, differenti meccanismi sono stati propost
spiegare il fenomeno della soppressione ionica:

I primo meccanismo riguarda il decremento dell'efficienza

dell'evaporazione dovuta ai componenti della matrice. Infattipresenza di



interferenti in concentrazione elevata puo incrementare lasitace la tensione
di superficie delle goccie prodotte nella sorgente e la riduzielle capacita
degli analiti di reagire con la fase gassosa. La co-ptazipne degli analiti con
il materiale non volatile, come le macromolecole, pud ugualmesgere un
limite per gli stessi al loro trasferimento nella fasespsa.

Il secondo meccanismo riguarda la competizione tra gli amalgii
interferenti nei riguardi della massima efficienza di ioadane. Ad esempio,
per una buona ionizzazione in ESI il valore ottimale conosciuto della
concentrazione delle piccole molecole organiche, & @10

L’ultimo possibile meccanismo e insito nella fase gassosguarda i
processi di neutralizzazione, i quali sono seguiti da unavelagsicita nella
fase gassosa sia degli analiti che degli interferenti cmmseguenze sulla
stabilita degli ioni prodotti.

Le conseguenze della soppressione ionica sono numerose:

Una diretta influenza sul segnale dell'analita di interess@onain modo
continuo e perfettamente riproducibile; di conseguenza, la sdasidah
ripetibilita, la linearita e 'accuratezza possono estéte insieme alterate.

Un disturbo sullo spettro di massa che puo portare ad una interpneta
non corretta attraverso I'elaborazione MS standard.

Una severa soppressione ionica puo condurre ad una totale soppressione
del segnale dell'analita di interesse con il rischio di falegativi come
conseguenza (analita non identificato a dispetto della sua npeese
concentrazione apparente intorno al minimo limite di rivielze).

Per stabilire se c’era qualche effetto di potenziamentosomiressione

ionica per I'acido domoico dovuto alla presenza di sostanze cogs#ialtiamo
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effettuato I'estrazione di un campione di mitili non contaminagando
metanolo/acqua (1:1), e I'estratto grezzo (1g/ml) & stamtaminato con acido
domoico (20ug/ml) equivalente al limite regolatorio previsto dalla legge. Le
analisi MRM dell’'estratto contaminato e di una soluzione standaiatcido
domoico (20pg/ml) sono state effettuate in triplicato. Il contratdi risultati ha
mostrato il 53% di soppressione ionica nell'intensita del segnafeodalita
ioni positivi e la soppressione del 3% in modalita a ioni negativi

L’effetto matrice osservato in modalita a ioni positivi € quiagparso
significativo, e per cui si & reso necessario stabilirdivalio di matrice che
potesse ridurre al minimo l'effetto di soppressione. Al contriinterferenza
della matrice in modalita a ioni negativi era trascueabiper cui la
guantificazione di acido domoico presente in un estratto grezzo rdi pgb
essere considerato affidabile se effettuata utilizzando stemeard esterno una
soluzione di acido domoico puro. Tuttavia, la forma del picco agpalargata
con un significativo scodamento del picco. Cio rendeva necessaqdoalche
miglioramento anche in modalitd a ioni negativi. Di conseguesag stati
preparati sei livelli di diluizione di matrice dall'est@tcontaminato 1g/ml
utilizzando metanolo/acqua (1:1) e queste sono state analizzatedalitan
MRM.

Il rapporto area del picco/Q é stato diagrammato rispetd@ = quantita
di tessuto equivalente iniettato). | livelli ottimali didzione della matrice sono
stati 0.0625 e 0.125g/ml, rispettivamente in modalita a ioniipiositnegativi,
suggerendo che non c’e nessuna reale necessita di evaporaedtdesili
estratti di campioni non contaminati a queste concentraziomiatlice sono

stati usati per preparare standard di acido domoico in matgaatto livelli di



concentrazione. Successivamente, sono state costruite cunlibdizoane per

gli standard puri e per quelli all'interno della matrice in nid@&RM positiva

(a) con la matrice a concentrazione di 0.0625g/ml impiegandarisizionem/z

312 > 266 e negativa (b) con la matrice a concentrazione di 0.125g/m
utilizzando la transizionen/z 310 > 266 Ogni punto € la media di tre analisi

replicate.

E’ stata osservata in tutti i casi una buona linearitambdalita ioni
negativi la pendenza della curva per gli standard in mairigeigelata analoga
a quella degli standard puri, e si osservava un leggertoeffiepotenziamento

della ionizzazione nell'estratto contaminato. Operando in modaliigositivi
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e stata osservata una notevole soppressione del segnale nonadtanted
diluizione della matrice, suggerendo che gli standard combinati caowatidce
devono essere usati in modalita ioni positivi per un’accuratbsaguantitativa.

I limiti di rivelazione per I'acido domoico nel tessuto sono reulé3 e
190 ng/g, rispettivamente, in esperimenti in modalita MRIbra positivi e
negativi.

Conclusioni

E’ stato sviluppato quindi un metodo HILIC/MS che permette ladeapi
chiara identificazione e quantizzazione di acido domoico (DAxamgoni di
molluschi. Il metodo generalmente non richiede alcun step di paidiva del
campione.

Il nuovo metodo € stato sviluppato utilizzando uno strumento a trappola
ionica operante in modalita FS MS e MS/MS oppure un sistertripla-
quadrupolo operante in modalita di acquisizione SIM e MRM. Possoneesse
effettuati esperimenti a ioni positivi o negativi. Gli espemti MRM sono
raccomandati per lo screening di tessuti di mitili contamieaper analisi
quantitative grazie alla piu elevata sensibilita e seitttiv

La valutazione dell’effetto matrice ha mostrato che la mtdali ioni
positivi subisce l'effetto di soppressione ionica e cosi gihdard combinati
con la matrice devono essere utilizzati per una quantibicazaccurata.

L'interferenza della matrice in modalitd a ioni negatiembra essere
trascurabile, suggerendo che la quantificazione dell'acido domemloestratti
grezzi e affidabile anche quando sono utilizzate soluzioni staradéivelli di
concentrazione paragonabili. Questi risultati mostrano chexitaca HILIC/MS

€ adatta per I'analisi combinata dell'acido domoico e de8® tossine in una
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singola corsa cromatografica di 35 minuti, utilizzando un gradaireuizione.
L’eluizione isocratica permette la rivelazione dell’acido darnan 10 minuti.
Inoltre la metodica & utilizzabile per rivelare I'acido dooo in tessuti di

mollusco presente in tracce, ben al di sotto del limieipto dalla legge.

3.1.2 Parte sperimentale

Generale. Tutti i solventi organici impiegati erano di elevata purezza
(Carlo Erba, Milano, Italia). L'acqua € stata distill&diltrata attraverso un
sistema di purificazione Milli-Q (Millipore Ltd., BedfordylA, USA). L'acido
formico a 95-97% e il formiato d’'ammonio sono stati acquistati présso
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germania). Anche uno standard dioagomoico
puro (DA) é stato acquistato dalla Sigma-Aldrich. Sono spatparate 5
soluzioni di DA da utilizzare per la curva di calibrazione opdecediluizioni 1-
3 con metanolo a partire da una stock solution di acido domoico 83),1311,
0.37, e 0.123g mI'"). NRC Certified Reference Materials Program (Instifote
Marine Biosciences, Halifax, NS, Canada) ha fornito soluziamdard di PSP
tossina. Una miscela costituita da DA, goniotossinal-5 (GTX1-5),
neosaxitossina (NEO), saxitossina (STX), allo stessddiwklconcentrazioni &
stata impiegata per valutare I'applicabilita del metodbl€&/MS per I'analisi

combinata di DA e PSP tossine.

Cromatografia liquida/Spettrometria di massa. Tutte le analisi di
massa sono state eseguite su uno spettrometro con sorgente zhzioni
Turbospray (TSI) a ioni positivi e negativi, e analizzatoremot quadrupolo

API 2000 Applied Biosystem e uno spettrometro LCQ Classic ion doap
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sorgente ionspray (ISI). Entrambi gli strumenti sono stati cgsi@@ un sistema
HPLC HP modello 1100 (Agilent, USA).

Gli esperimenti LC-MS sono stati eseguiti su colonnan 5TSK-GEL
Amide 80 2x250mm (TosoHaas PA, USA). L’eluente A e costituitblga e B
da una miscela al 95% GEN/HO; entrambi gli eluenti contengono un
tampone 2.0mM formiato d’ammonio, 3.6mM acido formico. Un’eluizione
isocratica con il 75% B é necessaria per I'analisiatgtio domoico.

Per l'analisi combinata di acido domoico e PSP tossine e diraata
una eluizione a gradiente (75% B per 5min, 75-65% per 1min fino a 18B63in
45% B per 4min fino a 10min). il flusso & settato a 2M@in. Sono state
effettuate iniezioni di 5 nella maggior parte dei casi.

Gli spettri di massdull scanMS sono stati registrati nel range di massa
m/z 50-500, utilizzando una temperatura capillare di 150°C, un voltatdgio
capillare di 10 V (-45 V in modalitd negativa), un voltaggicagpdi 4.5KV; e
rispettivamente un flusso sheath gas e auxiliary gas diZ0(unita arbitrarie).

Le total microscans sono state settate a 3, e il maximjgation time a
200ms.Gli extracted ion chromatograms sono stati ottenuti selezionamnoia gl
[M-H]  am/z310 e gli ioni [M+H] am/z312 rispettivamente in modalita a ioni
negativi e positivi.

Successivi esperimenti MS/MS sono stati condotti usando endrgie
collisione (CE) del 30% e come ioni precursori gli ioni [M¥Id][M-H]".

Nel caso dello spettrometro di massa API 2000, l'acquisiziostata
condotta in modalitaSelected lon Monitoring(SIM) e Multiple Reaction
Monitoring (MRM). In questi esperimenti la temperatura del turbogasi@ st

settata a 350°C, un ionspray voltage a 4500 V (-5000 V in modalita vedgati
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un declustering potential (DP) a 86 V (-20 V in modalita negativafocusing
potential (FP) a 381 V (-394 V in modalita negativa), ed un erdrantential
(EP) a 10V (-6 V in modalita negativa).

Per esperimenti MRM sono stati usati un CE di 30 eV (25 eVadatita
negativa) e un cell exit potential (CXP) di 8V (-8V in modaligativa). Lo
ione protonato di DA an/z312 e lo ione addotto con il Nan@z 334 sono stati
monitorati in esperimenti SIM a ioni positivi (400ms dwell timejentre lo
ione [M-H] am/z 310 e stato monitorato in esperimenti SIM a ioni negativi
(1000ms dwell time).

| seguenti gruppi di 6 transizioni (ione padre > ione figliop/a (312 >
294, 312 > 266, 312 > 248, 312 > 220, 312 > 193, 312 > 175) e (310 > 266, 310
> 248, 310 > 222, 310 > 204, 310 > 160, 310 > 82) sono stati monitorati in
esperimenti MRM rispettivamente in modalita a ioni posiiviegativi. E’ stato
usato un dwell time di 200 ms per ogni transizione. L'acido domoidaté s
guantizzato nei campioni di mitili, per confronto diretto con una smhezdi
acido domoico standard a concentrazione paragonabile iniettata tesiée s
condizioni sperimentali.

Effetto Matrice. Un campione di tessuto di molluschi non contaminati
(109g) é stato estratto attraverso I'aggiunta di 40ml di metamojoéa(1:1; v/v)
ed e stato omogeneizzato per 30 minuti. La miscela é &atdfegata usando
un rotore ad angolo fissoix 9.5cm) a 4000 rpm per 30 minuti, i supernatanti
sono stati decantati, completamente evaporati e ridiscioltilOml di
metanolo/acqua (1:1; v/v) per ottenere un estratto grezzo con c@zoamer di

1g mf.
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Un’aliquota di 1ml di estratto grezzo é stata contaminata cowy 20u
acido domoico standard e analizzata in triplicato in confronto adsaluzione
di standard puro di acido domoico (20ugnlper valutare gli effetti di
soppressione o di potenziamento dovuti alla matrice.

Sono state preparate quindi sei diluizioni dall'estratto contamidiailg
mi™ (0.5; 0.25; 0.167; 0.125; 0.0625; 0.03125¢" @ sono state analizzate in
triplicato in modalith MRM a ioni positivi e ioni negativi.

| valori del rapporto area del picco/Q, sono stati diagramnsattto a Q,
dove Q e la quantita di tessuto equivalente iniettato. Sono diatjue
selezionati i livelli di diluizione di matrice ottimali ch@ermettono di
minimizzare I'effetto matrice: 0.125 g the 0.0625 g mt rispettivamente per
gli esperimenti di MRM a ioni negativi e positivi.

Successivamente sono state preparate soluzioni di acido domoidardta
sia puro che combinato con la matrice a quattro livelli di cainaeione (20;
10; 2; 0.2 pg mb) utilizzando rispettivamente solvente puro ed estratti
metanolo/acqua (1:1; v/v) di mitili non contaminati contenenti uallb di
matrice pari a 0.125 e 0.0625g miGli standard sono stati analizzati sia in
modalita MRM a ioni negativi che positivi per generare culivealibrazione di

DA puro e in matrice.
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3.2  Determinazione HILIC-MS di acido domoico in mitili
dell’Adriatico

Allo scopo di valutare I'applicabilita del metodo HILIC-MS sabato
per la rivelazione dell’acido domoico, per I'analisi dei milono stati presi in
esame una serie di campioniMytilus galloprovincialisraccolti lungo le coste
del mar Adriatico nel periodo compreso tra il 2000-2004, in concomitanza di
fioriture massive di diatomee del gendtseudonitschianei pressi dei siti di
raccolta. Si ritiene infatti che il principale produttoreadido domoico sia la
diatomea ampiamente distribuita nelle acque costiere di tutioridoPseudo-
nitzschia pungensf. multiseried? insieme ad altre specie, quali la

Pseudonitzschia australiB. pseudo-delicatissimaic..

3.21 Risultati
I mitili privati delle valve sono stati sottoposti ad omogen&rone. Due
aliquote del tessuto omogeneizzato sono state prelevate e g@ttopos
separatamente a due procedimenti di estrazione:
1. utilizzando una miscela di MeOH#B (1: 1 v/v)
2. utilizzando una soluzione acquosa 0.1 M di acido acetico
Entrambe le procedure consentono la coestrazione delle tossine
idrosolubili PSP Raralytic Shellfish Poisoninged ASP Amnesic Shellfish
Poisoning) quando esse sono copresenti. Successivamente gli estratii grez
ottenuti sono stati direttamente analizzati attraverso tibdeeHILIC-MS messo
a punto per le tossine idrosolubili.
Le analisi qualitative HILIC-MS preliminari sono state conelau di uno

spettrometro ISl-ion trap in modalita a ioni positivi, operandfulinscan MSa
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ioni positivi nel range dim/z 150-500, sfruttando I'elevata sensibilita che un
analizzatore a trappola ionica riesce ad offrire in questa n@dadli
acquisizione. Il problema della selettivitd & stato superst@endo, in fase di
processing dei dati, ddlotal lon ChromatograngTIC) gli ioni di interesse che
vengono cosi rivelati sotto forma Hitracted lonChromatograms (XIC). Gl
XIC relativi ad una serie di PSP tossine note, non presemaaigun picco,
ovvero escludevano la presenza di PSP tossine all'interno dei azampi
analizzati. Invece lo XIC dello ione m/z 312, corrispondente allo ione
protonato dell’acido domico mostrava, per alcuni degli estrattiizzadl la
presenza di un picco cromatografico che eluiva a tempo di iotenzli 4,90
min.
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Il tempo di ritenzione e lo spettro di massa corrispondente stoque

picco risultavano perfettamente coincidenti con quelli di ammgione standard

di DA, iniettato nelle stesse condizioni sperimentali.

i 1287

110

N
cooH N

1759

1nra

Relative Abundatze
a

1885

7749

2343

160.0

632 A3T 6

32498

245¢
2044

&
teo

2409

2179 3417

P
A i %
v bbb bever b bven b bbb e b b Bevonbvenade oo bvvn b 11

«n
&=

o0 1Z0 250 300

miz

3863

/

—COOH

‘7,

o

Acido Domoico

3978

200 4350 00

Spettro full scan MS di in un estratto di mitiliopenienti dal Golfo di Trieste,

raccolti nel 2002 in cui & presente lo ione [M+Hl m/z 312 corrispondente a DA.

Un’ulteriore conferma della presenza di DA nei campioni andligzstata

ottenuta tramite esperimenti di MS/MS a ioni positivi, ffati selezionando

lo ione am/z312 come ione precursore impiegando un’energia di collisione pari

al 30%.
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Il pattern di frammentazione osservato era in accordo con quelltatipor
in letteratura per I'acido domoico standard, sia per idedgiadrammenti che

per abbondanze relative degli ioni frammento ottenuti.
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Spettro di MS/MS dello ione [M+H]a m/z 312 in un estratto di mitili provenienti

dal Golfo di Trieste, raccolti nel 2002.

La conferma definitiva, ma soprattutto la quantificazione aeitfo
domoico presente nei campioni analizzati, € stata effettsatadi uno
spettrometro TSI-triple-quadrupole. Queto tipo di strumento € inerge
preferito per analisi quantitative accurate rispetto aglinstnti a trappola
ionica nei quali il tempo di scansione relativamente basswolereomplesso
I'ottenimento di dati quantitativi affidabili. Sono stati dungeegistrati per tutti

gli estratti di mitili, esperimenti di tipo SIM ed MRM entrambe le modalita di
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acquisizione. Sfortunatamente, gli esperimenti SIM presembagétre ad un
elevato rumore di fondo, la complicanza di numerosi extra-pidoliuti a
contaminanti presenti nell’estratto grezzo che rendevano cosapelsambigua
I'interpretazione dei dati. Tutti questi inconvenienti sonoti skuperati
attraverso l'esecuzione di esperimenti MRM che, grazie alkggiore
selettivith e sensibilita (in termini di rapporto segnalefitenS/N), hanno
consentito la conferma definitiva dell'identitd della tossinei campioni
analizzati. Le transizioni ione precursofeione prodottoda monitorare negli
esperimenti MRM sono state selezionate sulla base del patlern
frammentazione osservato per I'acido domoico standard. A titolseshgio, €
mostrata I'analisi MRM a ioni negativi per uno dei campioralezzati. Come si
puod notare oltre al tempo di ritenzione (4.90 min.) e alla preseriea s
transizioni diagnostiche per DA, le abbondanze relative confemaa
inconfutabilmente i risultati ottenuti con I'analizzatore rappola ovvero

I'acido domoico era realmente un contaminante dei miéilliaiti.
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Analisi HILIC-MS in modalita MRM a ioni negativi din

estratto di molluschi raccolti nel golfo di Triegtel 2002

Ai fini di un’analisi quantitativa, sono stati utilizzati i tileegistrati per gli
estratti MeOH/HO (1:1 v/v) (procedura ufficiale di estrazione AOAC)
considerando le transizioni piu abbondamtiZ310 > 266 en/z 310 > 222)
negli esperimenti in modalita a ioni negativi. Risultataloghi possono
comungue essere ottenuti utilizzando la procedura di estrazione gieganuna
miscela acetonitrile/acqua (8:2, v/v) addizionata dello 0.1%cdio formico.
Invece I'estrazione di DA con acido acetico 0.1 M sembra nomtjaratabilita
dell’estratto per lunghi periodi. Il quantitativo di DA present campioni di
M. galloprovincialis € stato determinato per comparazione diretta con una
soluzione standard di acido domoico puro a concentrazione paragonabile

iniettato nelle stesse condizioni sperimentali. Le conceommafirg/g) di DA
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nei campioni di mitili del mar Adriatico raccolti nel perido 268@04 sono

state:

Sito di raccolta Data di raccolta DA (mo/g)
Cesenatico 12/2000 2.5
Cesenatico 03/2000 2.0
Trieste 05/2002 0.25
Lido Spina 05/2002 0.70
Ravenna 04/2003 n.d.
Cervia 05/2003 n.d.
Cervia-Rimini 07/2003 n.d.
Ravenna 08/2003 n.d.
Bellaria 10/2003 n.d.
Cattolica 10/2003 n.d.
Panzano 06/2004 n.d.

n.d. = not detected.
Conclusioni

Il metodo HILIC-MS sviluppato, permette la rapida e chiara
identificazione e quantizzazione di acido domoico, in campioni diusthi
anche in tracce ben al di sotto dei limiti regolatori @tedalla legge.

L'applicazione del metodo ai mitili dell’Adriatico ha eviderpiaper la
prima volta la presenza dell'acido domoico come nuova tossina che complica
ulteriormente il profilo tossico dei mitili italiani dell'driatico. Sebbene le
concentrazioni di DA nei campioni analizzati siano ben al do si#l corrente
livello previsto dalla legge, si € reso necessario un attemtoitonaggio di

guesta tossina n#lytilus galloprovincialisitaliani.

154



3.2.2  Parte sperimentale

Generale. Tutti gli esperimenti LC-MS e LC-MS/MS sono stati readitiz
su spettrometro di massa a trappola ionica Thermo-Electron LESSICI(San
Jose, CA, USA) con sorgente a ionizzazione lonospry (ISI) o stiapetro di
massa a triplo quadrupolo PE SCIEX APl 2000 (Applera Concord, ON,
Canada) con sorgente a ionizzazione Turbospry (TSI). Entramsirgienti
sono stati accoppiati ad un sistema HPLC HP1100 (Agilent, UEA}tata
usata una colonnarim TSK gel Amide 80 2 x 250 mm (TosoHaas PA, USA),
negli esperimenti analitici. L’eluizione isocratica dedtdonne e stata effettuata
con il 75% B, dove A= 100% 40 2.0mM HCOQONH,"/3.6 mM HCOOH e B=
95% ACN 2.0mM HCONH,/3.6 mM HCOOH. Il flusso usato & di 200
n/min ed e stato utilizzato uno split post-colonna per far agiirsorgente un
flusso di circa 50/min. Sono state effettuate iniezioni darbnella maggior
parte dei casi. Gli esperimefiull scanMS, SIM ed MRM sono stati effettuati

utilizzando le medesime condizioni sperimentali riportate otébsapitolo3.1

Estrazione di M. galloprovincialis | campioni di mitili provenienti dal
mar Adriatico sono stati raccolti nelle aree costiere’Erilia Romagna nel
periodo dal 200-2003, e nel golfo di Trieste nel Maggio 2002 e giugno RD04.
seguito alla raccolta, i mitili sono stati congelati a €@° cosi conservati fino
al momento dell'estrazione. Come campione rappresentativo, umtigli
1409 di tessuto di mitili prelevati dai molluschi bivalvi, atatomogeneizzati in
un frullatore Waring. Da questo omogenato sono stati prelevati 3raplosa

sottoposti a tre diverse procedure estrattive. 20g di tessuto tadinessratti con
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100 ml di una soluzione GEBN/H,0 (8:2, v/v) addizionati dello 0.1% di acido
formico e tenuti in agitazione per 5 ore. La miscela & stetarifugata
utilizzando un rotore ad angolo fiss@49.5 cm) alla velocita di 4000 rpm per
20 minuti, il surnatante € sato decantato e una parte di 28sml) é stato
estratto per due volte con 20 mirdesano. La fase-esanica € stata scartata e la
fase acetonitrile/blD & stata addizionata di 4 ml di-® e 24 ml di
diclorometano. Il tutto & stato dibattuto per 10 minuti in imbypartitore. La
fase diclorometanca e stata trasferita in una beuta asta dcquosa € stata
nuovamente estratta con 24 | di diclorometano. La fase acquosataé st
evaporata sottovuoto. Il residuo ottenuto € stato disciolto in 4 mindi
soluzione MeOH/HO (1:1, v/v) in modo da ottenere una soluzione contenente
un grammo di tessuto di mitili per ml, da analizzare direéinte via HILIC-
MS.

Due ulteriori aliquote di tessuto di mitili di 4 g ciascuna, Sctate
sottoposte ad ulteriori procedure di estrazione: la prima ha mréaggiunta di
16 ml di MeOH/HO (1:1, v/v), I'altra di 16 ml di una soluzione acquosa 0.1 M
di acido acetico. Le miscele, sono state omogeneizzate con orizzgéoe
Heidolph Diax-900 per trenta minuti con l'ausilio di un bagnetto di givate
miscele cosi ottenute sono state centrifugate utilizzando ure ratbrangolo
fisso (max 9.5 cm) alla velocita di 4000 rpm per 20 minuti e i surnatanti sono
stati decantati, evaporati e ridisciolti ciascuno in 4 mludia soluzione
MeOH/H,O (1:1, v/v). Sugli estratti grezzi cosi ottenuti sonatesteffettuate

analisi HILIC-MS.
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3.3 Rivelazione HILIC-MS della tossicita della nuova specie di

diatomea del Golfo di Napoli: laPseudo-nitzschia galaxiae

Il genere Pseudo-nitzschiaH. Peragallo include circa 25 specie di,
diatomee pennate coloniali marine. Il genere fu originariameatsiderato
come un ramo delldlitzschiaA. H. Hassalf dalla quale fu successivamente
separato sulla base dell’habitat coloniale e di alcune casttee
ultrastruttural® In anni recenti, le indagini morfologiche e molecolari sulla
Pseudo-nitzschiasi sono intensificate in seguito alla scoperta dell’acido
domoico® che pud essere accumulato tramite tessuto trofico, divenanda di
nocivita per uomini, mammiferi marini ed uccelli. Nove speciePdeudo-
nitzschiasono comunemente note come produttrici di acido domoico. Studi
riguardanti la distribuzione geografica del genBseudo-nitzschiamostrano
una distribuzione in tutto il mondo e tale genere include specraapmdite,
temperate e tropicali. Analisi filogenetiche condotte suff2réinti sequenze di
set parziali di dati al’lLSU rDNA;>® hanno mostrato che il geneRseudo-
nitzschiaé parafiletica, con relazioni filogenetiche ben determinate a livello di
specie ma non ad un livello superiore.

Nel Golfo di Napoli, la speci®seudo-nitzschi& stata riportata come
“Nitzschia formante colonie” sin dalla prima osservazione del fitoplancton
nell'area’® Pill recentemente, sono state identificate sette specezediff di
Pseudo-nitzschiael corso di 15 anni del programma di campionamento lungo
le zone costiere circostanti la citta di Napgdfi. Tra queste, morfotipi molto
sottili con un piccolo rigonfiamento centrale sono stati attribaita P.
prolongatoides(Hasle) Hasle. Nel Maggio del 2001, esemplari con questa

forma lanceolata sono stati messi in coltura e hanno mostratecstiche
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ultrastrutturali che erano chiaramente distinte dallarolongatoides da ogni
altra specie diPseudo-nitzschija rendendo cosi necessarie delle analisi
molecolari tese a chiarire le relazioni filogenetiche. dNedtesso tempo,
morfotipi simili alla P. prolongatoidesprovenienti dal Golfo di Napoli sono
stati definiti come una nuova specie sotto il nomePdigalaxiaé. La P.
galaxiae presenta un contorno delle valve leggermente rigonfio al centeo del
cellula e assottigliato verso le estremita. L'ultrastmatvalvale € chiaramente
caratteristica della specie, a causa della mancdnparoidi che sono tipici
delle altre specie d?seudo-nitzschia della presenza di minuscoli pori su tutto
il frustulo.

E’ stata effettuata I'analisi di un ampio range di varigbilli forma e
dimensioni diPseua-nitzschia galaxiaen coltura e retinate, prelevata dal Mar
Mediterraneo, in paragone alla descrizione originaria. htitée della specie, e
la sua sostanziale omogeneita genetica, e stata confedmataalisi LSU. I
ruolo del ciclo vitale nell'incidenza stagionale delle speeikeGolfo di Napoli é
discusso basandosi sulla successione delle differenti dimedsi@rite I'anno.
Tale analisi & stata svolta presso la Stazione Zool6gidaohrn” di Napoli.

La tossicita dellaP. galaxiae & stata valutata indagando per ciascun
campione il contenuto di acido domoico mediante HILIC-MS pressosiri

laboratori del Dipartimento di Chimica delle Sostanze Natural



3.3.1 Risultati

Morfologia. Presso i laboratori della Stazione Zoologica di Napoli, sono state
condotte indagini morfologiche sulle cellule Bseudo-nitzschia galaxiae
provenienti dal Golfo di Napoli.
Tali cellule sono sottili e debolmente silicizzate, l&aapicale é lungo 10-
82 mMm (in media 1.2 £ 17.70 SD, n 551), I'asse transapicale e lung® riri.
(in media 1.2 £ 0.3, n 37). Dal punto di vista delle valve, ddule sono
lanceolate a forma d’ago, con un rigonfiamento nella loro parte tEntra

Nell'area centrale si trovano 2 cloroplasti .

Immagine al microscopio elletronico della P. galidel Golfo di Napoli

Guardandole dalla cintura, le cellule hanno un profilo lineare e una
sovrapposizione circa del 5-10% quando formano colonie a strati. La rafe

eccentrica € caratterizzata dalla presenza di una l|&gaura centrale

Immagine al microscopio elettronico di cellule digalaxiae in coltura
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Le valve mostrano 18-28 peroni e 54-68 strie innb®. Le strie non
hanno poroidi e sono perforate da piccoli pori dispersi, che sono in numero
variabile e generalmente piu densi nelle aree chiuse tradrstrie. | mantelli
prossimale e distale hanno la stessa struttura della supetéie valve. Le
valve si assottigliano distalmente, e finiscono con rostri onsditili (0.2-0.6
nm); le punte opposte della stessa valva mostrano una struttutareinhia
cintura comprende 3 tipi di bande aperte, tutte con piccole paedoraiffuse e
una nervatura silicizzata che percorre tutta la loro lunghézzg@rima banda
della cintura, la valvocopula, ha un motivo di strie similata @hlva su uno o
su entrambi i lati della nervatura. Le copule (1 o 2) sono omogenmga
silicizzate su entrambi i lati della nervatura; la pleu@stra un motivo molto

irregolare di strisce non silicizzate separate da stsgicizzate ramificate.

Oltre al tipico morfotipo, conforme alla descrizione originalal range di
grandezza della specie (25-41m), sono stati osservati, nel materiale
proveniente dal Mar Mediterraneo, morfotipi piu lunghi (piu dirBg) e piu
corti (meno di 10m). Le differenze nella lunghezza delle cellule sono dovute
all’'estensione variabile dei rostri, che danno come risulthverse forme
cellulari. Mentre gli esemplari di taglia media sono di forl@aceolata, con
estremita chiaramente rostrate, gli esemplari piu gramdiot® a perdere i
contorni lanceolati, poiché hanno valve con margini quasi paralielgli
esemplari piccoli, i rostri diventano piu corti, e in quelli aacpiu piccoli
I'intera cellula assume un contorno ovale, con un graduale o repentino
assottigliamento delle estremita. | limiti tra la lunghedei diversi morfotipi
sono approssimativamente di 204 per il passaggio dal morfotipo piccolo

al medio, e 40-45m per il passaggio dal medio al lungo. Tutti i diversi
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morfotipi mostrano identiche caratteristiche ultrastrutiudalceppi messi in
coltura, provenienti dal Golfo di Napoli, appartenevano ai morfaligaglia
media (ceppi SZN-B54, SZN-B55, SZN-B56, SZN-B57, SZN-B58) e paccol
(SZN-P1, SZN-P5). Mentre i morfotipi di taglia media formaw colonie
stratificate di piu di 14 esemplari nelle placche di coltguelli piccoli sono
stati osservati come cellule singole o, raramente, in eop@ colture diP.
galaxiaehanno mostrato, col passare del tempo, una diminuzione costdate nel

taglia media delle cellule.

40 -
—_ m
E 30 v
z
§’ 20 3
(]
2 0 M
O N\ T \o\m\n\ T T \C\ T \Q_
5 = S5>53 92
2028382283524
3 3
—— SZN-B54 -m— SZN-B56 SZN-B58
—>&— SZN-P1 SZN-P2

Medie mensili deilduzione di taglia in P. galaxiae

Il decremento della taglia cellulare era compreso trae@53imm al mese

per i cloni piu grandi, e 0.3-21im al mese per quelli piu piccoli.

Questi esemplari dPseudo-nitzchia galaxiadel Mar Mediterraneo, in
accordo alla descrizione originaldyanno esattamente le stesse caratteristiche
ultrastrutturali, come il numero di peroni e strie e la presatiaana sottile
perforazione sulla valva e sulle bande. ComunquP, lgalaxiaemediterranea
mostrava un range molto ampio di variabilita di dimensioni éodna. Un
cambiamento nella forma dovuto all’accorciamento delle estierdtrate era

gia stato notato in cellule con un range di taglia di 24m1° Nel materiale
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proveniente dal Mediterraneo, il cambiamento di dimensione asiaestremo
che gli esemplari piu piccoli (10-25m) potevano essere difficilmente

identificati comePseudo-nitzschia

La variabilita morfologica osservata era strettamenteretzia alla
riduzione di taglia, che nelle diatomee e associata con laatigislelle cellule
vegetative. Variazioni nella forma, con riduzioni di taglia, rsamo insolite
nelle diatomee pennate, dove l'asse transapicale decresce moglonente
molto piu di quello apicale. Questo fenomeno € piu evidente in celbrie
estremita rostraté, e cid potrebbe spiegare perché il fenomeno & molto piu
marcato nellaP. galaxiaerispetto alle altre specie diseudo-nitzschiacon
contorno lineare delle valve. Tra le diatomee centriche, lmaiysiraceae
bipolare rappresenta uno dei casi piu sensazionali di vaahilitrfologica,
perché la riduzione di taglia determina il cambiamento del comtdelle valve
da una forma lanceolata, tipica dei pennati, ad una subcirctilaics, delle
centriche, il che comporta sia una riduzione dell’asse traadapche un
incremento dell’asse apicale. La variazione nella taghella forma delle valve
nelle Cymatosiraceae non permetterebbe di attribuire diversiotiporalla
stessa specie se essi non fossero stati studiati in cBltusastessa cosa puo
essere detta per R galaxiag con un’ulteriore complicazione dovuta al fatto
che nelle retinate i differenti morfotipi non si manifestandlonetesso

momento.

BN

La formazione delle catene non e stata osservata nelle ecalgli
esemplari piu piccoli dellaP. galaxiae Le estremita delle cellule erano
probabilmente troppo corte per permettere una sovrapposizione stéfipiem

la formazione di colonie stabili. La variabilita intraspemfinella formazione
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delle colonie ricorreva anche in altre diatomee, €grataulina pelagogica
(Cleve) Hendy,Leptocylindrus danicu€leve eChaetocerus socialikauder.
Nelle Cymatosiraceae, la variabilitd nella formazione cdionie non e
generalmente correlata alla taglia, ad eccezione EfigtlatocellosHasle, specie
von Stosch & Syvertsen, dove, a differenza dellgalaxiae solo le cellule con

I'asse transapicale pitl piccolo formano coldfie.

La P. galaxiaerappresenta il caso estremo di variabilita intraspecifica di
taglia, forma e formazione di colonie tra tutte le speci®sBudo-nitzschia
Nella P. delicatissimache & un’altra specie abbondante nel Golfo di Napoli,
valori di grandezza transapicale comparabili con quelli mideHaP. galaxiae
possono essere ottenuti in ceppi coltivati (D’Alelio e Montresatj don
pubblicati). Comunque, esemplari cosi piccolPdidelicatissimaion sono stati
mai trovati né nel Golfo di Napoli, né altrove, il che sigrafche o non possono
sopravvivere, 0 hon raggiungono concentrazioni rilevanti nell’ambiente

naturale.

Come discusso da Lundholm e Moestrup (2003), la forma sottile e
lanceolata delldP. galaxiaee stata trovata anche in altre speciePdeudo-
nitzschia Nei campioni del Golfo di Napoli, gli esemplari di taglimga e
media di P. galaxiae sono stati convenzionalmente identificati corRe
prolongatoidessulla base della loro forma. Le specie piu recenti, che possono
formare colonie stellate oltre alle tipiche colonie a Stratin sono mai state
ritrovate in alcun luogo oltre che nelle acque dell’Antarticocie laP. granii
Hasle ha una forma lanceolata con un rigonfiamento centralelcmi
campioni del Mar Adriatico, sono stati trovati esemplariils@tdelicati diP.

delicatissimache e stato difficile distinguere dala galaxiaedi taglia lunga.
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Comunque, in tutte queste specie congeneri, il frustolo ha dedperoion la
fine perforazione tipica delld@®. galaxiae Paragonata con altr®seudo-
nitzschia anche IeP. galaxiaee estremamente sottile e delicata, il che € dovuto
a silicizzazioni molto deboli. Queste caratteristiche ppp@te alla tendenza a
vivere singolarmente o a formare colonie molto piccole, poémbbmplicare

un dispendio piu basso per il riscaldamento ed essere un viantetlg acque

stratificate come quelle del Golfo di Napoli in tarda priera-estaté?

L" ampia variabilita di forma e dimensioni dela galaxiaenelle retinate
puo essere una causa di mancata identificazione anche a divgénere. Prima
di questa indagine, gli esemplari piu piccoli che fiorivano adidnprimavera
nel Golfo di Napoli sono stati identificati in modo incerto caateeodactylum
tricornutum Bohlin, ed invece i filoni pennati delle specie piu recenti sono
veramente simili alla piccol#®. galaxiae benché essi possiedano un solo
cloroplasto.Phaeodactylum tricornuturé una delle diatomee ampiamente piu
usate negli esperimenti di laboratorio, tuttavia la suailligtione nell’ambiente
naturale non e nota. Nel Mar Mediterraneo la specie & prasetiterse aree,
che includono il Mare Catalart®®il Golfo di Marsiglia” il Mar Tirreno22 il
Mar lonio™ e la costa Libanes8.Comunque, la similarita con R. galaxiae
pone dubbi sul valore di queste identificazioni, che sono basate suaassar
al microscopio ottico. D’altra parte, gli esemplari lunghiRdi galaxiae non
sono facilmente distinguibili d&ylindrotheca closteriunfEhrenberg) Lewin &
Reimann, che di tanto in tanto viene rinvenuta con estrefritta invece delle
tipiche estremita ricurve. Le due specie tendono a preseiraigme e in
concentrazioni comparabili nei campioni estivi del Golfo di Napehdendo la

loro classificazione piuttosto complicata. Tutti questi problemdiedtificazione
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possono essere la causa della mancanza di precedenti remistidizP.
galaxiae che al contrario appare piuttosto ampiamente distribuitaMael

Mediterraneo, basandoci sui nostri dati.

Distribuzione della P. galaxiae
Nel Golfo di Napoli, la presenza delRseudo-nitzschia galaxiag stata
registrata da febbraio a novembre, in corrispondenza con valemgetatura e
salinita di 13.3-28.1 °C e 36.6-38.2 PSU. Un primo incremento anntealdi e
solito registrato in febbraio-marzo (fino a 7.3 tellule I* nel marzo 1996). II
picco annuale di concentrazione (fino a 9.4 pércEllule I* nel maggio 1985)

si verificava in genere in maggio e agosto.
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Medie mensili (1984-1991; 1995-2002) delle conceitmi di cellule di P. galaxiae di

taglia medio-lunga e piccola.

Di solito, cellule di classi di diversa taglia non s$contravano tutte

insieme nello stesso campione.
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Lunghezza dell’'asse apicale di P. galaxiae in m@&i@ndel Golfo di Napoli

Il primo incremento annuale a fine inverno-inizio primavera era
prevalentemente dovuto ai morfotipi piu piccoli, con registrazpairare di

quelli di taglia media.
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Distribuzione percentuale della lunghezza di Pagile del Golfo di Napoli durante le
3 fasidi picco.

Nelle fioriture di fine primavera dominavano i morfotipi di fagmedia,
dato che in agosto-settembre molti esemplari erano lunghi pitu dinb0ll

morfotipo piccolo si presentava sempre come cellule singoletrenemorfotipi



medio e lungo talvolta mostravano colonie, sebbene la cresdiitaria

prevaleva in tutte le taglie.

La P. galaxiaeé apparentemente molto diffusa nelle acque sia aperte che
costiere del Mar Mediterraneo. Oltre al Golfo di Napdd, dpecie € stata
ritrovata nel Canale aperto di Sicilia, nel porto di Olbia (nmrdst del Mar

Tirreno), al largo delle Isole Baleari, e nel Mar Addat

L’ identificazione in tutte queste zone é stata confermiatai@oscopio
elettronico. Un esemplare lungo fi#h € stato documentato in un’immagine al
microscopio elettronico (EM) di un campione proveniente dal Catigécilia
(novembre 1991). Gli altri campioni erano relativamente omogeneiritini di
taglia e habitat coloniale. Nel materiale del Mare Norte&aco (marzo 2003)
sono stati riscontrati piccoli esemplari solitari (da 10 an®@) in campioni

fissati e colture diluite.

Il materiale del Mar Adriatico (maggio 2002) consisteva al@wemente
di esemplari coloniali con un range di taglia superiore, mentampioni di

Olbia erano principalmente esemplari coloniali di taglialiane

Distribuzione stagionale di taglia
La taglia media cellulare stagionale nelle diatomee regedecresce ad
ogni divisione cellulare durante la fase di crescita véigataQuando si
raggiunge una taglia minima critica, sono ripristinate le messlimensioni
cellulari tramite auxosporulaziorié™ La formazione di auxospore & raramente
osservata in sitéf percio le variazioni di taglia nel tempo sono spesso I'unico
indizio della riproduzione sessudfalLe informazioni sul ciclo vitale della

diatomea nell'ambiente naturale sono veramente scarse, essmprdttusto

16¢



limitate a poche specie pennate o centfitieovenienti da stagni o piccoli
laghi. Queste indagini hanno mostrato che, all'interno di una popokazla
riproduzione sessuata € un evento strettamente sincronizzato \&h#ica in

un ristretto range di taglia, con una periodicita che osc#la 2 e i 40 anni*

Sono percio richiesti campionamenti frequenti ed un numero enorme di
misurazioni di taglia per parecchi anni allo scopo di analizzargproduzione
sessuata. Comunque, il tenere sotto controllo le variazionildi tagn compito
particolarmente complesso nel caso delle specie planctorachausa della

sovrapposizione spaziale e temporale di diversi gruppi nell'artebieaturalé?

La peculiare distribuzione stagionale di taglia ricorrentemesgervata
per laPseudo-nitzschia galaxiggone le basi per alcune ipotesi sul ciclo vitale
di questa specie nel Golfo di Napoli. Il picco di inizio primaveei morfotipi
di P. galaxiaeche raggiungono la minima taglia cellulare € particolarmente
interessante. Si ritiene che queste popolazioni, che sono presumtbillae

piu vecchie, si riproducano sessualmente per ripristinarelia tagssima.

Comunque, nessuna cellula di taglia grande, che potrebbe abksere
prodotto di una riproduzione sessuata, € stata osservata insieroellale di
taglia piccola durante l'inizio della primavera. Cio potrebbaifizpre che la
riproduzione sessuata si verifica con un ritmo estremamente bagsiesta
stagione, probabilmente perché le cellule sono troppo piccole, eskendo
maggior parte di loro pari al 12-24 % della massima taglia cariasdNella
P. multiseriesil limite piu basso dell'intervallo di taglia riproduttivapari al
23 % della taglia massinfa.Se non si verifica la riproduzione sessuata, le
cellule potrebbero crescere in modo vegetativo fino alla momejec

osservato in coltura. Alternativamente, la riproduzione sesspatt@bbe



verificarsi in qualche altro luogo, e.g. in strati d’acqua pfgrdi e leggeri,
ma ci0 sembra meno probabile, perché la colonna d'acqua nell'area

campionata e perfettamente miscelata in inverno-inizio penaav

Un’altra ipotesi potrebbe essere che la riproduzione sessuedaifca
entro un ampio range di taglia e non sempre ripristina la magagta della
specie. Questo si verifica in altre specie pennate, geali € stata dimostrata
una correlazione tra la taglia delle cellule madre e quella duxospore e delle
cellule figlie? Poche cellule di taglia grandeRli galaxiaesono state osservate
ad inizio primavera, e forse questa fioritura in maggio potrebbieade dalle
popolazioni di taglia piccola della prima parte della primavera.
Alternativamente, i morfotipi di taglia media che dominandidedture di fine
primavera potrebbero subire riproduzione sessuata e origina#ule di taglia
grande che fioriscono ad agosto-settembre. Poiché il limite istper
dellintervallo di taglia riproduttiva € stato scoperto essewdto piu alto di
quello ipotizzato in precedenza, superiore al 70 % della taglgsima inP.
multiseries’® la riproduzione sessuata potrebbe avvenire ancRegalaxiaein
un range piu ampio. Le relazioni tra le popolazionPdigalaxiaedi un anno
con quelle dellanno successivo sono poco chiare. Basandosi su una
diminuzione media di taglia di @m/mese, potrebbero occorrere parecchi anni
alla popolazione di massima taglia (70+88) di fine estate, per raggiungere la
taglia di inizio primavera di 10-18m. Questa velocita di diminuzione di taglia
e stata osservata ad una velocita di crescita di ca.\@s@di/giorno (A. Amato
e M. Montresor, dati non pubblicati), che é stata ottenuta con emsith
luminosa moderata e un fotoperiodo di 12:12. Comunque, la velocita ditares

e di riduzione di taglia potrebbero, nel’ambiente naturale, neargurante
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'anno, ma in ogni caso la popolazione di cellule di taglia pacbh
presumibilmente almeno 2 anni. Questi valori della velocitaidiizione di
taglia e della massima eta sono comparabili con quelli @ eani calcolati per

esempio nell®. multiseries®

Tutte queste ipotesi necessitano di essere supportate con valide
informazioni sulla riproduzione sessuata, sugli intervalli diidagproduttiva,
sulla massima taglia cellulare ottenuta, sulla velocitéddizione in differenti
condizioni e su tutti gli altri aspetti del ciclo vitalelih P. galaxiae La
relazione esistente tra taglia e ciclo vitale metteluce l'importanza di
raccogliere dati sulla distribuzione della taglia cellulseerretinate per trovare

tracce del ciclo vitale.

Marcati cambiamenti nella distribuzione di taglia e di forsmmo stati
osservati durante i 3 periodi di picco dela galaxiae i.e. inizio primavera,
tarda primavera e estate. Nel Golfo di Napoli, questi pesodo caratterizzati
da condizioni molto diverse di temperatura, stabilita della colatiaequa,
disponibilita di nutrienti e di luce, e da differenti popolazionifith- e
zooplanctorf® Per tale motivo, esistono probabilmente significative differenz
fisiologiche ed ecologiche tra i morfotipi &. galaxiae In alcune diatomee,
Chaetoceros curvisetu€leve, cellule di diversa taglia mostrano differenti
risposte fisiologiche alla temperatdfagosa che pud portare alla fioritura di
classi di taglia selezionate dal cambiamento delle condizmbientali. Le
differenze fisiologiche, cosi come le differenti condizioni amiali,
potrebbero avere implicazioni per la produzione di DA nelle popolazioni
naturali diP. galaxiag’® con conseguenti variazioni della loro tossicita durante

'anno.
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Da una prospettiva evolutiva, la variabilita di taglia, fomrfarmazione di
colonie durante tutto il ciclo vitale pud essere vista come uagegia ottimale
delle diatomee per colonizzare un ampio range di nicchie ecobodizhltro
canto, la discontinuita osservata tra le fioriture domimktediversi morfotipi
potrebbe essere interpretata come una segregazione temporaneppdethe
potrebbe condurre all'evoluzione della specie. Basandosi sui cefgdi is un
ristretto periodo dell’anno, abbiamo dimostrato che c'@ un’omogeneita
molecolare e una continuita morfologica tra i morfotipi di tagliacola e
media. Comunque, non possiamo escludere che esistono o esisteranno
differenze molecolari e isolamento riproduttivo tra le popolaziome c
fioriscono in diversi periodi dell'anno. Indagini molecolari estdgeante tutto
I'anno, accoppiate con studi di laboratorio sulla fisiologia e slb siitale sono
richieste per fare luce sulle relazioni tra la morfoloexologia e la fisiologia

di questa specie molto interessante di diatomea.

Filogenia LSU rDNA
L’allineamento delle sequenze non presentava problemi lungo le 868

paia di basi dei domini D1-D3 del'lLSU rDNA. E’ stato trowatin livello
veramente basso di polimorfismo nell®Jeudo-nitzschia galaxigarovenienti

dal Golfo di Napoli, con la scoperta di sole 3 mutazioni. Lagrguale di siti
polimorfici era 0.1; ogni sito era poco informativo. | ceppiPdigalaxiaedel
Golfo di Napoli erano quasi identici (distanza genetica 0.0@@dando i ceppi

di P. galaxiaedi Sidney e del Messico sono stati aggiunti a quelli napoldgani,

percentuale di siti polimorfici & aumentata a 0.4.

L’allineamento totale, in cui sono state considerate tuttepéeis di

Pseudo-nitzschiamostra 86 siti polimorfici, 55 dei quali sono poco informativi.
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Le sequenze dP. galaxiaeavevano in comune 10 punti di mutazione; 8 di
guesti erano presenti anche in altre specieséudo-nitzschiamentre 2 (450 e

460 bp nell’allineamento) erano unici per questa specie (sir@fiain

Siti di mutazione trovati per IB.galaxiae Le mutazioni nei siti 450 e 460 sono

uniche per I&. galaxiae

Posizione

140 202 448 450460 462 504 555 565 567
5-3

A C T T A G T T T A
Specie di

Pseudo- A/G G/T/IAIC G/AIT C G TICIG T/IC G/AIT G/ATIC T/IAIC

nitzschia

Gli alberi Neighbor-Joining e Maximum Parsimony, costruiti
sull’allineamento totale, hanno mostrato la stessa topologisbdr@INJ, con

entrambi i valori bootstrap e parsimony, &€ mostrato in seguito.

Le relazioni filogenetiche tra i ceppi della stessa spav&gvano alto
supporto bootstrap, mentre i rami non avevano supporto bootstrap la livel
sovraspecifico. Tutti i ceppi d®. galaxiaesono stati raggruppati a formare un
gruppo genetico fortemente supportato, in cui i ceppi del Golfo dolNap

quelli delle altre aree formavano 2 sottogruppi genetici a¢ipar
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Albero di Neighbor-Joining

P. australisCV17
FG’. australisCV18
I:%. australisOM1
seriataLynaes 8
seriataNissum 3

P.
P.
P. multistriataKorea A

P. multistriata

SZN-B32
gor P. multiserieCV19
Jﬂ P. multiseriesOFPmM984
gl P. pungenVv4
P. pungenV5
9g P. pungenKBH2

- 97 p. pungens-24
—— P. americana

70
52

P. subfraudulent&®ensubfrau
SZN-B39P. subfraudulenta
P. fraudulentaLymens1

SZN-B40

5
5 SZN-B21 P. fraudulenta
67- SZN-B22

66 P- cf. pseudodelicatissim@iobart 5)
%’. pseudodelicatissim@-11)

SZN-B109 P. pseudodelicatissimg
SZN-B111

SZN-B11z

g P. delicatissimaCV3

P. delicatissimal0012b
P. microporavVPB-B3

SZN-B18
— e SZN-B19 P. delicatissima
SZN-B3
54; SZN-B30
68
2 SZNB3S P pseudodelicatissimﬁ
98 8% 57N-B34 '
oL SZN-B17

100 [ P. cf. subpacificaP-28
99655 P. cf. subpacificazhenbo7B
1 75 P. cf. subpacificaRdA8
— SZN-B26 P. pseudodelicatissimw

100

99 6‘1’ P. galaxiaeSydney
5Jp, galaxiaeMexico
o7 SZN-B58
98|l SZN-P1
SZN-B57
82 s7N-p5 P galaxiae
SZN-B55
SZN-B54
SZN-B56
— P. inflatulaNo-7

Nitzschia frustulum

Cylindrotheca closterium

0.01
174

P. seriatacomplex

P. delicatissimacomplex

P. seriatacomplex

> P. delicatissimecomplex




| ceppi di P. pseudodelicatissimanostravano una peculiare posizione
filogenetica nelle analisi LSU rDNA. Solo 4 dei 9 ceppi @elfo di Napoli .
pseudodelicatissimg kono stati raggruppati con i ceppi delle altre aree. Altri 4
ceppi P. pseudodelicatissima )llhanno formato un gruppo genetico tutto

napoletano, chiaramente distinto.

Infine, i ceppi SZN-B26 B. pseudodelicatissima )llsono stati posti da

soli in una posizione non ben risolta dell’albero.

Il gruppo genetico dell@®. pseudodelicatissimara relativamente piu
omogeneo, sebbene includeva un ceppB.dnicropora Per le altre specie di
Pseudo-nitzschisgome laP. fraudulentae laP. multistriata,ceppi della stessa
specie sono stati raggruppati, indipendentemente dalla loro origowaldica.

P. multistriata formava un gruppo genetico ben supportato, mentre la
separazione tr&. fraudulentae P. subfraudulentanon era ben supportata. |
ceppiP. pungen P. multiseriesformavano 2 gruppi ben distinti, cosi come
seriata e P. australis. P. americanai trova da sola alla base di un gruppo
genetico piu grande, che include le spePBie pungens P. multiseries P.
multistriata, P. seriatae P. australis P. inflatulasi trova alla base dell’albero

filogenetico, separata da tutte le altre speciésgiudo-nitzchia.

La filogenia LSU conferma che la specie trovata nel Golfbajpoli &
effettivamente laPseudo-nitzschia galaxiae che, indipendentemente dalla
taglia e dalla forma, tutti i ceppi esaminati sono &reénte correlati. La
diversita genetica intraspecifica complessiva riellgalaxiaeé piu bassa che in
altre specie diPseudo-nitzschi' | ceppi napoletani potrebbero essere cosi
simili perché la maggior parte di loro deriva dallo stesampione. Comunque,

il basso livello di polimorfismo mostrato dai ceppi non napoletani sigpger
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che laP. galaxiaeha una diversita intraspecifica piu bassa di quella di altre

specie dPseudo-nitzschi

Tutti i ceppi diP. galaxiag a prescindere dalla loro origine geografica,
condividono alcuni siti caratteristici lungo l'allineamento defitll rDNA. Due
siti erano unici per laP.galaxiae e da soli bastavano per permettere la
progettazione di una sonda molecolare specie-spetifica.sonde potrebbero
essere uno strumento utile per questa specie, data la tsuavaailabilita
morfologica e il rischio di mancata identificazione. Quando sspalal livello
di specie all'intera filogenia del genefeseudo-nitzschiaé evidente una
mancanza di risoluzione. In studi precedémi,mancanza di risoluzione é stata
attribuita al numero limitato di sequenze considerate. Comunquse, diugiu
specie e ceppi in questanalisi non ha migliorato la risoluzianivello
sovraspecifico, anzi ha prodotto alcuni ambigui risultati addizional
particolare, si € evidenziata la non chiara posizione fildgenelella P.
pseudodelicatissimacon ceppi che si dividono in 3 diversi gruppi genefii (
pseudodelicatissimi Il elll). LaP. pseudodelicatissima stata descritta come
non omogenea dal punto di vista morfologico, con almeno 2 morfotipiocize s
distinti sulla base della struttura dei poroidi tra leesti | poroidi possono
essere o tetra/esapartiti, a formare un tipo di rosone, o ibip@dsa molto
interessante, i poroidi delR. pseudodelicatissimadel Golfo di Napoli erano
tutti bipartiti, mentre quelli del gruppo genetitioe Ill mostravano una tipica
forma a rosone. Cio indica che nelta pseudodelicatissimpotrebbero celarsi
almeno 2 o eventualmente 3 specie distinte, come gia indicatasle’ L'uso
di marcatori molecolari multipli e/o piu sensibili accoppiato conanalisi

morfologica piu dettagliata € richiesto per chiarire la tass@ndimuesta unita
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tassonomica. La mancanza di caratteristiche chiaramentmtidées e la

variabilita strutturale in alcune unita tassonomiche pu0 ancheerees
un’indicazione di una recente evoluzione della specie in questi pedelati
plancton che saranno analizzati anche usando esperimenti di feiooreda

incrociata.
Tossicita

Poiché nove specie @Hseudo-nitzschiaono comunemente note come
produttrici di acido domoico, e risultata necessaria, un’indagsscologica su
guesto ulteriore ceppo Bi. galaxiaedel Golfo di Napoli, finora mai riscontrato
in questa zona. Abbiamo quindi eseguito indagini di tipo LC-MS péficaae
la presenza della biotossina in questione impiegando il metodo HISGla

Nnoi messo a punto.

Ciascun campione e stato estratto con MeQB/H:1. Una porzione
dell’estratto grezzo é stata sottoposta a clean-up attcaestsazione in fase
solida (SPE) utilizzando come eluente un tampone costituito da citido e

citrato di ammonio, ed analizzata via HILIC-MS.

Le analisi LC-MS in modalita SIM a ioni positivi degli etudel’'SPE
hanno mostrato un picco cromatografico con lo stesso tempo di ritenzione

dell'acido domoico in 2 dei 7 ceppi esaminati, chiamati &4 e SZN-B56.
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Analisi SIM-MS in modalita positiva dell’eluato SBESZN-B54

Successivamente, esperimenti di MRMuftiple Reaction Monitoring
condotti sia a ioni positivi che negativi, hanno fornito ultericonferme e
hanno permesso la rivelazione dell’acido domoico persino negiitiesfrezzi
dei 2 ceppi risultati positivi. Il tempo di ritenzione (4.80 rjita presenza di 6
frammenti diagnostici dell’acido domoico in entrambe le modatiia

ionizzazione e i rapporti ionici hanno confermato pienamente lsepza di

acido domoico nei 2 campioni positivi.
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Analisi MRM in modalita a ioni negativi dell’'eazzo grezzo di SZN-B54.

Il confronto con uno standard di I'acido domoico ha permesso di
calcolare valori di concentrazione rispettivamente di 378 ig/cellula e 7.8 x

10" pg/cellula nei campioni SZN-B54 e SZN-B56.

Come si puo notare, I'acido domoico rivelato nei 2 campioni posigivi
valori di concentrazione molto bassi. Questi valori erano anpili bassi di
quelli trovati nella sola altra specie del Golfo di Napdduliata tossica, la
Pseudo-nitzschia multistriafavalori che erano gia tra i piti bassi riportati in
letterature?® In ogni caso, i risultati ottenuti indicano per la prima voitd!
galaxiaecome una specie tossica, potenzialmente responsabile di wwagseri
fioritura algale, questo risultato € in contrasto con i precedenttati ottenuti
su altri ceppf Probabilmente, queste differenze potrebbero essere dovute
all'alta sensibilita del metodo HILIC-MS usato, ed in partioelall'alta

selettivita della tecnica MRM, dovuta all’eliminazione deignali degli altri



contaminanti coestratti. Comunque, non possono essere esclugoradalla
produzione di tossina in ceppi diversiPRli galaxiaeo in differenti condizioni
fisiologiche. Infatti, alcuni dei cloni riconosciuti come non tossin

guest’analisi potrebbero essere geneticamente identici a quelditisi tossici,
poiché essi derivavano dagli stessi tubi di coltura diluitagdaili sono stati

isolati i ceppi tossici.

Nell’analisi delle specie potenzialmente tossiche, una codatie
attenzione deve essere dedicata al metodo analitico da noi atpiatio scopo
di evitare falsi negativi dovuti alla bassa sensibilithodgtrumento o ai grandi
limiti d'indagine del metodo, piuttosto che ad una reale non ttssitlla
specie. Il metodo LC-MS usato ha grandi potenzialita per ulteriogrche
dell'acido domoico in altre specie diseudo-nitzschidinora ritenute non
tossiche. In particolare, la modalita d’acquisizione MRMasaliata perché é
altamente selettiva, molto sensibile e presenta un rumoréordio nei
cromatogrammi quasi nullo. La capacita di produrre acido domoicbease in
livelli molto bassi, € un’informazione importante a scopo orgaatizo,
soprattutto considerando che la velocita della produzione di acido dopumico
variare con lo stato fisiologico delle cellule e pud esseterf@nte influenzata

dalle condizioni ambientaf?>

Conclusioni
Grazie alle indagini morfologiche eseguite presso la Stazlonégica
di Napoli e stato quindi possibile individuare, in retinate provengaitiGolfo

di Napoli, questo nuovo cepposeudo-nitzschida P. galaxiae
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Ulteriori analisi di tipo LSU rDNA hanno confermato l'identitallde
nuova specie, che a causa della sua similarita con &tarete, normalmente

presenti nel Mar Mediterraneo, potrebbe aver celato firosaa presenza.

In seqguito alle indagini LC-MS eseguite presso i nostri labaragbe
anche evidenziata, in due dei sette campioniPdigalaxiae analizzati, la
presenza di acido domoico, tossina mai prima d'ora riveéhatguesta specie

seppur prodotta da altre specie appartenenti allo stesso.genere

Tale riscontro e stato possibile solo grazie all'elevatattsatia e
sensibilita del metodo LC-MS da noi messo a punto, che ci ha gsonu
rivelare concentrazioni realmente esigue della tossina irtignesPer questo,
il metodo HILIC si &€ dimostrato un utile strumento per il monitoiaggpido e
sicuro delle microalghe e dei mitili dei nostri mari, teda aivelazione
preventiva di acido domoico con lo scopo di evitare gravi intossicazausate
dall'ingestione di molluschi contaminati. Questo tipo di controllo,gausando
ingenti danni economici agli allevamenti di mitili, € 'uniceenzo per evitare
problemi alla salute pubblica connessi alla presenza di questa dizabwmea

nel Golfo di Napoli.

L’aver riscontrato la presenza di tale tossina nei nostri mette in
evidenza limportanza di un controllo continuo, teso ad evitare i grav

intossicazioni causate dall'ingestione di molluschi contaminati.

3.3.2 Parte sperimentale
Colture. Sei dei sette ceppi dHtseudo-nitzschia galaxiagno stati ottenuti da

colture seriali diluite (SDC) di retinate, raccolte neldgm del 2002 da acque
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superficiali nella zona MC, a 2 miglia nautiche da Napaobre mostrato nella
tabella seguente).

Il ceppo SZN-B58 é stato isolato da un campione superficiatolta
nella stessa zona MC nel Luglio 2001. In tutti i casi, sono atkgstite colture
unicellulari da una singola cellula o da una singola catena die@labltivate
in mezzo di coltura /2, con aggiunta di silﬁ‘:‘preparate con acqua marina
oligotrofica (36 psu) e mantenute alla temperatura di 15°C, comadizione
fotonica di 70-8E m? s?, ed un regime di 12 ore di luce e 12 di buio.

Ceppi di P. galaxiae analizzati per morfologia, tamuto di acido domoico e

filogenia
Data  di Data  di _

Ceppo raccolta isolamento Campione

SZN-B54 29 Maggio 13 Luglio SDC -4l
2001 2001

SZN-B55 29 Maggio 13 Luglio SDC -4l
2001 2001

SZN-B56 29 Maggio 13 Luglio SDC -4l
2001 2001

SZN-B57 29 Maggio 13 Luglio SDC -4l
2001 2001

SZN-B58 18 Luglio 18 Luglio retinata
2001 2001

SZN-P1 29 Maggio 10 Gennaio SDC -4V
2001 2002

SZN-P2 29 Maggio 10 Gennaio SDC -4V
2001 2002

Per la conta cellulare, le retinate sono state raccolteZoggitimane dal

1984 e settimanalmente dal 1995 dalle acque superficiali del GioNapoli
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(Zona MC), all’interno di un programma di monitoraggio del planctiumgo
termine. | campioni sono stati fissati con formaldeide nkzaeta con CaC®
ad una concentrazione finale di 0.8% e contati con un microscopio.sattie
piccole cellule (10-25mm) dellaP. galaxiaesono state contate separatamente
dalle cellule piu grandi. Sono stati esaminati ulteriori canmipibel Mar
Mediterraneo, provenienti dal Canale Aperto di Sicilia (Ottdi9@1), dal Mare
delle Baleari (Marzo 2002), da Olbia (Sardegna, Mar Tirr€&iogno 2002) e
Chioggia (Venezia, Mar Adriatico, Maggio 2002). | due campioni pizenti
sono stati gentilmente forniti da P. Di Dato (Universita di Rpiftalia) e R.
Casotti (Stazione Zoologica, Napoli).

Per le osservazioni ultrastrutturali delle frustale, il enate organico e
stato eliminato dai campioni in coltura usando una miscela di#lIQ@0% e
H,SO, al 40%, seguita da fasi di risciacquo con acqua distillatddirtatto
I'acido € stato rimosso. Una goccia del materiale purdiéastata posta su un
vetrino coperto Formvar e osservata con un microscopio Philips ENP£00e
retinate, una goccia del materiale fissato non purificatata posta nello stesso
vetrino, asciugata, lavata con acqua distillata e osserwata prima.

Per misurare la lunghezza, aliquote di colture dei ceppi SZN-BZN-
B56, SZN-B58, SZN-P1 E SZN-P5 sono state fissate con formaldeid
neutralizzata con CaGOad una concentrazione finale dello 0.8%. Un
sottocampione di 50 cellule per clone e stato misurato con cademzdarper
13 mesi al microscopio ZEISS Axiophot a contrasto di fase, ad un
ingrandimento di 400x. Le misurazioni dei ceppi SZN-P1 e SZN-P2 sate
terminate con anticipo, a causa della morte di queste colterenisure di

lunghezza sono state fatte anche su sottocampioni di 50 celRlealaxiaeda
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ognuno degli 11 campioni provenienti dalla zona MC, che corrispondevano alle
fasi di maggior proliferazione dell’inizio della primaverd d696-1998 e 2001
(4 campioni), e estate 1998-2002 (5 campioni).

Estrazione dei campioni.Le colture esaminate sono state concentrate e i
pellet risultanti sono stati congelati a -80°C fino all’analis

Campioni diP.galaxiaeusati per la ricerca di acido domoico

Volume Numero di cellule
Ceppo centrifugato (16 mlY
(ml)

SZN-B54 600 11.0
SZN-B55 609 2.1
SZN-B56 595 6.0
SZN-B57 595 1.7
SZN-B58 600 6.5
SZN-P1 400 7.0
SZN-P2 400 1.6

Il pellet € stato estratto con una soluzione MeQVKiL:1, v/v) (3x250
m) e filtrato tramite filtri a membrana Ultrafree-MC @a45mm (Millipore Ltd,
Bedford, MA, USA) a 6000 rpm per 10 minuti. Il volume del filtr&cstato
aggiustato a 9061 col solvente d’estrazione e analizzato direttamentd_&l¥
MS. Un’aliquota di 450m dell’estratto € stata portata a secco e successivamente
sottoposta a clean-up tramite Solid Phase Estraction (SPE), Uagmmdeedura

suggerita da Quilliam et &f.Gli eluati sono stati analizzati al’'LC-MS.

Analisi HILIC-MS. Per gli esperimenti LC-MS e stata usata la pompa ad

alta pressione SP modello P4000 (ThermoFinnigan Separation Products, Sa
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Jose, CA, USA) accoppiata ad uno spettrometro di massa Appliegst&ios

API 2000 a triplo quadrupolo, equipaggiato con una sorgente turboion-spray
(Thornhill, ON, Canada). La separazione LC é stata effattusando una
colonna Bm TosoHaas TSK-Gel Amide-80, 250x2 mm, eluita isocraticamente
con una soluzione al 71% di acetonitrile/acqua contenente formiatondiaim

2mM e acido formico 3.5 mM, come suggerito da Quilliam & &k velocita

del flusso era di 200W/min ed e stato usato un volume di iniezione del
campione di 10n. Gli ioni protonati corm/z312.5 e gli addotti col sodiora/z
334.5 sono stati monitorati attraverso esperimenti SiSkldcted lon
Monitoring) in modalita ioni positivi, mentre lo ione [M-Ha m/z310.5 sono

stati osservati in modalita a ioni negativi. | seguenipgi di 6 transizionim/z
312/294, 312/266, 312/220, 312/193, 312/175 (energia di collisione 30 eV) e
m/z 310/266, 310/248, 310/222, 310/204, 310/160, 310/82 (energia di collisione
—25 eV) sono stati monitorati attraverso esperimenti di tipo MRMItiple
Reaction Monitoring rispettivamente a ioni positivi e negativi. Le transizioni
piu intense fn/z310/266 e 310/222, in modalita a ioni negativi) sono state usate
per le analisi quantitative. Un diretto paragone con soluziandsird di acido
domoico (Sigma Aldrich, Steinheim, Germania) iniettate in eatrazioni
simili nelle stesse condizioni sperimentali ha permesso thrrdanare |l

contenuto di acido domoico negli estratti grezzi.

Amplificazione ed estrazione del DNAII DNA genomico € stato estratto
da 150-200 ml di colture cresciute esponenzialmente, usando il DN/Aolkears
minikit (Qiagen, Genomics, Bothell, WA) seguendo le istruzfmei l'uso. Le

condizioni di amplificazione per il DNA genomico e la strategjizlonaggio
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per i frammenti PCR sono state le stesse applicate dai @rsil® Le sequenze

per 'LSU rDNA sono state ottenute con un Beckman Ceq 2000, usange-il D

Terminator cycle sequencing kit (Beckman).

Analisi filogenetiche. Le sequenze LSU delRseudo-nitzschia galaxiae

sono state confrontate con le sequenze LSU &s&udo-nitzschiaisponibili

nella GenBank .

Ceppi di diatomea usati per la filogenia LSU rDNA col numero d’'axcedla

banca dati GenBank

_ Numero
Specie d'accesso
Cylindrotheca closteriun(Ehrenberg) Lewin & Reimann M87326
: . . AF417671
Nitzschia frustulum(Kutzing) Grunow
Pseudo-nitzschia americarfblasle) Fryxell U41390
P. australisFrenguelli U41393
P. australis U40850
_ AF417651
P. australis (OM1)
AF416748
P. delicatissimgCleve) Heiden
L AF416749
P. delicatissim
P. delicatissima AF416758
P. delicatissima U41391
P. delicatissimg1001 2b) AF417645
P. fraudulentaCleve) Hasle AF416750
P. fraudulenta AF416751
P. fraudulenta AF416762
P. fraudulentaLimens1) AF417647
P. inflatula(Hasle) Hasle (No7) AF417639
P. microporaPriisholm, Moestrup & Lundholm (VPB-B3) AF417649
P. multiseriegHasle) Hasl¢OFPmM984) AF417655
. U41389
P. multiseries
. AF416753
P. multistriata (Takano) Takano
P. multistriata AF416754
P. multistriata AF416756
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P. multistriata
P. multistriata(Korea A)

P. pseudodelicatissim@asle) Hasle

P. pseudodelicatissima

-

. pseudodelicatissima

. pseudodelicatissima

. pseudodelicatissima

cf. pseudodelicatissim@iobart 5)

. pseudodelicatissim@-11)

. pseudodelicatissim&ZN-B109

. pseudodelicatissim&ZN-B111

. pseudodelicatissim&zZN-B112

. pseudodelicatissim&ZN-B113

. pungengGrunow ex Cleve) Hasle
pungens

. pungengKBH?2)

. pungengP-24)

. seriata(Cleve) Peragallo (Lynaes 8)
. seriata(Nissum 3)

. subfraudulentgHasle) Hasle

. subfraudulent&ensubfrau

. cf. subpacifica(Hasle) Hasle (Zhenbo 7B)
. cf. subpacifica(P-28)

. cf. subpacifica(RdA8)

. galaxiag(Sydney) Lundholm & Moestrup
. galaxiag(Mexico)

. galaxiaeSZN-B54

. galaxiaeSZN-B55

. galaxiaeSZN-B56

. galaxiaeSZN-B57

. galaxiaeSZN-B58

. galaxiaeSZN-P1

. galaxiaeSZN-P5

UWUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUTUUTUUTUTU

AF416757
AF417654

AF416747

AF416752

AF416755

AF416759

AF416760
AF417641
AF417640

U41392
U41262
AF417650
AF417648
AF417653
AF417652
AF416761
AF417646
AF417644
AF417643
AF417642
+
+

SZN: ceppi isolati nel Golfo di Napoli

+: sequenze gentilmente fornite da N. Lundholm

Cylindrotheca closteriume Nitzschia frustulum sono state usate

rispettivamente come outgroup e ingroup. Entrambe le specie sonmeléat

pennate e, in accodo con la filogenia LSU rDNA che includé’daudo-

nitzschiae i generi vicinf, la prima & alla base del gruppo genetico che



raggruppa le speciePseudo-nitzschija mentre la seconda si pone
immediatamente fuori del gruppo genetico déMdzschia-Pseudo-nitzschia
L'allineamento & stato fatto usando Custa® el Bioedit 4.5.8. computer
packag®’.

Sono state eseguite analisi di distanza usando il Bioedit 4cn&uter
package® il polimorfismo nucleotidico & stato calcolato usando DNAsp 3.0
version?* L’albero Neighbor-Joining (N3 & stato costruito usando i parametri
di distanza Kimura 2 e scegliendo I'opzione Neighbor dal Mega@miputer
package® gli alberi Maximum Parsimony sono stati ottenuti usando I'opzione

parsimony in Mega 2.8
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3.4 Analisi LC-MS di Alexandrium ostenfeldi una nuova
minaccia nel Mar Adriatico

Gli spirolidi sono una famiglia di biotossine marine tipiche delbste
Europee e Nord Americane. | primi episodi di disturbi legati a qugeshere di
tossine si registrarono agli inizi degli anni ‘90 in seguitoirajestione di
molluschi bivalvi raccolti lungo le coste orientali della Ndseotia, Canada
L’iniezione intraperitoneale nel topo (IP) degli estratti fifpodi mitili
contaminati provocava una sindrome tossica inconsueta, caratieridaa
piloerezione, iperestenzione degli arti posteriori, inarcamedella coda,
neuroconvulsioni e rapida morte entro 3-20 min dall'iniezione. Studi
tossicologici in vivo sul topo hanno poi fornito valori di LD f€pettivamente
di 40 ng/kg e di 1 mg/kg per IP e per somministrazione 6ralditeriori studi
hanno riscontrato negli spirolidi un’attivitd da antagonisti coliivérglei
recettori muscarinici nonché da deboli attivatori dei canali @&l
transmembrana L-type nei mammiferiLa tossicita sul’'uomo, resta perod
ancora un punto da chiarire sebbene nel periodo in cui la presenzeolidispi
veniva rivelata nei mitili provenienti dalla Nova Scotia frssstati registrati
casi di disturbi gastrici e di tachicardia sul’'uomo in segaitconsumo di tali
mitili contaminati.

Da un punto di vista chimico-strutturale, gli spirolidi sono carezati
dalla presenza di tre cicli eterei legati da spirogiunziona e inconsueto
sistema ciclico a 7 termini contenente una funzione imminica $ggata. Il
numero di tossine appartenenti a questa classe sta crescendonmanés nel
corso degli anni con l'inserimento di molteplici isomeri e molecon piccole

modificazioni strutturafi®.
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Spirolide Ry R

A H CH;
B H CH;
C CH; CH;
13-desMe-C CH; H

D CH; CH;

13-desMe-D CH; H

E H CH;

F H  CH,

Gli spirolidi maggiormente noti sono: gli spirolidi A, B, C, B, ed F

insieme a derivati desmetilici degli spirolidi C (13-desMe@) (13-desMeD).

Piccole variazioni strutturali possono tradursi in grandi déffiee di tossicita.
Infatti, la porzione strutturale responsabile della bioadtivii questi
composti & l'anello imminico integro. Di conseguenza lidrolisil'oheiina

ciclica a gruppo chetonico ed amminico, che si verifica ntli slando origine
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agli spirolidi E ed F, trasforma tali molecole in composti tussicf. Di recente

e stato identificato I'organismo produttore di tali tossine: trsitta del
dinoflagellato Alexandrium ostenfeldi{Paulsen) Balech and Tangen (1985)
proveniente dallo Ship Harbour, Nova Scdfiaseppure nessun caso di
avvelenamento umano sia ricollegabile in maniera certa ituf@rblooms di
tale microorganismo.

E’ stato osservato comeA! ostenfeldiipopoli ampiamente le acque
temperate della DanimaftaNorvegid, Scozid’, Canada versante Atlantice
Nuova Zelandd. Tuttavia estratti grezzi di ceppi differenti di ostenfeldii
provenienti da zone costiere diverse, hanno mostrato importargivata
complesse differenze nella tossicita e nel profilo tossioabogn particolar
modo, in Nova Scotia, le cellule &. ostenfeldcontenevano elevati livelli di
spirolidi A, B, C, D, 13-desMeC and 13-desMeD, ma gli stessiposti non
furono rivelati in ceppi derivanti dalla Nuova Zelanda, dove inwesr@vano
prodotte tossine responsabili dell'avvelenamento paralitico dduschf!
(Paralytic Shellfish Poisonind®SP). A rendere ancor piu confusa la situazione,
e stata la scoperta di ceppi provenienti dalla Scandinavia checpratho sia
spirolidi che PSP tossine, anche se in concentrazioni inass? .

In Italia, la presenza dh. ostenfeldiinon era mai stata rivelata fino ad
0ggi e una parte del mio lavoro, ha previsto la descrizioheraBo riscontro
del microorganismoAlexandrium ostenfeldiilungo le coste dellEmilia
Romagna. A tale proposito ho condotto una dettagliata analistéréimipiego
di tecniche di accoppiamento cromatografia liquida-spettrometrizadsa (LC-

MS) del profilo tossico di una coltura cellulare diA. ostenfeldiiottenuta
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dall'isolamento di un ceppo di tale dinoflagellato da una retimataolta nel

Novembre 2003 durante una fioritura.

3.4.1 Risultati

Nel periodo compreso tra Novembre 2003- Febbraio 2004, lungo le coste
dell’Emilia Romagna, nella zona di Cesenatico, é statdato, un incremento
della popolazione di cellule dA. ostenfeldiirispetto a quanto riscontrato in
precedenza dove solo sporadicamente, si osservava la presenzasijum
numero di cellule diA. ostenfeldii.La concentrazione piu elevata é stata
registrata verso la fine del Novembre 2003 (15.612 celluleipey Icon un
successivo decremento. Le cellule presentavano carattezishorfologiche
perfettamente coincidenti con quelle riportate per il dineflatp A.
ostenfeldit’ le cellule si presentavano grandi, quasi sferiche, con diam@tr
55nm e con teca sottile. Nella prima placca apicale eramies®& grande poro

ventrale.

Cellula a fresco Cellula in epifluorescenza calar
con il calcofluor

Dopo un’iniziale settimana di ritardo, le colture unialgaliAdiostenfeldii

hanno raggiunto una densita massima di circa 18,500 celltteim®5-30
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giorni. E’ stato cosi prelevato un campione contenente 49.000.0e0uté @l
fine di valutarne il profilo tossico tramite analisi LC-M&g¢n lo scopo di
rivelare 'eventuale presenza di tossine precedentementeteiveleolture diA.

ostenfeldicome le PSP tossine e gli spiroltd.

Le colture cellulari sono state estratte tramite sonicaziooe una
soluzione metanolo/acqua (8:2, v/v) e l'estratto grezzo & siméttamente
analizzato in cromatografia liquida ad interazioni idrofiliche/(8LIC-MS).

La separazione cromatografica é stata effettuata su una cdiSinhgel Amide

80 ed una fase mobile addizionata di un opportuno tampone ammonio
formiato/acido formico, come previsto per una rapida e seletét@rminazione
delle PSP tossifi@ Lo spettrometro di massa era equipaggiato di un’interfaccia
turboionspray e le analisi sono state condotte in modalita a ionivpoSitno
stati registrati esperimen8elected lon MonitoringSIM) in modalita positiva
per la maggior parte delle PSP tossine (saxitossina, nenssnd,
gonyautossine 1-5 edll-sulfogonyautossine 1-4). Il tracciato ottenuto non
mostrava la presenza di alcun picco corrispondente ad alcunt$ssi. Per
escludere definitivamente la presenza della saxitossina esudéiderivati,
un’aliqguota delle cellule é stata estratta con una soluzione 0di Btido
acetico, come previsto per l'estrazione esaustiva def® Rossine dal
fitoplanctort®., L’estratto grezzo & stato analizzato mediante HILIC-MS
modalita Multiple Reaction MonitoringdMRM) ancora una volta mostrando
'assenza delle piu comuni PSP tossine. L'estratto crudonwlefacqua (8:2,
v/v) derivante dal ceppo Adriatico di. ostenfeldiie stato successivamente
sottoposto ad analisi LC-MS per indagare la presenza dellaiongggte degli

spirolidi noti. Infatti 'LC-MS & la piu comune tecnica anai@iimpiegata per la
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rivelazione di tali tossine, in quanto permette il monitoraggigli spirolidi noti
contemporaneamente all'identificazione di alcuni nuovi derivétiagerso
I'interpretazione del pattern di frammentazione mostrato degperimenti di
MS/MS™. La separazione cromatografica si & ottenuta su una colorase a f
inversa Hypersil C8 BDS ed una fase mobile contenente amnmamiafo e
acido formico, come suggerito da Quilliaghal. per le analisi degli spirolidi e
delle altre tossine lipofif8 . Gli esperimenti in modalitd SIM sono stati condotti

selezionando gli ioni [M+H] per tutti gli spirolidi mostrati qui di seguito:

Spirolide [M+H] " (m/z)

A 692.5
B 694.5
C 706.5

13-desM-C  692.5
D 708.5
13-desM-D 694.5
E 710.5

F 712.5

Infatti, esperimentiull scanMS! preliminari, ottenuti su uno standard di
spirolide 13-desmetil C disponibile in commercio, mostravano lesa
formazione, dello ione pseudo-molecolare [M+ldJn/z692.5 nelle condizioni

di ionizzazione utilizzate.
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Spettrofull scan MS a ioni positivi dello spirolide 13-destihC

Gli spettri SIM dell’'estratto grezzo dh. ostenfeldiihanno mostrato la
presenza di un picco cromatografico dominante che eluiva a temipendione
di 7.48 min am/z692.5. Tale picco poteva essere assegnato allo spirolide13-
desMeC, sulla base del confronto del tempo di ritenzione e del dhAgeelli

di un campione di 13-desMeC standard.

Per confermare ulteriormente il dato ottenuto abbiamo anche iatpjeg
come campione di riferimento, un estrattAdiostenfeldifornito dall’ Institute
for Marine Biosciences (IMB), Canada, che conteneva, dlivespirolide 13-
desMeC, anche gli spirolidi C, C3, D, e il 13-desMeDrisultati dello spettro
SIM relativi al campione di plankton, hanno fornito ulteriore ewie della
presenza dello spirolidel3-desMeC nel ceppo AdriaticdA.diostenfeldiie
hanno consentito di escludere la presenza degli altri spirolidi pradbtteppo
Canadese. La conferma definitiva dell’identita dello splell3-desMeC nel
campione Adriatico diA. ostenfeldii,é stata ottenuta attraverso esperimenti
Multiple Reaction Monitoring Tale esperimento & stato messo a punto sulla
base dei risultati degli spettfull scan MS/MS registrati utilizzando una
soluzione standard di spirolide 13-desMeC, selezionando lo ione [MxH]z

692.5 come ione precursore ed una energia di collisione di 53 eV.
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Spettrofull scan MS/MS a ioni positivi dello spirolide 18sinetil C

Nello spettro di MS/MS di pud notare la presenza di tre casditer
cluster di ioni frammento i) ioni a/z 674, 656, e 638 dovuti alle perdite di
molecole d’acqua dallo ione pseudo-molecolare; ii) iom/a 462, 444, 426,
408 dovuti alla perdita del “frammento a” strutturale e ad asso@erdite
d’acqua dallo ione pseudo-molecolare; iii) un abbondante iomézd64 che
deriva dallo ione an/z444 per perdita del "frammento b” strutturaleGli ioni
piu abbondantirG/z 674, 444 e 164) sono stati selezionati come ioni prodotto
dello ione an/z692 in transizioni MRM. | tracciati MRM dell’estratto greedi
A. ostenfeldiiper le tre transizioni diagnostichen/z 692 > 674, 692 > 444, e
692 > 164) mostravano la presenza di picchi che eluivano a 7.48Lmin;
intensita relative osservate erano identiche a quelle otterlieeanalisi MRM
della soluzione standard dello spirolide 13-desMeC. L'insieme di it
esperimenti effettuati affermavano con chiarezza la praseéelio spirolide 13-

desMeC nel campione analizzato.
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SpettrdMRM a ioni positivi dello spirolide 13-desmetil-C

L’analisi quantitativa € stata condotta mediante il confralgitarea del
picco della transizione piu abbondantamé 692 > 164 con quella ottenuta
iniettando una soluzione dello spirolidel3-desMeC standard a livello di
concentrazione paragonabile, nelle stesse condizioni sperimdintiziello di

concentrazione per lo spirolide 13-desMeC riscontrato & st&td@ gig celf-

Nelle stesse condizioni di ionizzazione e frammentazione o#tat@zper
lo spirolide 13-desMeC, sono stati effettuati una serie deraspnti MRM
selezionando transizioni caratteristiche per gli spirolidi notiBA C, 13-
desMeC, D e 13-desMeD i cui risultati hanno definitivameeseluso la

presenza di tali composti nell’estratto grezzo.

Solitamente nella maggior parte dei ceppiAli ostenfeldiianalizzati, il
derivato13-desMeC rappresenta il componente principale, cheustitdi
solito il 90% del contenuto totale di spirofitli Per tale ragione, poiché tale

tossina era presente nell’estratto grezzo in concentraztatevyamente basse,
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nato il sospetto legato ad un possibile effetto di soppressionentktitace che
poteva aver impedito la rivelazione di ulteriori spirolidi presé@mtquantita
minore. A questo punto é stato effettuato un clean-up attraversaiese in
fase solida (SPE). L'SPE é stata effettuata utilizzamiofase stazionaria C18
eluita con soluzioni di acqua/acetonitrile a polarita decrescédiitti gli eluati
del’'SPE sono stati analizzati allLC-MS in modalita MRMi@ni positivi
secondo questa logica: gli ioni protonati relativi agli spirolide A3-desMeC
(m/z 692), B e 13-desMeDn{/z 694), C (n/z706), e D /z 708) sono stati
selezionati come ioni precursori € combinati con i quattro possnili
frammento an/z150, 164, 444, e 458. Queste transizioni sono state monitorate
in quattro esperimenti MRM utilizzando 250 msec come dwell tmmaado da
rendere maggiore la sensibilita di rivelazione.

Tali esperimenti hanno permesso di indagare nuovamente sullazzese
dei derivati noti gia ricercati ma soprattutto hanno messevidenza alcuni
analoghi non noti che differiscono per la sostituzione nella partdusaiet
dando origine al “frammento a” e “frammento b” visibili nelloetpo di
MS/MS del 13-desMeC, precedentemente mostrato.

| risultati delle analisi MRM dell’eluato del’'SPE aoeitrile/acqua (1:1)
sono mostrate nella figura seguente. Tali dati suggerivano $&nae di tre
nuovi analoghi (X1, X2 e X3) nell’estratto Ai ostenfeldiiln particolar modo,
due di questi (X2 e X3) presentano lo stesso pattern di frammentazione
rispettivamente dello spirolide 13-desMed/¢ 694 > 164 e 694 > 444) e D
(m/z708 > 164 e 708 > 458), ma notevole differenza nei tempi di ritenzione,
nello specifico KX2) = 6.77 min contro R13-desMeD) = 8.84 min e(X3) =

7.36 min contro RD) = 7.79 min. Al contrario, X1 presenta lo stesso tempo di
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ritenzione dello spirolide 13-desMeC (7.50 min) ma diverse rfrantazioni
(m/z692 > 150 and 692 > 458), suggerendo che si tratta di un nuovo derivato
verosimilmente con R= H, R = CHs;, ed un gruppo metilico addizionale
all'interno della porzione della molecola “frammento b”. Il comaorento di

X1, X2 e X3 riscontrato negli spettri di massa chiaramentsduce a strutture

di tipo spirolide-simili. Sfortunatamente la quantita esigua densde a nostra

disposizione ha impedito la completa elucidazione strutturale.

3
x 300 A 708 > 458
o~ 708 > 164

desMeC

x 20 694 > 444
694 > 164
Xl

X 600 . N 692 > 458
A.AAM// v A M 692 > 150

desMeC
692 > 444
j 692 > 164

6 8 10 12
Time, min
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Conclusioni

Questo lavoro mette in luce, per la prima volta, la presaiza
dinoflagellato tossicAlexandrium ostenfeldinel Mar Adriatico. L'attenta ed
accurata analisi LC-MS della coltura di questo organismdarigke il ceppo
Adriatico di A. ostenfeldiiproduce spirolidi ma non PSP tossine, che sono
invece prodotte dai ceppi della Nuova Zelanda e della ScandifsVid’
interessante notare cheAl ostenfeldiidell’Adriatico oltre allo spirolide 13-
desMeC produce alcuni isomeri di spirolidi non noti. Inoltre quegiareaenta
la prima volta in cui tossine ad azione rapida del tipo “spirbbdeo rinvenute
nel Mar Adriatico. La diversita degli spirolidi isomerivelati puo essere
spiegata sulla base della classica via biogenetica dechpttli a cui
partecipano unita di acetato e propinato, che puod verificarsuoatifferente
ordine di sequenze accoppiate acetato/propinato.

Gli obiettivi della ricerca futura sono: i) verificare g& spirolidi sono
accumulate in mitili coltivati nel Mar Adriatico; ii) ciore in larga scala dA.
ostenfeldiicon lo scopo di isolare sufficienti quantitativi dei nuovi derivat
modo da portare a termine l'elucidazione strutturale avvalendotcdiche

NMR e di MS/MS.

3.4.2 Parte sperimentale

Retinata e Coltura cellulare di A. ostenfeldii (Paulsen) Balech and
Tangen La specieAlexandrium ostenfeldioggetto di questo studio, € stata
isolata nel novembre 2003 a partire da campioni raccolti, darcatori del

Centro Ricerche Marine di Cesenatico (CRM), in un’area iocah
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nell’Adriatico Nord Occidentale lungo la costa del’lEmilia RomagQuesti
campionamenti vengono svolti periodicamente dal 1978 nell’ambito diamo pi
di monitoraggio del fitoplancton tossico per il controllo degli\alaenti di
mitili .

Le analisi quali-quantitative del fitoplancton nei campioni néits@no
state effettuata attraverso il metodo di UterrtfSisu campioni di acqua fissati e
conservati in bottiglie di vetro scure.

Alexandrium ostenfeldié stato isolato a partire da campioni freschi di
acqua di mare attraverso il metodo della micropipétidopo una crescita
iniziale in micropiastre, sono state allestite delle colturi@lgali in beute sterili
chiuse con tappi di cotone che permettono gli scambi gassosrzaritio un
terreno F/2 di Guillard and Rytférad una salinita di 30 psu. Le colture sono
state fatte crescere in camera termostatica ad una &omaedi 20°C con un
ciclo luce-buio di 16-8 ore; I'intensita luminosa era di circa |1EO“n'2 st

Pe le analisi di tossicitdlexandrium ostenfeldé stato fatto crescene un
volume maggiore utilizzando due beute contenenti ciascuna 1500teniedio
di coltura; le alghe sono state raccolte in fase stazioasaiazata di crescita al
30" giorno. La raccolta & stata effettuata in due fasi: atiinie alghe sono
state concentrate attraverso filtrazione blanda su filtri @@5Millipore per
evitare la rottura delle cellule e potere valutare in nmmarserretta il contenuto
di tossine nelle cellule e neledium;la sospensione algale concentrata (10-15
ml) é stata successivamente centrifugata a 3000 g per 15 mir@fCall pellet
algale e i terreni di coltura sono stati congelati e conseava20°C per le

analisi del contenuto di tossine. Il numero di cellule su cui son® sta
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determinate le tossine é stato valutato attraverso il caonteggondo il metodo

di Utermoht® in un subcampione al momento della raccolta.

Estrazione e clean-up dei campioni cellulariLe cellule coltivate presso
i laboratori dell’'Universita di Bologna (49 x i@ellule in 3 | di coltura) sono
state sospese in 9 ml di soluzione metanolo/acqua (8:2,v/v) e sopéred min
con l'ausilio di un bagno di ghiaccio. La sospensione e stata cejatidf a 5000
rpm per 10 min ed il pellet cellulare é stato estratto dike volte con 9 ml di
metanolo. | surnatanti sono stati riuniti ed il volume porta7aml con |l
solvente di estrazione. Un’aliquota di 1 ml dell'estratto grezZz stato
direttamente analizzato attraverso LC-MS iniettanadio Bn’aliquota di 6 ml di
estratto € stata evaporata ed il residuo ridisciolto in 1 mindi soluzione
acetonitrile-acqua (1:9, v/v). Tale soluzione é statacatai su di una Sep-Pak
C-18 plus cartridge (Waters Corporation, Milford, MA, USA),qadentemente
equilibrata con la stessa soluzione. La colonnina e stata sedormt@& eluita
con 10 ml di soluzioni di acetonitrile-acqua (1:9, 3:7, 1:1, v\as@in eluato é
stato evaporato, ridisciolto in 1ml di metanolo ed iniettatottdingente nel
sistema LC-MS.

Analisi LC-MS. Tutti gli esperimenti di massa sono stati realizzati su uno
spettrometro di massa con sorgente di ionizzazione turbo-ionspray ed
analizzatore a triplo quadrupolo API 2000 (Applera, Thornhill, ON, Cgnada
accoppiato ad un sistema HPLC Agilent 1100 (Palo Alto, CA, USHA9
include serbatoio per i solventi, degasatore, pompa binaftigoeampionatore
refrigerato. Le analisi LC-MS per gli spirolfli sono state effettuate

impiegando una colonnarn Hypersil C8 BDS, 50 x 2.00 mm (Phenomenex,
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Torrance, CA, USA) mantenuta a temperatura ambiente. kieheé della
colonna e stata effettuata sia in gradiente (dal 10 al 100% B imiri,0e poi
100% B per 15 min) che in isocratica al 65% di B dove A&l B= 95%
acetonitrile/HO entrambi gli eluenti contenenti il tampone 2 mM ammonio
formiato e 50 mM acido formico. Il flusso impiegato & di 280min™.Gli
esperimentBelected lon MonitoringSIM) sono stati condotti in modalita a ioni

positivi selezionando, per gli spirolidi noti, gli ioni qui ripdrta

Spirolide [M+H] " (m/2) Transizioni Q1 > Q3 fn/z > m/2

A 692.5 692.5 > 150 692.5 > 444
B 694.5 694.5 > 150 694.5 > 444
C 706.5 706.5 > 164 706.5 > 458
13-desM-C  692.5 692.5 > 164 692.5 > 444
D 708.5 708.5 > 164 708.5 > 458
13-desM-D 694.5 694.5> 164 694.5 > 444
E 710.5

F 712.5

Generalmente e stato usato un dwell time di 100 msec e sono stat
monitorati un massimo di 10 ioni per ciascun esperimento.

Sono stati condotti quattro tipi di esperimenti MRM selezionando i
seguenti gruppi di transizioni (692 > 150, 692 > 164, 692 > 444, 692 > 458),
(694 > 150, 694 > 164, 694 > 444, 694 > 458), (706 > 150, 706 > 164, 706 >

444, 706 > 458) e (708 > 150, 708 > 164, 708 > 444, 708 > 458). Per ciascuna
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transizione il dwell time impiegato é stato di 250 msec. Sotioustzti valori di
temperatura di 100 °C, un ionspray voltage di 5400 V, un declusfesiegtial
di 90 V, un focusing potential di 230 V, ed un entrance potential di 122gli N
esperimenti MRM é stata utilizzata una energia di collsidn53 eV ed un
potenziale in uscita dalla cella di collisione di 13 V. Lo Spiel13-desMeC é
stato quantificato nell’estratto crudo per confronto diretto con sghazione
standard dello Spirolide 13-desMeC a concentrazione simile, ataietielle
stesse condizioni sperimentali.

Le analisi HILIC-MS per le PSP tossiieono state effettuate utilizzando
una colonna 5m TSK-GEL Amide-80 250 x 2.00 mm (Tosohaas PA, USA) a
temperatura ambiente. L'eluente AsM e B= 95% acetonitrile entrambi
contenenti un tampone 2mM ammonio formiato e 3.6 mM acido formico (pH
3.5). E’ stata effettuata un’eluizione isocratica al 65%flBss0 di 200 | min™.
Sono state effettuate iniezioni da b Gli esperimentiSelected lon Monitoring
(SIM) e Multiple Reaction MonitoringMRM) sono stati condotti in modalita
positiva. In modalita SIM sono stati monitorati i seguenti ianiz 300 per
saxitossina (STX) e gonyautossina 5 (GTX&)z 316 per la neosaxitossina
(NEO), gonyautossine 2/3 (GTX2/3) N-sulfogonyautossine 1/2 (C1/2xn/z
380 per GTX5,m/z 396 per GTX2/3 e Cl1l/2m/z 412 e 332 sia per
gonyautossine 1/4 (GTX1/4) cidsulfogonyautossine 3/4 (C3/4). In modalita
MRM sono state monitorate le seguenti transizioni (ione precurso@ne
frammento):m/z 300 > 282 per STXn/z 316 > 298 per NEQn/z 380 > 300
per GTX5,m/z 396 > 316 e 396 > 298 sia per GTX2/3 che Cirflz 412 >
332 e 412 > 314 sia per GTX1/4 che C3/4. In tali esperimenti datiausati

per ciascuno ione o transizione dei dwell time di 150 msec, unzetatara di



50'C, un ionspray voltage di 4500 V, un declustering potential di 55 V, un
focusing potential di 270 V, un entrance potential di 5 V, una collisierggrdi

25 eV e un cell exit potential di 7 V.
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3.5 Effetto della salinitd sulla crescita, produzione e rilasciodi

yessotossina irfProtoceratium reticulatum

La sindrome DSPiarrhetic Shellfish Poisoningda biotossine algali € la
piu diffusa in Italia dove, lungo le coste dell’Adriatico settemtale, causa seri
problemi economici, sociali e sanitari legati all’importangell’area nella
produzione di molluschi eduli. Sulla base del saggio biologico sul fopde
varie classi di tossine comprese nel gruppo DSP, ritrovianrfarhiglia delle
yessotossine (YTXs), la cui tossicita sul’'uomo é tuttora ceentsa. A questo
proposito & di primaria necessita isolare, in forma pura, ilgilnagjuantitativo
possibile di yessotossina (YTX) da impiegare in studi faoioagci.

La scoperta di alte concentrazioni di YTXs nei molluschi eduli
dell’Adriatico risale al 1995 osservazioni sul fitoplancton e analisi su colture
hanno successivamente dimostrato che la loro origine biogenitabeibile al
dinoflagellato Protoceratium reticulatum(Claparede & Lachmann) Buetschli
(=Gonyaulax grindleyReineckez) Infatti proprio presso i nostri laboratori, da
ceppi diP. reticulatumisolati nel Nord Adriatico, oltre alla YTX sono stati
evidenziati anche analoghi come la omoYTX, la 45-OHYTX, |lhassiYTX e
la noroxoYTX, che si ritrovano normalmente nei mollu&cRiecentemente, da
ceppi neozelandesi @. reticulatum sono stati identificati una serie di nuovi
analoghi della YTX che rendono cosi il profilo tossicologicd®dreticulatum

ancor pitl compleséo
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Alla famiglia delle YTXs si annoverano anche compostiagilati:

n Tossina R [M-2Na+H]"
H H
1 o
GlycoYTXA o 1273
CH. of-
H OH
H o H
2 1la-omo YTX arabinoside OH 1287
CH O’g
H OH
H o H H o H
2 la-omo YTX diarabinoside OH OH 1419
CHzg; O*CH; -3-
H OH : H OHO g
H o Hoy o H H o H
2 la-omo YTX triarabinoside W \Fﬁ W \Fﬁ W \Tj 1551
CHOH [ O—cCH ! 0—CcH -5
H OH ?—I H i (‘)HO
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I numero elevato e la varieta strutturale delle tossinearé@mpente a
guesta classe, conferma pienamente 'evidenza di laboratelativa ad altre
specie fitoplanctoniche, che mostra un’elevata variahiléfa produzione di
tossine tra ceppi diversi della stessa specie lastiaicere nelle medesime
condizioni, e nello stesso ceppo cresciuto in condizioni diverse.ti lidiat
capacita di produrre tossine & probabilmente geneticamente ipitadeha
anche influenzata da condizioni ambientali.

Il contenuto cellulare di tossina sembra essere correlatofasd di
crescita e/o a fattori abiotici ambientali esterni, commperatura, luce e
disponibilita dei nutrienti, ma le risposte alle diverse condioma di questi
effetti sono difficilmente prevedibili. Tuttavia, si puo affeare che gli stress da
nutrienti, sembrano uno dei fattori piu importanti coinvolti nellgofazione
della produzione/concentrazione delle tossine nel fitoplancton tiinkat
concentrazione  delle  tossine pud aumentare in  seguito a
“upshock’(somministrazione di nutrienti dopo la carenza) o a “downshock”
(carenza di nutrienti) a seconda dei casi. Da non trascutanfuenza che puo
esercitare la salinita sulla produzione delle tossine. Questmgtro infatti
presenta un’accentuata variabilitd nelle acque superfeigifattutto costiere,
strettamente correlata ai regimi di portata fluviale. Andtezione di
mescolamento, operata dal moto ondoso, e da situazioni idrodinamiche
particolari, quali processi di upwelling (che inducono il trasportcdsta di
acque profonde ad elevata salinita) determina fluttuazioni ditgyarametro.

Quest'importante fattore fisico sembra influenzare la produzidne
tossine, in quanto la salinita agisce sullo scambio di ioni traelala e

'ambiente esterno, piu precisamente sui meccanismasiparto dei nutrienti.
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La salinita puo interferire con I'osmoregolazione e questo pudeave
effetto sulla biosintesi degli amminoacidi.

A questo proposito un’ulteriore aspetto del mio lavoro ha riguardato
I'analisi quali-quantitativa della produzione di YTX da colturéPdieticulatum
cresciute in diverse condizioni di salinita; tenendo in consideraziania quota
di tossina presente nei pellet cellulari, che quelladigdéa nel terreno di coltura.
Inoltre il secondo obiettivo, & stato quello di isolare la qteantaggiore

possibile di YTX in forma pura, da impiegare in studi faralagico.

3.5.1 Risultati

Le analisi LC-MS effettuate sui vari ceppi i reticulatumisolati negli
ultimi 5 anni hanno messo in evidenza che questa specie ggado di
sintetizzare, oltre alle molecole precedentemente de3critinche la
carbossiomoYTX, la 45-OH omoYTX, e un numero ancora imprecisato di
nuovi derivati. Questi dati rappresentano una ulteriore confen@amolti degli
analoghi strutturali identificati negli estratti dei mollustssici, non derivano
da cambiamenti metabolici che avvengono in questi organismi ma sono
anch’essi prodotti dalle alghe. In particolare ci sono statété dal laboratorio
di Algologia di Scienze Ambientali di Ravenna 4 colturePdireticulatum

cresciute in differenti condizioni di salinita:

Salinita 22%.: Mezzo di coltura raccolto in fase stazionaria di cres8itri
Pellet cellulare, n° di cellule totali 21733000

Salinita 27%.: Mezzo di coltura raccolto in fase stazionaria di cres8itdri
Pellet cellulare, n° di cellule totali 22559000
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Salinita 32%.: Mezzo di coltura raccolto in fase stazionaria di cres8itri
Pellet cellulare, n° di cellule totali 28488000

Salinita 37%o: Mezzo di coltura raccolto in fase stazionaria di cresBitri
Pellet celldan® di cellule totali 30410000.

Salinita 42%.: Mezzo di coltura raccolto in fase stazionaria di cresBitri
Pellet cellulare, n° dilgke totali 30470000

Per ciascun campione i pellet algali sono stati estrattiite sonicazione
con metanolo. | mezzi di coltura sono stati sottoposti ad esteazidase solida
(Solid Phase ExtractignSPE) su cartuccia C 18, in modo da concentrare le
biotossine in un unico eluato costituito da propanolo/acqua 2:8. iStatgtti
cellulari grezzi che gli eluati derivanti dal’'SPE, di ogr@impione, sono stati
sottoposti ad analisi LC-MS impiegando il metodo RPLC-MS, mespunto
presso i nostri laboratori negli scorsi anrapplicando qualche modifica al
tampone addizionato alla fase mobile in modo da incrementar®uitente la
ionizzazione delle YTXs.

Abbiamo effettuato inizialmente un’analisi qualitativa preliamgsu tutti
gli estratti dei pellet cellulari e dei mezzi di codupperando in modalita SIM a
ioni negativi, monitorando gli ioni pseudo-molecolari relativi gbkencipali
YTXs insieme agli ioni relativi alla classica perditalddlinzione solfato nella

porzione occidentale della molecola per ciascuna molecola indagata
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Tossina [M-2Na+H]- [M-SO3-2Na+H]"

YTX 1141.1 1061.1
OmoYTX 1155.1 1075.1
NoroxoYTX 1047.1 967.1
CarbossiYTX 1173.1 1093.1
Carbossi-omoYTX 1187.1 1107.1
45-OHYTX 1157.1 1077.1
45-OHomoYTX 11711 1091.1
44,55-diOH-41a-omoYTX 1189.1 1109.1
glicoYTXA 1273.1 1193.1
44,55-diOH-YTX 1175.1 1095.1

| tracciati SIM hanno confermato la presenza di piu di un picco
cromatografico che eluivano a tempi di ritenzione differenti, gdeuni degli
ioni monitorati, cio evidenzia la presenza di composti isobariltbssomeri
delle tossine note. Inoltre, per la sola YTX, al fine dewfiare un’analisi
guantitativa piu accurata e come ulteriore conferma, abbiaratutiple analisi
Su tutti i campioni, in modalita MRM a ioni negativi, monitoda la transizione
Q1 > Q3m/z1141 > 1061, relativa alla perdita di 80 unita di massa dallo ione
precursore, corrispondente alla perdita di uno dei due gruppi sokdito
porzione occidentale della molecola. L'analisi quantitativa adeflTX e
avvenuta, per ciascun campione analizzato, mediante confrontio dioa una
soluzione standard di YTX a concentrazione paragonabile, inigitatadalita
MRM nelle stesse condizioni sperimentali, i risultati ot sono riportati nella

tabella seguente:
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YTX YTX YTX %YTX | %YTX
Salinita| (cellulare) | (medium) (totale) pellet | medium
pg/cell pg/cell pg/cell
22%o 4,60 10,60 15,20, 30,26 69,74
27 %o 6,10 8,10 14,20, 42,96 57,04
32%o 7,75 5,80 13,55 57,20 42,80
37%o 8,48 4,49 12,97 65,38 34,62
42%o 10,38 1,97 12,36 84,03 15,97

Produzione e rilascio di YTX (pg/cell) da parteRli reticulatum in diverse
condizioni di salinita del terreno di coltura.

Le variazioni di salinita dal 22 al 37%. hanno un effetto modesiia s

crescita e sul volume cellulareRi reticulatumche, essendo una specie neritica
ed eurialina sembra adattarsi molto bene ai cambiameniid&a ottenuti
emerge che la crescita in differenti condizioni di salin@lsra influenzare in
maniera non eccessiva la produzione totale (cellule + terrerodtalia) di YTX

per cellula.

o pg/cellin pellet

m pg/cellin H20

O pg/cell totale

22% 27% 32%

salinita

37% 42%




Cio che invece risulta particolarmente interessante dpunto di vista
ecologico, € che iP. reticulatum € in grado di rilasciare attivamente tossine
nellambiente e la quantita di YTX, che viene rilasciathteeeno di coltura
varia dal 70 al 16 % diminuendo progressivamente all’aumedédleesalinita.

Di conseguenza i valori piu alti di tossina nelle cellulejssiontrano alle

salinith maggiori, come si puo notare dal grafico seguente.

100,00

80,00 ]
> 60,00 [ B % YTX pellet
>
= 40,00 B%YTXH20

20,00 I

o N
22% 27% 32% 3% 42%
salinita

A questo punto, con a disposizione estratti di pellet celluldirterreni di
coltura, ho ritenuto opportuno trarre da questo materiale, iltgtiadi maggiore
possibile di YTX pura in modo da contribuire agli studi farmacologéesi ad
identificare in maniera specifica il meccanismo d'azione alé tclasse di
tossine.

La riunione di tutti gli estratti ottenuti € stata sottoposta #ipazione
cromatografica su colonna a fase inversa ed eluita con solaeptilarita
decrescente adattando alle nostre esigenze la metodica propGtoea af
per la purificazione di piccoli volumi di estratti di mitilcontenenti
yessotossine. A tale metodo sono pero state apportate alcunecheod)fnella

fase iniziale della procedura e stato usato un tampone formiatoeimieun
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tampone fosfato, incompatibile con l'analisi LC MS che sarektiéa poi
necessaria per quantificare la YTX ottenuta; ii) nella fasage, all’eluizione
con propanolo/acqua (2:8), € seguito uno step di eluizione con metanolo 100%
per consentire la raccolta anche dei componenti piu lipofili’eddatto.
L’analisi di ciascuna frazione medianid-NMR ha permesso di identificare,
nell’eluato propanolo/kD, la presenza di YTX tramite confronto dei valori di
chemical shiftriportati in letteratura per il composto in questione. Abbiamo
quindi effettuato una ulteriore purificazione di questa frazione danoa
HPLC a fase inversa preparativa con rivelazione UVlali& 230 nm, eluendo

in isocratica con una miscela costituita da metanolo/acetefattqua. Lo
spettro *H-NMR delle frazioni ottenute, ci ha permesso di individuare
nuovamente la frazione in cui la tossina tossina si era coneen@aesta
frazione é stata cromatografata nuovamente su colonna HPL@icanebn
rivelazione UV allal di 230 nm impiegando la stessa fase mobile utilizzata
nello step precedente. Una delle frazioni ottenute mostieseusiva presenza
della YTX nello spettrdH-NMR. L'analisi quantitativa della YTX purificata &
avvenuta tramite LC-MS in modalita SIM a ioni negativi, penfronto diretto
con uno standard di YTX, a concentrazione nota iniettato nelle mezles

condizioni sperimentali. E’ stata rivelata una quantita @l mg di YTX.

3.5.2 Parte sperimentale

Colture. Vari ceppi diProtoceratium reticulatunsono stati isolati negli
ultimi 5 anni da campioni di acqua provenienti dalla costai@nairomagnola

e mantenuti in coltura imediumf/10 sterile (f/2medium diluito 5 volte), al



30%0, a 20°C con un ciclo luce/buio di 16:8h. Le prove sono state condotte
allestendo colture batch in triplicato a condizioni di salinitpatisvamente del

22, 27, 32, 37 e 42 %o; le alghe sono state raccolte in fase dit@retmzionaria,

per filtrazione (0,45 pum) per gravita in modo da non rompereeltile,
causando la fuoriuscita delle tossine nel medium .

Estrazione del pellet e delmedium Ciascun pellet cellulare e stato
sonicato in metanolo (6 ml) per 5 minuti con 'ausilio dibagno di ghiaccio.

La miscela ottenuta e stata centrifugata a 3.000 rpm per dired il
pellet e stato lavato per 2 volte con 6 ml. di metanolo. | su@aratccolti
sono stati riuniti ed il volume aggiustato a 18 ml con il solvelhtestrazione.
Un’aliquota pari ad 1 ml é stato prelevato per 'analGiMS.

I mezzi di cultura sono stati concentrati su SB&lifl Phase Extractign
In particolare il pH di ogni mezzo di coltura & stato prima powabd8 con una
soluzione di acido formico 1% e successivamente caricatorsicca Sep-Pak
C-18 plus (Waters Corporation, Milford, MA, USA) precedentement
ambientata con acqua allo stesso pH.

La colonna é stata eluita con 10 ml di una miscela propandof®i: 8,
v/v) e 10ml di MeOH 100%. | due eluati ottenuti per ciascun cangpsono
stati riuniti ed evaporati sotto vuoto. Il residuo ottenuto @ sidisciolto in 10

ml di metanolo ed analizzato direttamente in LC-MS.

Clean-up Tutti gli estratti sia dei pellet che dei terreni diltara di
ciascun campione d. reticulatum a nostra disposizione, sono stati riuniti e
cromatografati su colonna RP 18 usando il seguente sistemazitreduii) 300

ml di una soluzione 20 mM tampone formiato (pH 5.8)/metanolo (7:BB00D
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ml di una soluzione metanolo/acqua (3:7); B0 ml di una soluzione
propanolo/acqua (2:8); v) 300 ml di metanolo 100%. Le YTXs erano contenute
nella frazione eluita con propanolo/acqua (2:8) che e stata ptaificana per
HPLC preparativa (10)m e poi analitica (%rm) utilizzando in entrambi i casi
una fase stazionaria C18 eluita con una miscelaC8MeOH/HO 1:2:2,
rivelando I'eluizione delle tossine con un rivelatore UV 230 nm. Sono stati
cosi ottenuti 1 mg di YTX, identificata per confronto delle sue [petir

spettroscopiche con i dati riportati in letteratura.

LC-MS. | dati all' LC-MS sono stati acquisiti sia sulle cellutbe sui
terreni di coltura opportunamente estratti utilizzando uno spedtrordi massa
a triplo quadrupolo API 2000 (Applied Biosystems) dotato di sorgente turbo ion
spray e accoppiato ad un sistema HPLC Agilent HP 1100. E'dtktaata una
colonna Hypersil C8 BDS, 50x2 mm, 3um (Phenomenex, CA, USA) ed una
fase mobile costituita da: A=J@ 2 mM formiato d’ammonio B= 95%
CH3;CN/H,O 2 mM formiato d’ammonio; I'eluizione é stata effettus¢é@ondo
un gradiente (10-100% B in 10 min; 100% B per 15 min).

Le iniezioni sono state di Bi in tutti i casi. La modalita di acquisizione
per I'analisi qualitativa iniziale é stato I'esperimento SANbni negativi in cui
sono stati monitorati i seguenti ioninz 1141.1 (YTX), 1061.1(YTX-Sg),
1155.1(omoYTX), 1075.1 (omoYTX-S) 1047.1 (noroxoYTX), 967.1
(noroxoYTX-SQ), 1173.1 (carbossiYTX), 1093.1 (carbossiYTXs3Q1187.1
(carbossiomoYTX), 1107.1 (carbossiomoYTX-$0O 1157.1 (45-OHYTX),
1077.1 (45-OHYTX-S@), 1171.1(45-OHomoYTX), 1091.1 (45-OHomoYTX-

SG;), 1189.1 (44,55-diOH-41a-omoYTX), 1109.1 (44,55-diOH-41a-omoYTX -
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SG;) , 1273.1 (glicoYTXA), 1193.1 (glicoYTXA-S¢), 1175.1 (44,55-
diOHYTX), 1095.1 (44,55-diOHYTX -Sg). | dwell time sono stati 100 msec
per ciascuno ione. E’ stato impiegato uno lon Spray Voltage (IS)500 V,
Declustering Potential (DP) di -100 V, Focusing Potential (FP)38D V,
Entrance Potential (EP) di -9 V. e una Temperatura delggeste di 100°C.
Sono stati effettuati inoltre esperimenti MRM a ioni negationitorando
la transizione relativa alla YTX 1141.1 > 1061,1 con dwell time di X666c.
E’ stata utilizzata una energia di collisione (CE) pah@eV, un potenziale in
uscita dalla cella di collisione (CXP) di -35 Ve un gas di siglie (CAD) pari

az.
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3.6 Analisi del dinoflagellato Prorocentrum lima mediante

RPLC- MS

| dinoflagellati appartenenti ai genddinophyisise Prorocentrumsono
considerati i produttori di tossine polieteree ad azione diartoiar
promoter quali 'acido Okadaico (OA), la DTX 1 e di una seridedivati. Tali
derivati sono stati recentemente scoperti e denominati dgibei di OA, sulla
scorta delle loro cartatteristiche strutturali in quanto esssgmtano
un’esterificazione della funzione carbossilica dell’OA. E’anahche I'esistenza
di una serie i derivati di tipo 7-0-acilico non di origine planctomniga,prodotti
dal metabolismo dei mitilili, i quali dopo aver accumulato piénrazione 'OA
nel loro organo digestivo, promuovono la formazione di un legame di tipo

acilico tra I'ossigeno in posizone 7 dell’OA e acidi carllzssaturi o insaturi.
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Rs Ry Rs

Acido okadaico OH H OH
OA metil ester OH OCH, OH
OA etil ester OH OEt OH
a diol ester OH a OH
b diol ester OH b OH
c diol ester OH ¢ OH
d diol ester OH d o
OAD;a OH e OH
OAD;b OH f OH
OA Dg OH g OoH
OADga OH h OH
OA Dgb OH i OH

In considerazione del fatto che la maggior parte dei dersvatiescritti,

sono stati isolati e caratterizzati da colture cellulagliderganismi produttori,
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un ceppo diP. lima, prelevato dal Mar Adriatico, & stato messo in coltura, e

successivamente analizzato allo scopo di valutarne il prtofisico.

3.6.1 Risultati

Le cellule di Procentrum limasono state raccolte nel mar Adriatico
nordoccidentale in un periodo di massima fioritura di tale speoiacidente
con un periodo in cui i controlli di routine hanno messo in luce chéli enano
positivi al saggio di tossicita sul topo per le DSP tossieecéllule sono state
poste in coltura, presso i laboratori dell’'Universita di Bologmenosstate poi
centrifugate ed il pellet (215.340.000 cellule), congelato e ifinéito, € stato
inviato presso i nostri laboratori per I'analisi chimica metda_C-MS. Il pellet
e stato estratto per sonicazione con una miscela MefH/lB:2 e
successivamente ripartito, per 2 volte asesano. Un’aliquota dell’estratto
idrometanolico é stata sottoposta ad indagine LC-MS per indagdlee s
presenza di OA. A tal proposito, & stato necessario effettagperimenti
preliminari in modalita FIA Flow Injection Analysis a ioni positivi su
spettrometro di massa a trappola ionica impiegando uno standardddi aci
okadaico disponibile in commercio. Tutti i parametri della sosyécapillary
voltage, capillary temperature, gas flow, etc.) sono statnizzati aggiungendo
costantemente OA al flusso del’lHPLC attraverso la valviedeodyne, in modo
da ottenere una massima sensibilita di rivelazione di OAsgattro di massa
ottenuto, nelle condizioni di ionizzazione ottimizzate, mostrawa solo la
presenza dello ione pseudo molecolare [M+&m/z 805, il suo addotto con

I'ammonio [M+NH;]" am/z822 e il suo addotto con il sodio [M+Nag m/z
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827, ma anche la presenza di un caratteristico cluster di iomadgria perdite

di molecole di HO a partire dallo ione protonato [M+H]
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Spettro FS MS a ioni positivi dell’OA standard

La separazione cromatografica €& stata poi ottenuta su codifiase
inversa Hypersil C8 BDS ed una fase mobile contenente amnmamgafo e
acido formico, come suggerito da Quilliagh al. per le analisi delle tossine
lipofile?-

A questo punto siamo passati all'indagine dell’estrattd®diima Gli
spettrifull scanMS a ioni positivi dell’estratto grezzo, mostravano nell’ Xi€r
lo ione am/z805, un picco cromatografico dominante che eluiva ad un tempo di
ritenzione di 8.72 min con il corrispondente spettro di massa cheave®sltre
al picco pseudomolecolare [M+Ham/z805, ed ai suoi addotti con i cationi, la

presenza del cluster di ioni che I'OA aveva mostrato isgfal ottimizzazione



dei parametri di sorgente. Tale picco poteva dunque essegmnatssall’acido
okadaico, sulla base del confronto del tempo di ritenzione e dehpascolare
con quelli del campione di OA standard. Al fine di ottenere uto da
quantitativo, I'estratto grezzo é stato analizzato in mod8alith a ioni positivi
monitorando lo ionen/z805.2, con il suo addotto con 'ammonio [M+hHsu
spettrometro di massa a triplo quadrupolo, che paragonato ad un’‘arwabza
trappola ionica, fornisce risultati quantitativi piu affidabier confronto con
uno standard di OA iniettato nelle stesse condizioni sperimemtatitato
possibile costatare la presenza di 0.0145 pg céltil®A nell’estratto grezzo.
Successivamente una porzione dell’estratto é stata sottopostaaad
reazione di idrolisi basica con NaOH 2.5 M ed analizzata nuovanrehtge-
MS in modalita SIM a ioni positivi con lo scopo di misurare un podazi
incremento della concentrazione di OA nell’estratto dopo lisiroindicativo
della presenza di eventuali derivati esterei di OA. | @gultC-MS registrati
sull’estratto idrolizzato, confrontati con quelli ottenuti primd’akblisi, hanno
mostrato un aumento della quantitd di acido okadaico nell’estrattoOéelin
seguito alla reazione, che ha fatto sospettare la presierdexivati del’OA
stesso. Cio ci ha spinti ad una purificazione cromatogrdétiestratto grezzo,
realizzata tramite colonna a fase diretta eluita con wtiegrge di solventi da-
esano ad AcOEt fino a MeOH. Le frazioni ottenute sono statéezzaia in
modalitafull scanMS a ioni positivi con analizzatore a trappola ionica, il quale
rispetto ad un triplo quadrupolo fornisce elevata sensibilita, amcheodalita
full scanMS, permettendo di individuare nuovi analoghi con pesi molecolari
non noti. | parametri di ionizzazione e le condizioni cromatografidilizzate

sono state quelle impiegate per la rivelazione dell'acido o&adstandard.
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Dopo l'acquisizione, gli spettfull scanMS, registrati nel range di massdz
600-1200, sono stati elaborati generando dei XlExtracted lon
Chomatogram per ciascuno ione corrispondente allOA o ad un suo derivato
estereo al carbossile, riportato in letteratura (come iralinagbella nella parte
sperimentale).

In particolare, la frazione 7 mostrava la presenza del derWA D8 in
forma pura ed in concentrazione tale da essere indiduabilee @remite
esperimenti NMR monodimensionali quiti e bidimensionali quali il COSY
(COrrelation SpettroscopY esperimento di correlazione omonucleare di
chemical shiftattraverso I'accoppiamento scalapin-spir). La frazione 13
conteneva I'OA, nella frazione 5, invece si notava lagwes del derivato
DTX1 e di OA etil estere, la frazione 10 presentava 'OA+HDs, mentre
nella frazione 6 era evidente la presenza di una sostamza%5, che eluiva
ad un tempo di ritenzione di 9.42 min, vicino agli altri datiidell’OA, ma che
non corrispondeva a nessuno dei derivati noti. Tuttavia tale sostaaza
sospetta in quanto, lo spettro di massa corrispondente all’XI® pene am/z
955, accanto allo ione protonato [M+HF955 e all’addotto con il sodio e
quello con 'ammonio pari ad [M+N&F977 ed [M+NH]'=972, mostrava il
caratteristico cluster di ioni tipico dell'acido okadaico cheepatderivare dallo
ione pseudomolecolare, per eventuale perdita della catena |&setiéicante e

successive perdite di molecole d’acqua.
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Spettro Full scan MS a ioni positivi della Fr 6, XIC detboé a m/z 955

Un’ulteriore sostanza an/z 943 che eluiva a tempo di ritenzione di

10.34 min presente nella frazione 6, risultava sospetta inaqyuanspettro di

massa corrispondente all’XIC per lo ionemdz 943,oltre allo ione protonato

[M+H]" =943 ed agli addotti [M+N&]=965 ed [M+NH]'=960, esibiva il

caratteristico cluster ionico mostrato dalla DTX1 (che dster dall'acido

okadaico per un singolo metile),

che poteva derivare dallo

1189,7

1200

ione

pseudomolecolare per eventuale perdita della catena latevi@éfieante e

successive perdite di molecole d’acqua.
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Spettro Full scan MS a ioni positivi della Fr 6 XIC di m/z 943

Erano dunque necessari esperimenti di MS/MS per poter afferroare c
certezza che si trattava di due nuovi derivati estereideli®A e l'altro della
DTX1. A questo proposito, ci siamo avvalsi dello spettrometro dsma triplo
quadrupolo, nella modalita di acquisizioReecursor lon ScanPIS). Per
stabilire le condizioni di ionizzazione e frammentazione da iggva abbiamo
utilizzato il derivato noto OA D8, da noi isolato nella fraziongét, mettere a
punto esperimenti di MS/MS a ioni positivi sull'analizzatore qupdtare. A
questo scopo, lo ione addotto con 'ammonio [M+4NHIi OA D8 am/z946 &
stato selezionato come ione precursore, in quanto risultava pitsindello
ione protonato. Lo ione é stato poi frammentato ottimizzando il ealor
dell’energia di collisione fino a quello piu addatto (15 eV) a et
comunque la presenza dello ione padnéz 946, e contemporaneamente

incrementare la formazione degli ioni figli. E’ stato cosemtto lo spettro di

MS/MS a ioni positivi dellOADS.
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Spettro full scan MS/MS a ioni positivi del’OA D8

Come si puo notare dallo spettro MS/MS dell’lOA D8, la framneotee
avviene per perdita di molecole neutre, infatti € evidentprésenza di due
caratteristici cluster di ioni frammento i) ionn@z911, 893, 875 e 857 dovuti a
successive perdite di molecole d’acqua dallo ione pseudo-otamiem/z 929;

i) ioni a m/z805, 787, 769, 751, 733 e 715 dovuti alla perdita strutturale della
catena laterale che esterificava la funzione carbossilicOA e ad associate
perdite d’acqua dallo ione pseudo-molecolare.

Successivamente, nelle condizioni di ionizzazione e frammentazione
ottimizzate, sono stati eseguiti esperimenti PIS, t@®\adenziare la presenza
di tutti i composti presenti nella frazione analizzata, il icume molecolare
frammentava dando luogo ad un preciso ione frammento da noi selezionat
ovvero lo ionem/z805 in un caso e/z819 nellaltro. Lo spettro PIS relativo

allo ione prodotto an/z805 corrispondente all’lOA, mostrava la presenza di un
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picco cromatografico che eluiva a tempo di ritenzione di 9.42 muhai
confermava l'esistenza di ioni precursori. Lo spettro di mases@spondente a
guesto picco cromatografico rivelava, in veste di ioni precyrgbrioni am/z
955 [M+H]" ed il suo addotto con 'ammonio [M+NH am/z972, in perfetto
accordo con i risultati ottenuti sullo spettrometro con analizzatarappola
ionica in modalitdull scanMS.

Lo spettro PIS relativo allo ione prodottondz 819, corrispondente alla
DTX1, mostrava la presenza di un picco cromatografico che eduteanpo di
ritenzione di 10.33 minuti, che ancora una volta confermava I'agestéi ioni
precursori. Lo spettro di massa corrispondente a questo picco croafiatmgr
rivelava, in veste di ioni precursori, gli ionna@z943 [M+H]" ed il suo addotto
con 'ammonio [M+NH]"am/z960, in perfetta coerenza con i risultati ottenuti
sulla trappola ionica in modalifall scanMS.

E’ stata dunque confermata, grazie all’elevata sensiliétie sofisticate
tecniche LC-MS impiegate, la presenza di un nuovo analog@aietstereo
dell’lOA, e di un nuovo analogo di tipo estereo della DTX1. Purtroppo la
guantita di materiale a disposizione, era troppo bassa petuaféetuna
completa elucidazione strutturale delle nuove molecole. A datgpo, sono
dunque necessarie colture in grande scala del dinoflagéllationa, da cui

purificare quantita di prodotti sufficiente per studi NMR.
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3.6.2 Parte sperimentale

Generale.Le analisi di massa sono state eseguite su uno spettrometro co
sorgente di ionizzazione Turbospray (TSI) a ioni positivi e mnagae
analizzatore a triplo quadrupolo API 2000 Applied Biosystem e uno
spettrometro LCQ Classic ion trap con sorgente ionspray (I8tyambi gli
strumenti sono stati connessi ad un sistema HPLC HP modello 1506ntA
USA).

Gli esperimenti LC-MS sono stati eseguiti su colonna Hyp&8iBDS,

50 x 2.00mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA) a temperatura ambient
L'eluente A é costituito da ¥ e B da una miscela al 95% GEN/H,O;
entrambi gli eluenti contenevano un tampone 3.5 mM formiato d’anan6ai
mM acido formico. Un’eluizione a gradiente (dal 10% al 100% B iniiQm

poi il 100% B per 15 min.) é stata necessaria per I'analisbowta del’OA e

dei suoi derivati. Sono state effettuate iniezioni dirkella maggior parte dei
casi. Il flusso é stato settato a 200nin.

Gli spettri di massé&ull scanMS, eseguiti sullo spettrometro LCQ classic
sono stati registrati nel range di masga 600-1200, in modalita electrospray a
ioni positivi. E’ stata impiegata una capillary temperatliré70°C, un capillary
voltage di 7 V, un tube lens offset di 55 V, uno spray voltage divd &
rispettivamente uno sheath gas flow e auxiliary gas flow di &b unita
arbitrarie).

I cromatogrammi estratti (XIC) dellOA e dei suoi derivabno stati

ottenuti selezionando gli ioni riportati nella tabella seguente:
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Tossina [M+H]* [M+NH 4"

OA 805 822
DTX1 819 836
OA etil estere 833 850
OA metil estere 819 836
OA D8 929 946
OA D7 a/b 915 932
OA D9 a/b 943 960
OA D8+GC,H, 957 974
OA D8+GH;05 1091 1108
OA+O 945 962
OA Estere diolico a/d 945 962
OA Estere diolicob 943 960
OA Estere diolicoc 941 958

Nel caso dello spettrometro di massa APl 2000, l'acquisiziosta®@
condotta in modalita SIM monitorando lo ione [M+H] m/z805 e I'addotto
[M+NH4]* a m/z 822 relativi allacido okadaico. In questo esperimento la
temperatura del turbogas (T) € stata settata a 0°C,pliapvoltage (IS) a 5500
V, il declustering potential (DP) a 60 V, il focusing poteht{FP) a 382 V, e
I'entrance potential (EP) a 5 V. Gli esperimdptecursor lon ScarfPIS) sono
stati effettuati selezionando lo ioma/z 805 e m/z 819 rispettivamente per
indagare la presenza di derivati esterei dellOA e dell&XDTmpiegando
un’energia di collisione del 15 eV, un cell exit potentiakEJ di 20 V.

Campioni Lo standard di acido okadaico € stato fornito dalla Sigma

Aldrich.
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Estrazione. Le cellule diProcentrum limasono state raccolte nel mar
Adriatico nordoccidentale in un periodo di massima fioritura i &pecie,
coincidente con un periodo in cui i controlli di routine hanno messo irchee
i mitili erano positivi al saggio di tossicita sul topo per ISMDtossine. Le
cellule sono state poste in coltura, presso i laboratori dell’sitée di
Bologna; sono state poi centrifugate ed il pellet (215.340.000 dilegel
congelato e liofilizzato, e stato inviato presso i nostri latooi per I'analisi
chimica mediante LC-MS. |l pellet e stato estratto agggmao 80 ml di una
miscela di MeOH/HO (8:2, v/v), mediante sonicazione con l'ausilio di un
bagnetto di ghiaccio. La sospensione é stata centrifugata af@@qger 10 min
ed il pellet cellulare & stato successivamente estcatto80 ml di metanolo
ripetendo la procedura su riportata alla fine aggiungendo 20 mQlirHmodo
da portare il rapporto MeOH/ @ ad 8:2 v/v. | due filtrati sono stati riuniti,
ottenendo un volume di 180 ml. L’estratto & stato successivamaiipasto
ad una ripartizione con-esano (per 2 volte) ed un’aliquota pari ad 1 ml della
fase idrometanolica, € stata analizzata direttamenteGiMS.

L’estratto restante (430 mg) e stato successivamente ptaifinecolonna
a caduta libera, impaccata con gel di silice 60 (70-230 meshuital @sando
un sistema a gradiente di solventirdasano a AcOEt fino a MeOH ottenendo
19 frazioni, ciascuna delle quali successivamente analizzhtth scanMS.

Reazione di idrolisi. 500 m dell'estratto MeOH/HO (8:2, v/v) diP.
lima, pari alla duecentesima parte dell’estratto totaleta¢a ssottoposta a
reazione di idrolisi aggiungendo 0.125 ml di una soluzione di NaOWI2rb
MeOH al 90%. La reazione € lasciata, sotto agitazione rtiagnealla

temperatura di 70°C, per la durata di 40 min. In seguito il @k doluzione e
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stato portato alla neutralita aggiungendo 0.125 ml di una soluzioneld.BIC

M. in  MeOH al 90%. L’estratto idrolizzato € stato quindi arzate all'LC-

MS.
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