
Relazione scientifica sull’attività di ricerca svolta dal dott. Francesco ZEZZA nell’ambito del programma Short-Term Mobility anno 2007.

Il dott. Francesco Zezza, assegnista di ricerca presso l’Istituto di Scienze delle Produzioni Alimentari (ISPA) del CNR, sede di Bari, ha frequentato i laboratori del “Department of Chemical Enzymology - Faculty of Chemistry - M.V. Lomonosov Moscow State University” di Mosca (Russia), nel periodo compreso tra il 17 novembre e l’8 dicembre 2007. Durante tale periodo il dott. Zezza ha svolto attività di ricerca nell’ambito del programma intitolato “Sviluppo di metodi analitici immunometrici automatizzati per la determinazione di Ocratossina A in matrici agroalimentari”, continuando le ricerche avviate in occasione della visita del prof. Sergei Eremin presso l’ISPA-CNR dal 20 al 30 settembre 2007, anch’essa finanziata dal programma Short-term mobility anno 2007, volte allo “Sviluppo di un metodo immunochimico per la determinazione di Ocratossina A in mosto e vino”.

L’ocratossina A (OTA) è una micotossina prodotta da funghi appartenenti ai generi Aspergillus e Penicillium, che in condizioni favorevoli possono colonizzare in campo, o durante le fasi di trasformazione e conservazione, diverse derrate alimentari e, in particolare, cereali, spezie, frutta secca, mangimi, legumi, caffè e uva. Studi tossicologici condotti su diverse specie animali hanno dimostrato che l’OTA può produrre effetti nefrotossici, epatotossici, immunotossici, citotossici, teratogenici e cancerogeni ed è sospettata essere coinvolta nell’eziologia del cancro dell’apparato urinario umano e delle patologie renali tipiche della nefropatia endemica dei Balcani. 

Recentemente la Commissione Europea, con il Regolamento CE N. 1881/2006, ha stabilito i tenori massimi ammissibili di OTA in diverse derrate alimentari, che per il vino e le bevande a base di mosto d’uva e succo d’uva destinati al consumo umano diretto sono pari a 2 ng/mL (ppb).

Metodi rapidi, automatizzati, sensibili e accurati per la determinazione dell’OTA in diverse matrici agroalimentari, che siano applicabili a programmi di monitoraggio della sicurezza dei prodotti alimentari lungo le filiere produttive, sono necessari al fine proteggere la salute dei consumatori e degli animali negli allevamenti zootecnici dai rischi connessi all’assunzione di alimenti contaminati.

L’obiettivo del programma è stato quello di sviluppare uno o più metodi analitici automatizzabili per la determinazione di OTA in matrici agroalimentari, utilizzando la Polarizzazione di Fluorescenza (FP). Questa tecnica consente di monitorare le interazioni molecolari tra un antigene e un anticorpo specifico, permettendo di sviluppare immunosaggi per la rilevazione quantitativa dell’antigene in soluzione. 

La FP si basa sulla misura della polarizzazione della luce emessa dall’antigene marcato con una molecola fluorescente (tracciante) quando è eccitato con una radiazione polarizzata. Il valore misurato dipende dalla velocità di rotazione della molecola fluorescente in soluzione che a sua volta dipende dalla sua dimensione molecolare: il tracciante libero in soluzione ha dimensioni molecolari ridotte, un’elevata velocità di rotazione e una bassa polarizzazione; in seguito ad associazione con l’anticorpo, a causa delle maggiori dimensioni dell’addotto formato, la velocità di rotazione diminuisce e la polarizzazione aumenta. Un immunosaggio FP si basa sulla competizione tra le reazioni di associazione con l’anticorpo dell’analita e del tracciante: la presenza dell’analita nel campione riduce la quantità di anticorpo libero in grado di legarsi al tracciante e provoca una diminuzione del valore di polarizzazione. 

Questa tecnica è facilmente automatizzabile mediante accoppiamento ad un opportuno sistema auto campionatore, consentendo di eseguire l’analisi immunometrica di numerosi campioni senza l’intervento dell’operatore. Strumenti automatizzati basati sulla tecnica FP sono inoltre commercialmente disponibili.

L’applicabilità della FP alla determinazione di OTA è strettamente legata alla possibilità di realizzare la sintesi di un addotto della micotossina con un derivato della fluoresceina. Durante la visita del prof. Eremin (20-30 settembre 2007) e nel periodo precedente alla visita del dott. Zezza presso la Moscow State University (MSU) (1 ottobre-16 novembre 2007), presso l’ISPA-CNR sono stati sviluppati immunosaggi FP utilizzando due traccianti sintetizzati presso la MSU ed è stata valutata l’applicabilità degli stessi all’analisi dell’OTA in campioni di vino. I risultati hanno dimostrato una scarsa sensibilità dei metodi sviluppati, con limiti di rivelabilità compresi tra 5 e 200 ng/µL, superiori ai tenori massimi ammissibili imposti dalla Comunità Europea nel vino. È stato inoltre riscontrato un considerevole effetto della matrice vino sulle misure FP, tale da non consentire la corretta quantificazione dell’OTA.

Il miglioramento della sensibilità dei metodi FP sviluppati è vincolato alla disponibilità di nuovi traccianti, caratterizzati da un elevato grado di purezza e da un’affinità per l’anticorpo utilizzato paragonabile all’affinità dell’OTA per il medesimo anticorpo. La prima parte dell’attività di ricerca svolta presso la MSU ha riguardato pertanto la sintesi di derivati fluorescenti dell’OTA, ottenuti mediante coniugazione dell’OTA con la fluoresceincarbamiletilendiammina (EDF) ed interponendo tra le due molecole degli opportuni spaziatori molecolari amminoacidici. In figura 1 è riportato lo schema di reazione utilizzato per la sintesi dei traccianti riportati in tabella 1. La sintesi prevede 5 stadi di reazione:

Tabella 1. Traccianti ottenuti mediante coniugazione dell’OTA con la fluoresceincarbamiletilendiammina (EDF) e interponendo tra le due molecole degli opportuni spaziatori molecolari (Z).

	Nome
	Nome spaziatore (Z)
	Formula molecolare dello spaziatore (Z)

	OTA-EDF
	-
	-

	OTA-Gly-Gly-EDF
	Glicilglicina
	NH2-CH2-CO-NH-CH2-COOH

	OTA-Gly-Ala-EDF
	Glicilalanina
	NH2-CH2-CO-NH-CH2-CH​3-COOH

	OTA-ABA-EDF
	Acido γ-amminobutirrico
	NH2-(CH2)3-COOH

	OTA-AHA-EDF
	Acido ε-amminoesanoico
	NH2-(CH2)5-COOH
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Figura 1. Rappresentazione schematica dei 5 stadi di reazione necessari per la sintesi degli addotti dell’ocratossina A (OTA) con la fluoresceincarbamiletilendiammina (EDF).

1. La sintesi dell’EDF mediante reazione del fluoresceinisotiocianato (FITC) con l’etilendiammina (EDA) in MeOH, eseguita in presenza dell’1% (v/v) di trietilammina (Et3N) utilizzando un rapporto stechiometrico FITC:EDA = 1:5. L’avanzamento della reazione è evidenziato dalla formazione di un precipitato rosso (EDF), che è stato separato mediante filtrazione al termine della reazione;

2. L’attivazione del gruppo carbossilico dell’OTA con una miscela di N-idrossisuccinimide (NHS) e dicicloesilcarbodiimide (DCC) in dimetilformammide (DMF), utilizzando un rapporto stechiometrico OTA:NHS:DCC = 1:2:2;

3. La reazione dell’estere attivato dell’OTA (OTA-NHS) con un opportuno spaziatore molecolare dotato di un gruppo amminico e un gruppo carbossilico, eseguito mediante aggiunta di una soluzione dello spaziatore in tampone borato a pH 9 alla miscela di reazione dello stadio 2 (rapporto stechiometrico OTA: spaziatore = 1:2); 

4. L’attivazione del gruppo carbossilico dello spaziatore mediante reazione con una miscela di NHS e N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimide (EDC) in rapporto molare 1:2 rispetto all’OTA inizialmente utilizzata;

5. La coniugazione dell’addotto OTA-spaziatore con l’EDF, ottenuta mediante aggiunta dell’EDF alla miscela di reazione dello stadio 4 in rapporto molare OTA:EDF = 1:1.

Tutti gli stadi di reazione sono stati eseguiti al buio e mantenendo la miscela di reazione sotto agitazione a temperatura ambiente. Le reazioni 3 e 4 non sono state necessarie per la sintesi di OTA-EDF. Al termine della sintesi sono stati aggiunti 300 µL di metanolo a ciascuna miscela di reazione (140 µL) per creare condizioni ottimali per la conservazione dei traccianti.

La purificazione dei traccianti è stata realizzata mediante cromatografia su strato sottile (TLC), eseguendo un’eluizione delle miscele di reazione con cloroformio e in seguito con una miscela cloroformio:metanolo (4:1, v/v), consentendo la separazione di bande a diverso fattore di ritenzione (Rf). Le bande più intense alla luce visibile e UV sono state raccolte e solubilizzate in metanolo.

Mediante la tecnica FP è stata valutata la capacità delle aliquote ottenute di interagire con anticorpi specifici per l’OTA. A tal fine sono stati utilizzati due anticorpi monoclonali (MAb) denominati OTA-2H, fornito dalla MSU, e OTA-BV, fornito dall’ISPA-CNR. Il lettore utilizzato per le misure di polarizzazione di fluorescenza è stato il sistema automatizzato TDx Analyzer (Abbott Diagnostics, Illinois, USA). Per ciascun’aliquota è stata valutata la diluizione ottimale per eseguire la misura FP, corrispondente a un segnale di fluorescenza uguale a 2000 u.a., pari a circa 20 volte il segnale del tampone utilizzato come solvente per le misure (tampone BB: borato di sodio 50 mM a pH = 8,5,  contenente lo 0,1% di sodio azide). Sono stati inoltre registrati i valori FP delle soluzioni di tracciante in presenza di diluizioni seriali di anticorpo.

In tabella 2 sono riportate le variazioni di polarizzazione (ΔP) espresse in unità di millipolarizzazione (mP), osservate in seguito ad interazione dei traccianti isolati in seguito ad interazione con una diluizione 1:200 delle soluzioni di anticorpo.

Tabella 2. Valori di ΔP misurati in seguito ad interazione dei traccianti isolati con anticorpi monoclonali specifici per l’OTA.

	Tracciante
	Anticorpo
	ΔP / mP

	OTA-EDF Rf = 0.2
	OTA-2H
	3.8

	OTA-EDF Rf = 0.5
	OTA-2H
	73.3

	OTA-EDF Rf = 0.6
	OTA-2H
	33.5

	OTA-Gly-Gly-EDF Rf = 0.5
	OTA-2H
	0.2

	OTA-Gly-Ala-EDF Rf = 0.5
	OTA-2H
	3.4

	OTA-ABA-EDF Rf = 0.5
	OTA-2H
	22.9

	OTA-AHA-EDF Rf = 0.5
	OTA-2H
	66.8

	OTA-EDF Rf = 0.2
	OTA-BV
	1.2

	OTA-EDF Rf = 0.5
	OTA-BV
	19.4

	OTA-EDF Rf = 0.6
	OTA-BV
	8.3

	OTA-Gly-Gly-EDF Rf = 0.5
	OTA-BV
	1.2

	OTA-Gly-Ala-EDF Rf = 0.5
	OTA-BV
	3.0

	OTA-ABA-EDF Rf = 0.5
	OTA-BV
	9.0

	OTA-AHA-EDF Rf = 0.5
	OTA-BV
	15.6


I valori più elevati di ΔP sono stati osservati per l’interazione dell’anticorpo OTA-2H con i traccianti OTA-EDF e OTA-AHA-EDF con Rf = 0.5. Valori di ΔP inferiori sono stati misurati con l’anticorpo OTA-BV. Questo risultato può essere imputabile alla degradazione dell’aliquota di anticorpo utilizzata, avvenuta durante il trasporto nei laboratori di Mosca.

Valori ridotti di ΔP e basse concentrazioni delle bande isolate mediante TLC sono stati osservati per i traccianti OTA-Gly-Gly-EDF, OTA-Gly-Ala-EDF e OTA-ABA-EDF. Questo risultato è dovuto alle ridotte rese di reazione osservate per queste tre sintesi, confermate dalla presenza di un precipitato rosso nelle miscele di reazione, costituito da EDF non reagita.

Ulteriori indagini sono necessarie al fine di valutare sia la sensibilità dell’immunosaggio FP utilizzando i traccianti sintetizzati presso la MSU, che l’applicabilità del metodo all’analisi di campioni di vino e mosto d’uva. A tal fine sono state pianificate le attività di ricerca per l’ottimizzazione e validazione del metodo basato sulla FP, da svolgere presso i laboratori dell’ISPA e della MSU.

L’attività di ricerca svolta in questo breve periodo ha inoltre consentito il rafforzamento di una collaborazione scientifica tra l’ISPA e la Moscow State University, con il trasferimento di conoscenze di tecniche altamente specialistiche nel settore analitico delle micotossine.
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