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INTRODUZIONE

1. 1 COMPOSTI PERFLUORURATI

Col nome sostanze perfluoroalchilate (PFASSs), viene indicato un vasto gruppo di molecole
sintetiche costituite da catene carboniose di lunghezza variabile, tipicamente da C4 a C16, con
un gruppo idrofilico terminale F(CF2)n-R. Quando i legami carbonio-idrogeno nella parte
idrofobica sono sostituiti da legami carbonio-fluoro vengono anche indicati col nome di
Composti Perfluorurati (PFC). Questa struttura chimica conferisce loro una particolare
resistenza termica, inerzia chimica ed una eccezionale idrofobicita e lipofobicita, caratteristiche
che hanno reso estremamente differenziato 1’impiego dei PFCs sia in ambito industriale che in
ambito domestico.

Sin dagli anni ’50 sono infatti impiegati come tensioattivi e protettivi superficiali in
detergenti, pitture e vernici, tappeti, tessuti, pelle, mobili, scarpe, prodotti cartacei, estintori,
schiume, cosmetici, insetticidi, contenitori per alimenti, repellenti, lubrificanti e utilizzati nella
produzione di fluoropolimeri per le pentole antiaderenti [Fromme et al., 2009; Prevedouros et
al., 2006]. Il largo consumo e le applicazioni industriali hanno portato a una distribuzione
globale dei PFC nell’ambiente ed anche nell’uvomo. L’acido perfluorottano sulfonato (PFOS),
I’acido perfluorottanoico (PFOA) e I’acido perfluorononanoico (PFNA) sono tre dei PFCs piu
presenti in aria, acqua, sedimenti, nei tessuti animali [Giesy etal. 2001] e umani [Calafat et al..
2006; Kannan et al. 2004; Midasch et al. 2006], infatti, data la stabilita del legame C-F, sono
poco biodegradabili, hanno un’emivita molto lunga, tendendo cosi ad accumularsi

nell’organismo.
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Figura 1: Struttura molecolare dei PFCs PFOS, PFOA e PFNA.

A differenza dialtri inquinanti organici persistenti, i PFC non siaccumulano preferenzialmente
nel tessuto adiposo. Grazie alle loro proprieta anfifiliche si accumulano negli organismi
legandosi alle proteine [Jones et al. 2003]. 1l Bioaccumulo nel biota e la bioamplificazione
nella catena alimentare & stata anche dimostrata [Haukas et al. 2007; Meyer et al. 2009; Herzke

et al. 2009]. Inoltre, alcuni composti non si accumulano come tali nellorganismo ma
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costituiscono precursori per altri PFASs, in alcuni casi con ancora maggiore persistenza e
potenzialita bioaccumulative [Brandsma et al. 2011].

Una delle fonti principali di “inquinamento” da PFCs deriva dalla biodegradazione di alcuni
precursori, quali per esempio I'ammonio perfluoronanoato (APFN) [Feng et al. 2010],
responsabile dell’aumento delle concentrazioni di PFNA nell’ambiente, e 1 pesticidi
sulfamidici, che sono rapidamente metabolizzati a PFOS [Peden-Adams et al. 2007]. Studi
recenti indicano, inoltre, che PFNA e PFOA sono originati insieme dagli stessi precursori
durante il trattamento delle acque reflue [Murakami et al. 2009].

Considerando i fattori sopra menzionati, questi composti sono sospettati di esplicare tossicita e,
a tal proposito, Kleszezynski et al. (2007) hanno rilavato una tossicita proporzionale alla
lunghezza della catena.

L’acido perfluorottano sulfonato (PFOS) e suoi sali sono stati recentemente inclusi nella lista
degli inquinanti organici persistenti (POP) nell'allegato B della Convenzione di Stoccolma
(Convenzione di Stoccolma sugli inquinanti organici persistenti, 2010), il che significa che il
loro uso ¢ accettato solo per un elenco definito di applicazioni. Per 1’acido perfluorottanoico
(PFOA) é stata segnalata la capacita di indurre tumori nei roditori [EPA 2002)] e nel 2009 e
stato iscritto nell’elenco dei POPs (Persistent Organic Pollutants) da parte dell’UNEP (United-
Nations-Environment-Program). L’EPA ha inoltre lavorato in collaborazione con 10 aziende al
2010/2015 PFOA Stewardship Program allo scopo di ridurre del 95% le emissioni e il
contenuto residuo del PFOA e dei PFC a catena lunga entro il 2010, con ’obiettivo finale di
eliminarli dalla produzione entro il 2015.

Un simile accordo € stato preso anche tra le autorita ambientali e sanitarie canadesi e 5 societa
per limitare 1’emissioni di PFCAs (Canada Environment 2010), mentre 1” European Union
Marketing and Use Directive ha ristretto 1’uso del “‘perfluorooctane sulfonates’ nell” unione

europea nel 2006 [European Parliament 2006 b].

2. FARMACOCINETICA

La maggior parte dei PFAAs possiedono proprieta farmacocinetiche uniche, dipendenti dalla
lunghezza della catena di carbonio e dai gruppi funzionali, nonché dalla specie, il sesso e leta
deisoggetti valutati. Come gia accennato, da studi condotti su animali, sappiamo che sono ben
assorbiti per via orale (entro poche ore), non sono metabolizzati, sono sottoposti ad ampia
circolazione enteroepatica, e possono facilmente attraversare la placenta. I PFAAS sono
scarsamente espulsi dall’organismo (in particolare quelli a catena lunga), e l'eliminazione

avviene principalmente attraverso escrezione urinaria [Johnson et al. 1984; Hanhijarvi et al.
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1988; Vanden Heuwvel et al. 1991]. Questi prodotti chimici sono distribuiti principalmente nel
siero, nel rene, e nel fegato, con concentrazioni epatiche molte volte superiore rispetto alle
concentrazioni sieriche (con leccezione di PFBA, perfluorobutanoate). Il volume di
distribuzione allo stato stazionario suggerisce che la distribuzione dei PFAA ¢ probabilmente
extracellulare. Queste sostanze chimiche inoltre hanno alta affinita di legame per una vasta
varieta di proteine [Luebker et al. 2002; Woodcroft et al. 2010; Han et al. 2004; Jones et al.
2003; Chenetal. 2009].

Le emivite di eliminazione di diversi PFAAs sono diverse nei diversi organismi. Risultano
molto piu lunghe nell’uomo rispetto agli animali, come mostrato in tabella 1 [Bartell et al.
2010; Ohmori et al. 2003; Butenhoff et al. 2004; Harada et al. 2005; Hinderliter et al. 2005;
Olsen et al. 2007; Chang et al. 2008; Olsen et al. 2009; Sundstrom et al. 2011; Chang et al.
2011], e dipendono anche dalla lunghezza della catena di carbonio. Pertanto, le emivite di
eliminazione di PFOS, PFOA e PFNA sono nell’ordine di anni nell’uomo, di giorni negli
animali. Negli esseri umani o nelle scimmie si osservano poche differenze di genere, mentre
nel ratto sono molto marcate. In particolare, lemivita di PFNA e PFOA nelle femmine di ratto
e 20 e 50 volte piu breve di quella nei maschi. Differenze nei tempi di eliminazione dipendenti
dal sesso sono molto piu piccole nel topo che nel ratto [Hundley et al. 2006]. A questo
proposito, il topo ¢ pit vicino all’uomo, quindi fornisce un modello roditore piu suscettibili per
gli studi tossicologici in particolare quelli incentrati sulla tossicita riproduttiva e dello sviluppo,
dove la farmacocinetica in donne in gravidanza ha un ruolo importante nel determinare
l'esposizione del concepito.

I meccanismi che sottolineano le differenze di genere per 1’eliminazione dei PFCs nel ratto
sono attualmente sotto studio e sembrano essere correlate all’attivita renale. Un certo numero
di studi rilevano il coinvolgimento di trasportatori di anioni organici (OATS) che mediano
I’escrezione renale e che sono regolati dagli ormoni sessuali [Buist et al. 2003; Ljubojevic et
al. 2007]

Un recente studio condotto da Weaver IM. (2010) indica i trasportatori OAT1 e OAT3 come
coinvolti nella secrezione renale di acido perfluoroheptanoic (PFHpA), PFOA, e PFNA,
mentre OATPlal contribuisce al riassorbimento di PFOA, PFNA, e dell’acido
perfluorodecanoico (PFDA). Ljubojevic M. et al. (2007) hanno riportato che il pattern di
espressione renale di OAT2 nel topo é simile a quello nel ratto, ed entrambi sono regolamentati
da ormoni sessuali. Al contrario, Buist et al. (2004) hanno indicato che i livelli renali di mMRNA
di OAT2 sono marcatamente maggiori nelle femmine che nel ratto maschio, ma non vi e

alcuna differenza di sesso nell'espressione OAT2 nel rene di topo. Ulteriori studi sono



necessari per risolvere il problema. D'altra parte, € incoraggiante che questi trasportatori (come
OAT4 e urato transporter 1, URATL) giochino un ruolo chiave nel riassorbimento renale dei
PFC anche nell'uomo [Yang et al. 2010], suggerendo un potenziale meccanismo comune tra le

specie.



Tabella 1: emivita nel siero/plasma di alcuni PFAAs
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3. ESPOSIZIONE Al PFAAS

La vasta distribuzione nell’ambiente, la tossicita osservata negli animali e la lunga emivita
all’interno dell’organismo hanno attirato ’attenzione su questi composti a causa del potenziale
rischio sulla salute umana.

Da uno studio condotto nel 2004 su campioni provenienti da diverse parti del mondo risulta
che nel siero di tutte le persone che vivono nei paesi industrializzati sono presenti molti PFC
nell’ordine di ng/mL [Kannan et al. 2004], ma individuare le vie di esposizione ed il rischio
derivante da questo e complicato da diversi fattori, come la presenza di pochi dati disponibili e
dalla mancanza di conoscenze adeguate sui meccanismi di farmacocinetica [Loccisano et al.
2011] e la lunga emivita.

Dati recenti forniti da Kato et al. (2011) sulla popolazione americana riportano concentrazioni
di PFOS nella popolazione generale di 20 ng/ml, maggiore rispetto a PFOA e PFNA, i quali
sono presenti in valori medi rispettivamente paria 4.13 ng/ml e 1.49 ng/ml. | valori aumentano
di un ordine di misura se si considerano i lavoratori cronicamente esposti, in cui PFOS
raggiunge valori fino a 13 pg/ml (26 uM) e PFOA 114 pg/ml (276 uM) [Lau et al. 2007; Olsen
etal. 1999, 2003]; riguardo al PFNA non sono ancora presenti studi occupazionali.

In un studio che riassume i dati del NHANES (National Health and Nutrition Examination
Survey), livelli medi di PFOS e PFOA sono diminuiti rispettivamente del 32 % e 25% dal
1999/ 2000 fino 2003/2004 [Calafat et al. 2007]

Un piu recente studio del NHANES (2007/2008) indica invece che, mentre le concentrazioni di
PFOS continuano a diminuire, i livelli di altri PFC, come PFOA, sono rimaste costanti o0 sono
addirittura aumentate (PFHxS, PFNA) [Kato et al. 2011]. Anche Calafat et al. (2007) hanno
riportato un aumento della concentrazione di PFNA nel siero della popolazione statunitense tra
il 2000 ed il 2004. Queste variazioni dei livelli dei diversi PFC nelle popolazione e consistente
con I'applicazione di normative che hanno regolamentato 1’utilizzo e ’emissione di PFOS sin
dal 2002 determinandone una diminuzione nei campioni di sangue americani coerente con
I’emivita nell’'uomo suggerendo che uno dei fattori responsabili dell’esposizione sia stato
notevolmente ridotto [Olsen et al. 2007] ma anche che conseguentemente i regolamenti
restrittivi su PFOS e PFOA siano stati introdotti composti in grado di sostituirli nei processi

industriali.

Come menzionato in precedenza pero, questi composti sono utilizzati da piu di 60 anni in
diversi processi industriali interessati nella produzione di beni di consumo domestici e non, e

sono percio ampiamente diffusi nell’ambiente. Studi condotti in Europa, America ed Asia
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riportano la presenza di PFC in cibo [Schecter et al. 2010] acqua potabile, aria esterna, aria
domestica, [Langer et al. 2010] polvere, e negli imballaggi dei prodotti alimentari [D'eon et al.
2010] rendendo cosi multiple le fonti di esposizione a questi composti.

Attualmente, un certo numero di studi di modellizzazione hanno stimato che I’esposizione
cronica ai bassi livelli di PFC presenti nel cibo possano essere la principale fonte di
esposizione non professionale a questi composti. In una recente review, Fromme et al. (2009)
hanno valutato la potenziale esposizione derivante da aria domestica ed esterna, polvere di
casa, acqua potabile, e cibo. Lo studio conclude che l'assorbimento medio di PFOS e PFOA e
stato dell'ordine di 23 ng/kg al giorno, e il cibo & responsabile di oltre il 90% di questa
esposizione.

Dal report del’EFSA (European Food Safety Authority) del 2012 condotto su campioni
provenienti da tutta la zona europea, si evince che la presenza di PFAS é stata segnalata piu
frequentemente nel pesce e frutti di mare, in carne e derivati e acqua potabile, e in misura
minore in frutta e prodotti derivati dalla frutta.

In questo studio & stato anche valutato il contributo giornaliero portato dalla dieta e diviso per
classi dieta. Per PFOS, il piu alto valore diesposizione per la popolazione adulta e 5.2 ng/kg di
peso corporeo/giorno, che rappresenta il 3,5% del Tolerable Daily Intake (TDI) (di 150 ng/kg
di peso corporeo/giorno), mentre la stima piu alta del 95° percentile & di 10 ng/kg di peso
corporeo al giorno, che rappresenta il 6,7% del TDI. | bambini con eta compresa tra 1 e 3 anni
e i bambini con eta superiore sono la classe di eta che presenta la massima esposizione con
rispettivamente il 9,3% e il 19% del TDI). Per PFOA, la maggiore esposizione per la
popolazione adulta & di 4.3 ng/kg di peso corporeo al giorno (0,3% del TDI) mentre la stima
piu alta del 95° percentile e di 7,7 ng/kg di peso corporeo al giorno (0,5% del TDI). Ancora
una volta i bambini con eta compresa tra 1 e 3 annie ibambini con eta superiore sono le classe
di eta maggiormente esposte, rispettivamente 1,1% e il 2,1% del TDI.

Altre potenziali vie di esposizione includono I’aria, la polvere e contatto diretto con materiali
contenenti perfluorurati. Molte di queste sostanze sono anche volatali e si possono trovare
nell’ambiente casalingo in concentrazioni dell’ordine del pg/m3 o ng/m3. [Shoeib et al. 2011]
Una volta inalati, questi materiali possono essere metabolizzati dai normali processi enzimatici,
ed in seguito accumulati nell’organismo. Studi sulla polvere di casa indicano che un range di
contaminazione da 10 a 100 ng/g sia abbastanza comune [Shoeib et al. 2005; Strynar et al.
2008], suggerendo che l'inalazione del materiale aereo o il contatto con la polvere portando ad

esempio la mano alla bocca (soprattutto per i bambini) potrebbe contribuire all’esposizione.
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Il contatto diretto con gli oggetti di uso comune trattati con PFC o che contengono residui di
fabbricazione costituisce un'altra potenziale fonte di esposizione per I’uvomo [Guo etal. 2009].
La lenta eliminazione di questi composti rende difficile determinare come i cambiamenti nello
stile di vita, dieta, o altri fattori di esposizione possano influenzare i livelli ematici. Studi hanno
inoltre indicato che mentre l'eta apparentemente ha poca influenza sui livelli di PFC in circolo,
sesso ed etnia sembrano influenzare I'accumulo dialcuni composti [Kato et al. 2011].

Cio indica che stile di vita e, eventualmente, i fattori genetici giocano un ruolo nella diffusio ne
e mantenimento dei PFC. Ci sono anche differenze geografiche chiare che sono state osservate,
indicando che la vicinanza ai principali fonti o grado di urbanizzazione svolgono un importante
ruolo [Saito et al. 2004].

4. PFCS ED ESPOSIZIONE PRE-NATALE

Come visto sugli animali, feti e neonati nelle prime fasi di vita sono piu vulnerabili rispetto agli
adulti al potenziale tossico dei PFCs e ’esposizione a questi potrebbe predisporli a patologie
nella vita adulta. Pertanto ultimamente I’attenzione ¢ stata spostata sugli effetti avversi
provocati al feto e al neonato, valutando I’associazione tra 1’esposizione della madre e gli
effetti che i bambini hanno riportato. |1 neonati possono essere esposti ai PFCs attraverso
trasmissione verticale madre-feto o attraverso I’allattamento [Inoue et al., 2004; So et al., 2006;
Apelberg et al. 2007; Karman et al. 2006; Monroy et al. 2008; Tao et al. 2008].

Fromme et al. (2010) hanno analizzato le concentrazioni di PFCs nel sangue materno, sangue
cordonale, sangue del neonato e latte materno, osservando un aumento delle concentrazioni di
PFCs per tutte e quattro le matrici dal primo mese di gestazione fino alla nascita del bambino, e
alleta di sei mesi il carico corporeo tossico di PFOS e PFOA era risultato rispettivame nte
simile o superiore a quanto riscontrato negli adulti.

Liu et al. (2011), oltre a misurare i livelli di PFCs in sangue materno (MS), sangue cordonale
(CS) e nel latte materno (HM) di 50 coppie di donne e i loro figli; hanno anche cercato di
valutare I’esposizione ai PFCs derivante dalla trasmissione madre-feto durante la gestazione e
dall’allattamento.

Degli otto PFCs considerati (PFHxS, PFOS, PFOA, PFNA, PFDA, PFUdA, PFDoA, and
PFTrDA) e rilavati nel siero materno e nel sangue cordonale solo cinque di essi sono stati
rilevati anche nel latte (PFOS, PFOA, PENA, PFDA, PFUdA).

La media aritmetica delle concentrazioni di PFOS e PFOA e PFNA nel siero materno &
risultata di 3.1 ng/ml, 1.6 ng/ml, e 0.5 ng/ml rispettivamente. La concentrazione degli altri

componenti si & presentata in un range compreso tra 0.36 e 0.89 ng/ml. Le concentrazioni nel
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siero cordonale sono risultate di 1.6 ng/ml per PFOS, 1.5 ng/ml per PFOA e 0.3 ng/ml per
PFNA e sono 2-4 volte inferiori rispetto a quelli del siero materno per tutti i PFCs. Nel latte
materno le concentrazioni risultano ancora inferiori, (0.06 ng/ml PFOS; 0.18 ng/ml PFOA,
0.026 ng/ml PFNA) e PFOA risulta essere il piu presente. Confrontati con il siero materno, i
campioni di latte contenevano uno o due ordini di magnitudo inferiori come mostrato anche da
Kim et al. (2010). In percentuale la concentrazione di PFOA aumentava dal 24.3% nel sangue
materno fino al 33.4% nel cordone ombelicale e al 53.7% nel latte materno. In contrasto la
proporzione di PFOS diminuiva dal 45.8% nel sangue materno al 39.9% nel siero cordonale e
al 20% nel latte materno. La causa della diminuzione di PFOS nel latte materno pud essere
dovuta alla minore concentrazione di proteine (ipotetiche trasportatrici di PFCs) rispetto al
sangue considerando che il legame dei PFCs all’albumina del siero & considerato il
meccanismo piu plausibile di distribuzione dei PFCs. In accordo con questo meccanismo, la
diversa quantitd dei differenti PFCs che attraversa la placenta e che si riscontra nel latte
dipenderebbe dalla loro efficienza di legame con le proteine, questo suggerisce un meccanismo
di trasporto simile per i PFCs attraverso la barriera placentare e 1’allattamento.

Lo studio dimostra inoltre che la quantita di trasferimento dal siero della madre al siero del feto
e molto diversa tra i vari PFCs indicando che I’efficienza di trasferimento diminuisce del 70%
all’aumentare delle unita —CF, del composto. PFOA é risultato essere il composto che piu
facilmente passa la placenta.

A causa della lenta eliminazione di PFOS e PFOA nel gli esseri umani, lI'onere totale sul corpo
del neonato potrebbe essere rappresentato dall’esposizione durante la gestazione e durante
I’allattamento. Secondo gli autori, I’esposizione durante la gravidanza per PFOS e PFOA era
rispettivamente di 183 e 472 ng, inferiore rispetto all'esposizione calcolata per un mese di
allattamento con latte umano (751 ng per PFOS, 2173 ng per PFOA). Cio significa che i
rapporti di esposizione prenatale alla stima dell'esposizione totale mensile attraverso
lallattamento erano 0.63:1 e 0.08:1 per PFOS e PFOA, rispettivamente. L’esposizione
attraverso I’allattamento risulta quindi essere significativamente maggiore rispetto quella
nell’eta gestazionale.

Correlazioni non significative sono state osservate tra le caratteristiche demografiche delle
madri e i livelli individuali di PFCs nel siero e nel latte. Inoltre da uno studio Italiano ad opera
del CABALAB del Dip. Scienze mediche veterinarie dell’universita di Bologna in
collaborazione con il nostro laboratorio su 37 campioni di latte materno, si evidenzia una
differenza tra le concentrazioni di PFOS e PFOA anche fra primipare e multipare, infatti le

concentrazioni sono maggiori nelle prime rispetto alle seconde. [Barbarossa et al. 2012].
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5. EFFETTI DEI PFAAS E PFCS

5.1 Effetto sulla prole
Durante le prime fasi di vita, feti e neonati sono piu vulnerabili dei soggetti adulti ai potenziali

effetti de1 PFCs, per cui I’esposizione precoce pud predisporre a maggiori rischi di effetti
tossici cronici rispetto a un’esposizione in una fase successiva della vita [Steenland et al.
2002].

L'esposizione a PFOS e PFOA durante la gravidanza nei ratti e topi produce difetti anatomici
evidenti nella prole come la palatoschisi, ma solo a dosi elevate, mentre altre anomalie
morfologiche sono dovute a ritardi nello sviluppo [Luebker et al. 2005; Lauetal. 2006; Era et
al. 2009; Das et al. 2008]. Lo sviluppo della ghiandola mammaria in offspring di topo femmina
esposta al PFOA é notevolmente ritardata, portando ad anomalie persistenti [Abbott et al.
2009]. Le conseguenze funzionali di tali morfologica anomalie sono attualmente sconosciute.
PFOS puo anche indurre nei ratti una maggiore attivita motoria € una minore capacita di
adattamento ambientale [Butenhoff et al. 2009].

In presenza di PFOA o PFBA sono state notate perdite durante i primi mesi di gravidanza ma
solo a dosi molto elevate, e I’eziologia di questo effetto non ¢ chiaro. L’esposizione prenatale
al PFOS e stata anche associata a una maggiore mortalita post-natale e sviluppo di danni
[Luebker et al., 2005; Lau et al., 2003].

Nei topi é stata notata una compromissione della crescita nei neonati esposti a dosi
relativamente elevate (3-10 mg/kg) di PFOA durante la gestazione, mentre quelli esposti alle
basse dosi (0,01-0,3 mg/kg) hanno riportato significativi aumentidi peso corporeo, insulina nel
siero e concentrazioni di leptina a meta vita [Abbott et al. 2009].

Butenhoff et al. (2004) hanno evidenziato invece una diminuzione del peso nel periodo post
svezzamento dopo somministrazione prenatale di PFOA neiratti.

L’esposizione ai PFC puo influire anche su I’istologia e la morfometria dei polmoni dei neonati
dopo somministrazione di alte dosi di PFOS, suggerendo che PFOS possa inibire o creare
ritardo nello sviluppo del polmone in fase perinatale, ma anche carenze neuromotorie nei ratti
[Grasty et al. 2005; Fuentes et al. 2007]. L'osservazione di un accumulo preferenziale di PFOS
nel polmone fetale sostiene questa ipotesi [Butenhoff et al. 2004].

Per quanto riguarda accoppiamento e fertilita ¢ stato visto che I’esposizione prenatale ai PFCs
nei ratti non produce effetti significativi [Butenhoff et al. 2009].

Nell’uvomo, effetti dell’esposizione prenatale a PFOA e al PFOS sono stati riportati in diversi

studi. Essi possono influire sulla crescita e sullo sviluppo del feto [Steenland et al. 2010].
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L’esposizione a PFOA ¢ associato ad un minor peso del bambino alla nascita [Fei et al. 2007]
con una minore lunghezza e circonferenza addominale [Fei et al. 2008]. Entrambi i PFC sono
invece associati a un minore indice ponderale e della circonferenza della testa [Apelberg et al.
2007]; di contro, pero, altre ricerche non hanno rivelato alcuna significativa associazione tra le
caratteristiche alla nascita e il livello di PFCs nelle madri [Inoue et al. 2004; Hamm et al.
2009]. Il risultato di uno studio giapponese indica che I’esposizione prenatale a bassi livelli di
PFOS e correlata negativamente con il peso alla nascita, ma solo nelle neonate femmine
[Washino et al. 2009].

In uno studio condotto su 69000 abitanti vicino a uno stabilimento con produzione di PFCs a
Washington sono stati rilevati elevati livelli di PFOA nei bambini associati ad alti livelli di
colesterolo, situazione predisponente a futuri problemi di peso e alto rischio di problemi
cardiaci [Steenland et al. 2009].

PFOS e stato anche associato a carenze di sviluppo motorio solo neiprimi due anni di vita [Fei
et al. 2008]. Nonostante i PFCs non si accumulino nel cervello [Lau et al. 2006] ne é stata
rilevata la presenza nel tessuto cerebrale dopo esposizione orale [Bogdanska et al. 2001] a
concentrazioni minori rispetto ai livelli sierici, ma che potrebbero essere sufficienti per limitare
le funzioni del sistema nervoso centrale. PFOS infatti € associato ad un aumento della
norepinefrina nel nucleo paraventricolare dell’ipotalamo [Austin et al. 2003] portando ad
effetti di tipo comportamentale come I’impulsivita [Basar et al. 2010]. Inoltre PFOS e PFOA
interagendo con le proteine nel cervello potrebbero influire sulla crescita neuronale e
sinaptogenesi [Johansson et al. 2009].

Due studi riportano anche associazioni positive tra concentrazioni sieriche nei bambini di
PFOA, PFOS, PFNA e PFHXS e diagnosi di ADHD (Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder)
[Hoffman et al. 2010; Savitz et al. 2001].

Wang et al. (2010), invece, hanno esaminato gli effetti dell’esposizione prenatale ai PFCs sul
livello di IgE e sviluppo di dermatite atopica (AD). I livelli di PFOS e PFOA sono risultati
positivamente correlati con i livelli di IgE nel sangue cordonale; su un totale di 244 bambini
che hanno completato il follow-up, 43 hanno sviluppato AD. L’esposizione prenatale ai
suddetti PFCs é quindi correlata positivamente con i livelli di IgE e I’analisi stratificata per
genere ha rivelato che i livelli di PFOA e PFOS sono positivamente correlati con i livelli di IgE
del sangue cordonale, ma solo nei maschi.

Valutazioni di follow-up in neonati appartenenti alla Danish National Birth Cohort non
indicano alcuna associazione tra esposizione prenatale a PFAAs e il rischio di malattie

infettive, tappe dello sviluppo, malattie comportamentali e problemi di coordinazione motoria
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[Frisbee et al. 2010; MacNeil et al. 2009; Steenland et al. 2010]. Un recente studio su una
coorte britannica, inoltre, non ha evidenziato associazioni tra lesposizione materna a PFAA e

alterazioni dell'eta di comparsa del menarca dei loro figli [Lin et al. 2009].

5.2 Neurotossicita
Nel complesso, I'indagine sulla neurotossicita dei PFCs € solo emergente. Nonostante la natura

altamente polare dei gruppi sulfonilici o carbossilici, i PFCs entrano nel cervello in via di
sviluppo e probabilmente cid e dovuto sia alle proprieta tensioattive dei composti che
all’immaturita della barriera emato-encefalica [Lau et al., 2004, 2006, 2007].

Slotkin et al. (2008) hanno caratterizzato il potenziale neurotossico della sulfonamide
perfluorottano (PFOSA), PFOS, PFBS, e PFOA su cellule di ratto PC12. E stato trovato che
PFOSA, PFOS, PFBS promuovono la differenziazione fenotipica di queste cellule, seppur in
maniera diversa, mentre PFOA ha avuto poco o nessun effetto.

Espressione di fattori di trascrizione, c-fos e c-jun, e segnali calcio-dipendenti sono state
alterate nell'ippocampo e nella corteccia cerebrale di ratti dopo esposizione con PFOS [Wang
etal. 2010]. Alte dosi di PFCs non solo risultano tossiche per lo sviluppo nei roditori portando
a morbilita e mortalita, ma sono associate anche ritardi neurologici [Lau et al., 2003; Luebker
etal 20053, 2005b].

Johansson et al. (2008; 2009) hanno dimostrato cambiamenti nelle proteine coinvolte nella
neurogenesi e sinaptogenesi nel cervello di topo in via di sviluppo dopo l'esposizione neonatale
a PFOS e PFOA, che sono stati accompagnati da difetti neurocomportamentali in eta ad ulta.
Esposizioni molto piu basse a PFOS e PFOA producono difetti comportamentali che persistono
anche in eta adulta probabilmente per coinvolgimento del sistema dell’acetilcolina (ACh) come
sievince dall’alterata risposta alla nicotina riscontrata neiroditori esposti; sembra quindi che lo
sviluppo del cervello sia influenzato anche a livelli minimi di esposizione [Johansson et al.,
2008].

Tuttavia questi studi non riescono a risalire esattamente alla causa effettiva della neurotossicita
osservata, che potrebbe essere dovuta all’azione diretta dei PFCs, ma anche ad episodi di
ipossia neonatale o ad altri tipi di tossicita [Lau et al., 2004, 2006, 2007].

I dati relativi all’uomo sono ancora molto scarsi e prevalentemente di natura epidemiologica e
riportano deboli associazioni con problemi comportamentali durante lo sviluppo, gia elencati

nel paragrafo precedente.
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5.3 Immunotossicita
Depierre e colleghi sono stati i primi a dimostrare gli effetti immunotossici di PFOA nel topo

C57BL/6, dove é stata osservata un’atrofia timica e splenica associata ad un arresto della
proliferazione di timociti e splenociti e una marcata riduzione della popolazione cellulare dopo
l'esposizione alimentare subcronica alla sostanza chimica [DeWitt JC et al 2009; Fairley KJ et
al 2007; Son HY et al 2009]. Questi effetti sono risultati essere mediati da PPARa, in quanto
gli effetti di alterazione del peso degli organi linfoidi e la cellularita sono attenuati nei topi
PPAR-o null. Inoltre, questo recettore ¢ coinvolto nei processi del sistema immunitario in
maniera indiretta modulando il livello di lipidi che portano ad epatotossicita e stress cellulare,
effetto che nonsi verifica in topi PPAR-a null dopo esposizione a PFOA [Yang et al. 2002a].
Di contro, altri autori non riportano tossicita e cambiamenti degli organi del sistema
immunitario [Lefebvre et al. 2008, Nelson et al. 1992, Peden-Adams et al. 2007].

PFOS e PFOA inducono inoltre uno shilanciamento tra linfociti e le subpopolazioni
linfocitarie; soprattutto i CD4" e i CD8" sono ridotti [Yang et al. 2000, 2001] con conseguente
alterazione della loro funzione. PFOS provoca una riduzione nelle liberazione di IgM anche
quando somministrato a concentrazioni inferiori a quelle che si trovano nei lavoratori [Peden-
Adams et al., 2008], pari anche a 1.66 pug/Kg [Guruge et al. 2009].

Risultati immunologici avversi da esposizione a PFOA sono estesi ad altri PFCs come PFNA
[Qazi et al. 2009; Lefebvre et al. 2008; Peden-Adams et al. 2008]. L'esposizione subcronica a
PFNA nei topi ha portato a riduzione del peso dellorgano linfoide, arresto del ciclo cellulare e
apoptosi in milza e timo, accompagnati da una produzione ridotta di IL-4 e interferone-y da
parte dei linfociti splenici, oltre a up-regulazione di IL-1p. Simili cambiamenti istopatologici
indotti da PFNA sono stati visti nel ratto, con alterazioni delle citochine sieriche, che a loro
volta attivano le vie di segnalazione delle MAPK nasi che modulano il sistema immunitario.
Inoltre, l'apoptosi splenica causata da PFNA puo essere associata a stress ossidativo, in quanto
il livello di perossido di idrogeno aumenta, mentre lattivita della superossido dismutasi e i
livelli di Bcl-2 diminuiscono drasticamente nella milza.

Ad ulteriore conferma che il sistema immunitario e uno dei target della tossicita dei PFCs, é
stato osservato che i pesticidi sulfamidici, che sono rapidamente metabolizzati a PFOS,
influiscono sulle cellule T; inoltre i livelli di IgM diminuiscono anche a esposizioni 10 volte
inferioridi quelle associate ad evidente tossicita [Peden-Adams et al. 2007].

Diversi studi dimostrano che i PFCs influenzano la risposta immunitaria innata modificando il
rilascio di citochine prodotte dai macrofagi e la loro differenziazione [Qazi et al. 2009b], in
particolare per effetto dei perfluorurati risulta modificato il rilascio di IL-6 e TNF-o, citochine
proinfiammatorie coinvolte nella risposta immunitaria, e alterata I’attivita delle cellule natural
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Killer [Dong et al. 2010] con conseguente indebolimento dei sistemi di difesa contro le
infezioni [Guruge et al. 2009].

Infine, € stato dimostrato che nei topi I'esposizione a PFOS in eta gestazionale sopprime la
funzione immunitaria nel corso della vita, indicando che il sistema immunitario nello sviluppo
e sensibile ai PFAA e che questi deficit funzionali potrebbero non essere apparenti fino a
quando gli animali raggiungono l'eta adulta [Langley et al. 1985].

Anche nell’uomo uno deibersagli dell’azione dei PFCs sembra essere il sistema immunitario.
Da uno studio in vitro su leucociti umani di Brieger et al. (2010) risulta che dosi superiori a
100 pg/ml di PFOS sono in grado di indurre una significativa diminuzione dell’attivita delle
cellule natural-killer (NK) e di ridurre il rilascio di citochine proinfiammatorie, TNF-a ¢ IL-6,
a seguito della stimolazione liposaccaridica (LPS). Dopo esposizione alle stesse dosi di PFOA
e stato invece osservato unaumento lineare della relazione tra stimolazione LPS e del TNF-a e
il rilascio di IL-6. Questo risultato € stato confermato anche da Corsini et al. (2010), per cui
dopo somministrazione di dosi > 100 pg/ml di PFOS in cullule THP-1 (human promyelocytic
cell line) il rilascio di IL-6 e di IFN-y diminuisce con I’esposizione a PFOS. PFOS e PFOA
riducono i derivati delle le cellule T, PHA indotti, nonché il rilascio di IL-4 e di IL-10, e PFOS
risulta pit tossico di PFOA. Ulteriori indagini sono state condotte al fine di identificare i
meccanismi molecolari alla base dell’immunotossicita indotta da questi due PFCs e risulta che
I’immunotossicita di PFOA sia associata all’attivazione del recettore PP AR-a, mentre ’effetto
immunomodulatorio di PFOS pare sia dovuto alla degradazione di I-kB, coinvolto nel
signaling di NF-kB.

Questo diverso ruolo di PPAR-a nell’immunotossicita indotta da PFOS e PFOA ¢ consistente
con i diversi effetti osservati nel rilascio della metalloproteinasi MMP-9 indotto da LPS, per
cui PFOA come agonista di PPAR-a modula questo rilascio mentre PFOS non ha alcun effetto
[Corsini et al., 2010].

5.4 Disfunzioni riproduttive e ormonali
In molti studi sono stati riportati effetti sulla biosintesi degli ormoni. L’esposizione a PFOA

porta a diminuzione di testosterone nel siero e nei testicoli e aumenta i livelli di estradiolo nel
siero dei ratti maschi, presumibilmente tramite induzione di aromatasi epatica [Liu et al. 1996;
Zhao et al. 2010]. PFOS, PFOA, ¢ alcoli telomerici hanno dimostrato di esercitare un’attivita
estrogenica in epatociti di Tilapia da allevamento, lievito ed epatociti di Medaka [Liao et al.
2009; Shi et al. 2007; Shi et al. 2009a] e di inibire gli enzimi steroidogenici testicolari [Shi et
al. 2009b]. Inoltre, I’acido perfluorododecanoic (PFdoDA) diminuisce la sintesi di testosterone

nei ratti maschi, di estradiolo sierico e l'espressione genica dei recettori estrogenici nei ratti
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femmina, probabilmente attraverso i pathway dello stress ossidativo [Shi et al. 2010; Slotkin et
al. 2008; Liao et al. 2998; Fuentes et al. 2007; Liu et al. 2010].

Il PFNA é stato trovato nel plasma seminale [Guruge et al., 2005], dove, secondo Feng et al.
(2010), interferisce con varie funzioni delle cellule del Sertoli. Alte dosi di PFNA inducono
inoltre I’espressione della vimentina e un aumento dei livelli dei mRNAs dei geni WT1
(Wilms’ tumor gene), MIS (Mullerian inhibing substance) e ABP (Androgen binding prote in),
che potrebbe essere indirettamente la causa della riduzione delle concentrazioni di testosterone
libero nei testicoli ed interferire con lo sviluppo e la maturazione delle cellule germinali [Feng
etal. 2010].

Un altro effetto dell’esposizione ai PFCs, in particolare PFOA e PFNA, ¢ [linibizione
dell’efflusso delle proteine canale ABC [Stevenson et al, 2006]. Queste e proteine
contribuiscono alla formazione della barriera emato-testicolare, pertanto, una diminuzione
della loro funzionalita potrebbe associarsi ad una riduzione della protezione degli spermatociti
dagli xenobiotici nonché da interferenze con il rilascio di sostanze endogene che ne
favoriscono lo sviluppo [Su et al., 2009].

Oltre ad alterare il rilascio e la sintesi di ormoni, i PFC provocano disorganizzazione
dell’epitelio seminifero, aumento dell’apoptosi germinale [Shi et al., 2007; Feng et al., 2009],
diminuzione del peso e dell’altezza dell’epitelio degli organisessuali [ Bookstaffet al, 1990],
Insieme agli ormoni steroidei, diversi studi confermano anche la capacita dei PFC di alterare
gli ormoni tiroidei. Seacat et al (2002) furono i primi a rilevare alterazioni nei livelli di ormoni
tiroidei circolanti durante 'esposizione cronica a PFOS in scimmie Cynomolgus che consiste
in una riduzione del 50% di triiodotiroidina (T3), e una diminuzione anche di tiroxina (T4)
confermata poi anche nei ratti [Martin MT et al 2007; Luebker etal. 2005; Weiss et al. 2009] e
che sembra essere direttamente correlata con la concentrazione di composto somministrata.
L’esposizione ai PFC puo inoltre alterare le dimensioni della tiroide e 1’espressione di geni per
il metabolismo degli ormoni tiroidei in ratto [Bjork et al. 2008; Weiss et al. 2009]

I dati relativi all’'uomo sono scarsi. Alcuni autori riportano effetti dei perfluorurati sulla
fecondita e riportano una precoce induzione della maturazione sessuale [Fei et al. 2009;
Joensen et al. 2009; Lopez-Espinosa et al. 2011; Christensen et al. 2011]. Pare inoltre siano
associati a disfunzioni tiroidee in bambini da 1-17 anni [Lopez-Espinoza et al. 2012]. Esiste
un’associazione positiva tra PFOA e tumore alla prostata [Alexander et al. 2003, 2007] e un
recente studio mostra per la prima volta una relazione tra i livelli di PFCs nel siero e il rischio
di insorgenza del cancro al seno su una popolazione di Inuit dalla Groenlandia. [Bonefeld-

Jorgensen et al. 2011]. Sono stati anche riportate proprieta estrogen like per alcuni PFAAS in

19



linee cellulari umane; é stato ad esempio confermato che PFOS e PFOA transattivano ERa
umano nelle cellule embrioniche del rene HEK-293T, e causano un incremento della
proliferazione in MCF-7 BOS [Maras et al. 2006; Henry and Fair 2011; Benningof et al. 2011].
Inoltre, PFOA e PFNA possono interagire direttamente con i recettori degli estrogeni e indurre
proteine biomarker estrogeno responsive come la vitellogenina nell’vomo [Benninghoff et al.
2011; Wei et al. 2007]. kjeldsen et al. (2013) hanno dimostrato in uno studio in vitro che PFOS
e PFOA agiscono come agonisti dei recettori ER, e insieme a PFNA agiscono anche come

agonisti dei recettori androgenici.

5.5 Epatotossicita
L’effetto epatotossico dei PFC ¢ stato notato prevalentemente sugli animali.

Tra gli effetti piu riscontrati negli animali da laboratorio c’¢ 1’epatomegalia prodotta da PFOS,
PFHXS, PFBS, PFDA, PFNA, PFOA, PFHpA, PFHXA, e PFBA [Kennedy et al. 2004; Lau et
al. 2007; OECD (2002); Loveless et al. 2009; US EPA 2005; Kudo et al. 2006; Ehresman. et
al. 2007; Lieder et al. 2009; Foreman et al. 2009; Chengelis et al. 2009] che é probabilmente
associata a proliferazione dei perossisomi. L'esposizione cronica ad alte dosi di PFOA e PFOS
portato a vacuolizzazione epatocellulare, degenerazione e necrosi, accumulo di goccioline
lipidiche legate al metabolismo lipidico alterato e trasporto, e l'induzione del tumore [OECD
2002; US EPA 2005]. | PFAAs , in particolare il PFCs (C6-C10), sono noti per indurre -
ossidazione epatica perossisomica degli acidi grassi in ratti e topi [Kudo et al. 2006; Kudo et
al. 2000; Hoff et al. 2004], con conseguente riduzione dei trigliceridi e colesterolo [[Kennedy
et al. 2004; Curran et al. 2008]. L’effetto ipolipemizzante di PFOA ¢ dovuto, in parte, alla
ridotta sintesi di colesterolo e un'ossidazione migliorata di acidi grassi nel fegato. Tuttavia,
nonostante una maggiore B-ossidazione degli acidi grassi, Kudo et al. (1999) hanno dimostrato
un aumento di glicerolipidi e trigliceridi nel fegato di ratti trattati con PFOA, che pud essere
legato allaumentata sintesi de novo. Recenti analisi tossicogenomiche dei fegati di roditori
dopo lesposizione al PFOA e PFOS hanno rivelato una forte coinvolgimento di PPARa
[Guruge et al. 2006; Martin et al. 2007; Rosen et al. 2007] ulteriormente confermato da studi su
topi PPARa-null [Wolf et al. 2008; Rosen et al. 2010]. Tuttavia, mentre nei topi PP ARa-null il
99 % dei cambiamenti osservati nella espressione genica sono stati eliminati, nei topi PPARa-
knock out circa il 20 % delle risposte genomiche indotte da PFOA sono stati ancora rilevate,
suggerendo 1’esistenza di un meccanismo PPARa indipendente [Starkov et al. 2002]. Le
risposte genomiche PPARa indipendenti potrebbero implicare la partecipazione di altri

recettori nucleari, come il costitutive androstane receptor (CAR) [Rosen et al. 2008; Ren et al.
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2009], che € noto per essere coinvolto nel metabolismo xenobiotico, il pregnane X receptor
(PXR) e il recettore X del fegato (LXR) [Vanden Heuvel JP et al 2006]. Questi recettori
nucleari (PPAR, CAR, PXR, e LXR) sono importanti regolatori di trasporto degli acidi grassi,
del metabolismo delle sostanze xenobiotiche, e della colesterolo e omeostasi del glucosio, che
puo facilmente spiegare alcuni delle risposte cellulari indotte dai PFAAS.

Nell’uvomo non ci sono rilevanti evidenze di epatotossicita conseguenti ad esposizione ai PFC
anche se, Bjork et al. (2011) riportano che anche epatociti primari umani esposti a PFOA
rispondono al trattamento con un aumento dei geni correlati all’attivazione del pathway PPAR-
a, come I’Acyl CoA ossidasi, ACOX 1, anche se in maniera molto inferiore rispetto agli
epatociti primari murini, forse per il fatto che i livelli di espressione basale di PPAR-a

nell’uvomo sono molto inferiori rispetto a quelli riscontrati nei modelli murini.

6. CANCEROGENESI E POSSIBILI MECCANISMI D’AZIONE

La letteratura ad oggi disponibile attribuisce ai PFCs un potenziale effetto cancerogeno specie-
specifico e evidente soprattutto nei modelli animali. Sono stati segnalati significativi aumenti
nell'incidenza di fibroadenoma mammario nei ratti esposti a dosi dietetiche di 30 0 300 ppm (
16,1 mg / kg / giorno ) di PFOA per 2 anni [US EPA 2005], e di adenoma epatocellulare in
ratti esposti a alte dosi di PFOS (1.5 mg/kg/giorno). Si registra anche un aumento significativo
nell'incidenza di tumori al fegato, adenomi, tumori a cellule acinose del pancreas e adenomi
delle cellule dei testicoli (Leydig) nei ratti esposti cronicamente a 300 ppmdi PFOA nella dieta
[Kennedy et al. 2004]. Nell’uomo sono riportate associazioni positive tra PFOA e tumore alla
prostata [Alexander et al. 2003, 2007] e PFCs e tumore al seno [Bonefeld-Jorgensen et al.
2011]. Studi di esposizione professionale hanno suggerito associazioni deboli tra I'esposizione
PFOA e il cancro alla prostata e l'esposizione PFOS e il cancro della vescica [ Alexander et al.
2003; Gilliland et al. 1993].

Molto poco chiari e controverse sono invece le ipotesi sui meccanismi d’azione dei per
fluorurati che porterebbero all’insorgenza del cancro.

| PFCs infatti sono sempre stati considerati agenti non genotossici, ma alcuni studi sembrano
invece attribuirgli un effetto mutagenico. Nei linfociti infatti APFO e in grado di indurre sia
aberrazioni cromosomiche che poliploidia [Murli et al. 1996; NOTOX 2000]. Un recente
studio condotto da Yao et al. (2005) riporta unaumento di rotture del genoma in cellule HepG2
esposte a PFOA e anche un aumento dose-dipendente della frequenza di micronuclei,
indicativo del fatto che si sono verificate rotture cromosomiche. Shabalina et al. (1999) hanno

invece notato la presenza di rotture del DNA in HepG2 esposte a PFOA utilizzando il test di
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TUNEL e colorazione del DNA con propidio ioduro. Anche Eriksen et al. (2010) hanno
evidenziato che I’esposizione al PFNA in cellule HepG2 causa un modesto aumento didanni al
DNA ma solo a concentrazioni citotossiche.

Studi condotti per la United States Environmental Protection Agency da un laboratorio
indipendente concludono invece che PFOA e APFO non sono in grado di indurre mutazioni in
linfociti umani o in cellule di ovaie di criceto cinese (CHO) [Lawler et al. 1995; Lawler et al.
1996]. Lo stesso laboratorio ha anche testato le proprieta mutagene in vivo di APFO
avvalendosi di studi micronucleo sul midollo osseo di topi [Hazleton et al. 1995; Murli et al.
1996a] con risultati negativi. Un altro potenziale effetto dell’esposizione ai PFC e
potenzialmente responsabile della mitagenicita dei questi composti e la produzione di Specie
Reattive dell’Ossigeno (ROS). La produzione di ROS indotta da agenti chimici o inquinanti
porta la cellula ad uno stato di stress ossidativo e conseguentemente a mutazioni geniche e
danni alla struttura del DNA, contribuendo ad alterare 1’espressione genica e [’attivita
enzimatica e di conseguenza anche la proliferazione e 1’apoptosi. Tutti questi effetti sono il
preludio allo sviluppo del cancro. Nell’uomo Hu et al. (2009) hanno notato che esponendo le
cellule Hep G2 umane a concentrazioni di 50-200 mmol/L (50-200 mmol/L) di PFOS e PFOA
siaveva la generazione di ROS. Effetto confermato anche da Panaretakas et al. (2001) i quali
hanno registrato una aumento di anioni superossido e perossido di idrogeno dopo 3 h di
esposizione alle stesse concentrazioni. Eriksen et al. (2010) hanno dimostrato che PFOA e
PFOS aumentano la produzione intracellulare di ROS di 1.52 e 1.25 volte rispettivamente in
cellule HepG2 anche se non in maniera concentrazione-dipendente ma i composti non
generano danni al DNA. Molti altri studi hanno verificato il coinvolgimento di ROS e stress
ossidativo nei tumori umani [Chen et al. 1992; Ikeda et al. 1993; Kato et al. 2001; Saito et al.
1990; Waalkes et al. 2000], il che indica che la generazione di ROS da parte dei perfluorurati
puo giocare unruolo nella carcinogenesi umana.

| PFCs sono pero indicati principalmente come agonisti dei recettori PPAR, una famiglia di
recettori nucleari di cui sono state identificate tre isoforme: a, B/6, y [Dreyer et al. 1992;
lesseman et al. 1990]. Questi recettori vengono attivati dai Proliferatori dei Perossisomi (PPs) i
quali sono statiassociati a processi di cancerogenesi nel fegato, infatti studi condotti su roditori
indicano che I’esposizione ai PPs induce epatomegalia, proliferazione dei perossisomi € ad un
aumento del catabolismo degli acidi grassi come risultato di un aumento dell’espressione dei
geni coinvolti nel trasporto lipidico e nella pB-ossidazione degli acidi grassi [Lazarow et al.,
1976; Reddy et al. 1975]; si verifica inoltre un 100% di incidenza di tumore al fegato nei
roditori [Reddy et al. 1980].

22



Diverse evidenze suggeriscono che i PFCs possano agire attraverso I’attivazione dei recettori
PPAR in particolare attivando I'isoforma a.

PPAR-a funziona come fattore di trascrizione appartenente alla via ligando-dipendente dei
recettori nucleari degli ormoni; dopo il legame con il ligando all’interno del citoplasma, PPAR-
a va incontro a modificazioni conformazionali che gli permettono di liberarsi dei co-repressori
ed entrare nel nucleo, in cui eterodimerizza con il recettore X retinoico ed avviene il legame
con specifiche regioni chiamate ‘elementi dirisposta ai PP’ nel promotore dei geni targets.
L’attivazione di PPAR-a pud produrre diversi effetti, come il mantenimento dell’omeostasi
lipidica inducendo I’espressione di geni perossisomiali ed enzimi mitocondriali coinvolti nel
metabolismo degli acidi grassi [Berger et al. 2002], regolazione del ciclo vita/morte della
cellula, aumento della proliferazione cellulare e diminuzione dell’apoptosi, inoltre sembra
associata a stress ossidativo e danni al DNA che possono essere implicati nella carcinogenesi
mediata dai PPs [Klaunig et al. 2003].

|PPARa ligand|

spazio extracellulare

citosol

'PPARa ligand|

[HSP90O | | XAP2]

———————{HSP90 | | XAP2|
[PPARGa]

[PPARal

citosol

nucleo

Figura 2: Meccanismo di attivazione di

[RxR ] LxR-a | PPAR-o. Abbreviazioni: PPAR-a ligand,
ligando del recettore attivato della

D:[}M proliferazione dei perossisomi; HSP90, heat
shock proteins; XAP2, co-chaperonina

sintesi acidi grassi molecolare; RXR, recettore X retinoico;
LXR-a, liver X receptor o, recettore
nucleare.

Dalla letteratura sappiamo che PPAR-a ¢ coinvolto in diversi effetti PFOA-mediati in ratti e
topi, e molti studi confermano che PFOA sia in grado di transattivare PPAR-a alterando
conseguentemente I'espressione di geni appartenenti ai diversi pathway ad esso correlati, in
particolare enzimi dell’ossidazione degli acidi grassi come ACOX 1 (Acyl CoA ossidasi),
enzima che caratterizza il primo step limitante della B-ossidazione, Ehhadh, e diversi geni
della famiglia dei citocromi P450 [Bjork et al. 2011; Rosen et al. 2009].
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Nell’uvomo pero gli effetti di derivanti dall’attivazione di PPAR-a ad opera dei PFCs sono
ancora controverse, infatti questo meccanismo non sembra avere lo stesso effetto che si
riscontra nei roditori. E stata infatti riscontrata una variazione nell’espressione di geni associati
al metabolismo dei lipidi anche in epatociti primari [Bjork et al. 2011], dopo esposizione con
PFOA in particolare, ma non proliferazione perossisomiale. Secondo Palmer et al (1998) cio €
dovuto al fatto che nell’uvomo i livelli di espressione di questo recettore sono molto inferiori
rispetto ai roditori oppure perché nell’uomo potrebbe indurre differenti risposte rispetto a
quelle riscontrate nei topi, come dimostrato da uno studio di Klaunig et al. (2003) in cui sié
visto che in topi PPAR-o umanizzati si aveva I'alterazione dei geni associati al metabolismo
dei lipidi ma non veniva indotta la proliferazione dei lipidi. Vista la scarsita di dati, questo
processo nell’uomo ¢ ancora sotto verifica.

La biogenesi mitocondriale & un altro ipotetico meccanismo d’azione. Starkov et al. (2002)
dimostrarono che PFOA e PFOS possono causare un leggero aumento della perdita protonica
intrinseca della membrana mitocondriale interna, che somigliava ad un cambiamento nella
fluidita di membrana, influenzando cosi il gradiente elettrochimico e la produzione di ATP.
Anche Berthiaume e Wallace nel 2002 notarono una diminuzione nell’attivita dell’ attivita della
citocromo ossidasi e un aumento del numero di copie di DNA mitocondriale dopo esposizione
a PFOA inducendo cosi unaumento della biogenesi mitocondriale, altro meccanismo associato
con lo sviluppo di tumori, in quanto pud portare a stress ossidativo e induzione di mutazioni
nel DNA.

Walters et al. (2009) hanno portato alla luce il fatto che PFOA sia in grado di trans attivare
anche un’altra isoforma dei recettori PP AR, ossia PPAR-y il quale ¢ coinvolto nella biogenesi
mitocondriale.

Un regolatore chiave dell’attivazione del pathway PPAR-y, e quindi della biogenesi
mitocondriale e della trascrizione dei geni mitocondriali, & il PPAR-y coattivatore-1a. (Pgc-1a
nel topo, PPARGC-1a nell’uomo). L’ipotesi ¢ che PFOA possa stimolare I’attivita di Pgc-1a
tramite attivazione diretta o indiretta di recettori nucleari PPAR oppure tramite cambiamenti
della bioenergetica percepiti da AMPK (AMP protein chinasi attivata).

Oltre legandosi direttamente al recettore nucleare, PFOA puo attivare il pathway di PPAR-y
anche indirettamente, come conseguenza dell’inibizione del metabolismo mitocondriale.
Questo puo portare ad unaccumulo intracellulare di acidi grassi nel fegato, i quali transattivano
PPAR-y e di conseguenza Pgc-1la. Quest’ultimo coattiva I’espressione del recettore o degli
estrogeni (Erra), principale induttore dell’espressione del fattore nucleare di respirazione 1 e 2
(Nrfl e Nrf2) [Ryan et al. 2007]. Entrambi stimolano la sintesi delle proteine mitocondriali
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codificate dal nucleo. Nrf2, inoltre, induce [I’espressione del fattore di trascrizione
mitocondriale A (Tfam), che ¢ richiesto per la replicazione dell’mtDNA ed e parte necessaria
al complesso di trascrizione mitocondriale [Parisi et al. 1991; Ryan et al. 2007]. Viene cosi
stimolata la biogenesi mitocondriale, forse come meccanismo compensatorio per ripristinare la
capacita mitocondriale di ossidazione degli acidi grassi.

| risultati ottenuti da Walters et al. (2009) indicano comunque che nei ratti la somministrazione
di PFOA si associa ad un’attivazione trascrizionale del pathway PPAR-y, con aumento
dell’espressione del gene Pgc-1a e stimolazione della biogenesi mitocondriale come dimostrato
dal raddoppio del numero di copie del’'mtDNA. La trascrizione dei geni per le proteine della
fosforilazione ossidativa (OXPHOS) codificati dal’mtDNA ¢ risultata essere 3-4 wvolte
maggiore rispetto alla trascrizione dei geni nucleari indicando una preferenza nella trascrizione
di mtDNA. L’aumento dell’espressione del gene Pgc-1a ¢ stato, inoltre, confermato anche a
livello proteico mediante Western Blot.

Nell’uomo non ¢ stato ancora identificato questo meccanismo.
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Figura 3: Pathway di Pgc-1a nei roditori e possibile modo di attivazione da parte di PFOA.

Pgc-la puo essere stimolato da PFOA tramite attivazione diretta o indiretta di recettori nucleari
PPAR oppure tramite cambiamenti della bioenergetica percepiti da AMPK. Abbreviazioni: PFOA,
acido perfluorottanoico; FFA, acidi grassi liberi; PPAR, recettore attivato della proliferazione dei
perossisomi; AMPK, AMP protein chinasi attivata; Pgc-la, recettore gamma coattivatore lo
proliferatore attivato dei perossisomi; Err-o, recettore o degli estrogeni; Nrfl e Nrf2, fattore

nucleare della respirazione 1 e 2; Tfam, fattore di trascrizione mitocondriale A.
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Negli ultimi anni, da studi epidemiologici e studi condotti su modelli animali sappiamo che
alcuni PFCs hanno caratteristiche estrogen-like, che possono legarsi ai recettori ormonali e
disturbare 'omeostasi ormonale. Gli ormoni sono interessati nell’insorgenza di diversi tumori,
pertanto anche lalterazione della segnalazione ormonale potrebbe rappresentare un possibile
meccanismo di cancerogenicita indotti da questi composti, ma questa ipotesi € ancora sotto
studio ed e necessario verificare come e se vengono alterate le vie di segnalazione a valle dei

recettori ormonali.

7.EFFETTI EPIGENETICI

Nonostante le conflittuali evidenze riguardo gli effetti genotossici, i PFCs sono considerati
agonisti dei recettori PPAR, i quali sono considerati come agenti non genotossici. Nonostante
cio diversi studi indicano che I'esposizione a questi composti alteri I’espressione di alcuni geni.
La modulazione dell’espressione genica pud avvenire anche attraverso alterazioni epigenetiche
come la metilazione. La metilazione del DNA ¢ un meccanismo che consiste nell’aggiunta di
gruppi metili alle cisteine presenti nei dinucleotidi CpG, poco rappresentati nel genoma umano,
ma concentrate nelle CpG island. Queste isole si estendono per circa 0,5-3 kb, e si trovano in
media ogni 100 kb nel genoma, spesso nella zona di promotore di geni (Cross & Bird 1995).
Infatti, circa la meta di tutti i geni nell'essere umano (circa 45 000 geni) contengono isole CpG
(Antequera & Bird 1993). L’alterazione epigenetica del DNA ¢ ereditabile, ma non altera la
sequenza nucleotidica, a differenza delle mutazioni genetiche (Feinberg 2001) rendendole cosi
potenzialmente reversibili (Baylin et al. 2001). La metilazione avviene ad opera di DNA-
metiltransferasi citosina-1 (DNMT1) [Bestor e Verdine 1994]. Questo enzima trasferisce un
gruppo metile dal donatore di metile, S-adenosilmetionina, al DNA nascente utilizzando un
DNA stampo emimetilato.

La metilazione del DNA gioca un ruolo importante in diverse meccanismi come I'inattivazione
del cromosoma X, lo sviluppo normale, la repressione della trascrizione genica , la
soppressione delle sequenze di DNA parassitarie, ma anche nell’insorgenza del cancro. [Heard
et al. 1997, Liet al. 1993, Weiss & Cedar 1997, Chan et al. 2000, Yoder et al. 1997]. Tramite
le alterazioni epigenetiche infatti pud essere regolata I'espressioni di geni che intervengono
nella cancerogenesi. Inoltre, le alterazioni epigenetiche sono considerate eventi precoci nella
carcinogenesi.

Dalla letteratura € noto che molti cancerogeni non genotossici come piombo, acetato,
pirazinamide e arsenico inorganico, mediano I'espressione genica alterando la metilazione del
DNA e inducendo tossicita epatica [Li et al. 2011; Kovalenko et al. 2007; Xie et al. 2007],
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probabilmente attraverso la deplezione del glutatione [Lee et al. 2009; Foley et al. 2009].
Recentemente, Wan et al. (2010) hanno riportano che I’esposizione prenatale a PFOS é
associata ad un’ipermetilazione del promotore del gene GSTP nei ratti. Nell’'uomo, trattamenti
con PFOA su epatociti immortalizzati (L02), non alterano la metilazione globale del DNA ma
viene comunque registrata una ipermetilazione dose risposta nel promotore di GSTP ed anche
un’up-regolazione dell’espressione di DNMT3A (per la sintesi de novo di 5SmdC da dC), p16
(per la regolazione del ciclo cellulare) e Acox (per il metabolismo dei lipidi) [Tianetal., 2012].
Da uno studio di Guerrero-Preston R. et al. (2010) risulta che I'esposizione prenatale a PFOA ¢
inversamente proporzionale a metilazione globale del DN A nel siero cordonale. Watkins D.J et
al (2014) osservano una consistente associazione positiva tra livelli di PFOS nel siero di 685
partecipanti allo studio e la percentuale di metilazione nelle regioni ripetute LINE-1 (Long
Interspersed Nuclear Element -1), un gruppo di sequenze retrotrasposoniche, la cui
ipermetilazione ¢ stata associata a instabilita genomica e rischio di cancro [Belancio et al.
2009, 2010]. Questa relazione non é presente con PFOA o PFNA. Ancora una volta possiamo
dire che gli studi presenti in letteratura relativi agli effetti sula metilazione derivanti
dall’esposizione a PFC nell’vomo sono molto pochi.

Si puo pero ipotizzare che i perfluorurati abbiano un effetto sulla metilazione e di conseguenza

anche sulla modulazione di alcuni geni.
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SCOPO DELLATESI

Nonostante i precedenti studi sperimentali ed epidemiologici, gli effetti dei composti
perfluorurati (PFCs) sulla salute umana rimangono tuttora controversi.

L’acido perfluorottano sulfonato (PFOS), e gia stato indicato come sospetto cancerogeno e
rispetto ad esso esiste un’ampia letteratura; per 1’acido perfluorottanoico (PFOA) & stata
segnalata la capacita di indurre tumori nei roditori (EPA 2002) e nel 2009 e stato iscritto
nell’elenco dei POPs (Persistent Organic Pollutants) da parte del’UNEP (United Nations
Environment Program). Al momento non esistono dati relativi all’effetto dell’acido
perfluorononanoico (PFNA). E’ stata verificata la presenza dei PFCs nel sangue cordonale e
nel latte materno, per cui & plausibile supporre che la loro stessa trasmissione sia la causa di
documentati danni al neonato quali minor peso alla nascita, minore lunghezza, circonferenza
addominale inferiore, carente sviluppo motorio.

Alla luce di queste evidenze lo scopo di questo studio é stato la valutazione degli effetti
biologici e molecolari dei composti perfluorurati PFOA e PFNA nelluomo per definire il
rischio derivante dall'esposizione a queste sostanze.

A tal fine, per valutare gli effetti biologici su ciclo cellulare e morte cellulare, sono state
utilizzate linee cellulari tumorali umane e primarie appartenenti a putativi organi target e sono
state esposte a concentrazioni crescenti di PFOA e PFNA nel range dei livelli sierici registrati
nella popolazione umana e usati in precedenti studi di tossicita dei PFCs.

Successivamente, per chiarire il possibile coinvolgimento dei pathways PPAR-a ¢ PPAR-y
nella risposta ai PFCs nell’uomo, come gia dimostrato nel topo, si sono valutati i livelli di
espressione dei geni ACOX 1 e PPARGC-10, mediatori dei due pathways, a diversi tempi di
esposizione ai trattamenti.

Infine, sono stati valutati gli effetti epigenetici, in particolare la metilazione globale e
genespecifica, su linee cellulari primarie di epitelio mammario allo scopo di individuare
eventuali variazioni nei livelli di metilazione su promotoridi geni markers del tumore al seno e
geni chiave dei pathway del ciclo cellulare, apoptosi, pathway di PPAR e metabolismo degli
acidi grassi, metabolismo degli estrogeni.

Il presente studio e stato effettuato presso il Laboratorio di Oncologia ed Ematologia Pediatrica
‘Lalla Seragnoli’ U.O. Pediatria Pession del Policlinico Sant’Orsola-Malpighi di Bologna in
collaborazione con il professor Rafael Guerrero-Preston del laboratorio di Head and Neck

Cancer Research, Department of Otolaringology della Johns Hopkins University.
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MATERIALI E METODI

1. COLTURE CELLULARI

In questo studio sono state utilizzate quattro linee cellulari tumorali umane appartenenti a diversi
tessuti: Molm-13 (leucemia acuta mieloide umana), RPMI 8402 (leucemia acuta linfoblastica
umana a immunofenotipo T), HeLa (carcinoma della cervice umana), HepG2 (epatoma umano).
Sono anche state utilizzate cellule primarie: WBC (whole blood cells), HMEC (cellule primarie di
epitelio mammario), MCF12A (cellule primarie di epitelio mammario immortalizzate).

Tutte le linee cellulari tumorali sono state cresciute in mezzo di coltura costituito da RPMI 1640
(GIBCO) con 10% di siero fetale bovino scomplementato (FBS, Invitrogen), 2mM L-glutammina
(GIBCO), 100U/ml penicillina e 100 g/ml di streptomicina (GIBCO). Le HMEC sono state
cresciute con terreno HUMEC ready medium costituito da HUMEC Basal serum free medium e da
HUMEC supplement kit contenente epidermal growth factor, hydrocortisone, isoproterenolo,
transferrina, insulina, estratto pituitario bovino. Le MCF12A sono state cresciute con terreno
MEGM™ Mammary Epithelial Cell Growth Medium con epidermal growth factor, hydrocortisone,
isoproterenolo, transferrina, insulina, estratto pituitario bovino. Le WBC sono state ricavate da
Buffy coat tramite Ficoll, cresciute in fiasche con terreno Gibco® PB-MAX™ Karyotyping
Medium RPMI 1640 medium, contenente Fetal Bovine Serum (FBS), L-glutamine, e
phytohemagglutinin (PHA).

Tutte le linee sono state mantenute in incubatore umidificato a 37°C in atmosfera costituita da 5%
di CO2. Le cellule sono state coltivate in fiasche T25 o T75 (FALCON). Le cellule in adesione
sono state trapiantate ogniqual volta arrivavano a confluenza applicando un veloce lavaggio in PBS
1X e un’esposizione di 5 minuti in tripsina 1X e EDTA. Nelle linee primarie la tripsina ¢ stata
neutralizzata tramite Tripsine Neutralizer Solution (Gibco) seguita da centrifugazione e
risospensione in terreno adatto. Le cellule in sospensione sono state semplicemente centrifugate e

risospese in terreno nuovo.

2. TRATTAMENTI

Le cellule utilizzate nei saggi di vitalita e propidio ioduro sono state trattate con 8 dosi seriali
di acido perfluorottanoico (PFOA) e acido perfluorononanoico (PFNA) (Sigma-Aldrich®)
(Concentrazioni finali: 3.12 nM, 312 nM, 3.125 uM, 31.25 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM,
500 uM) in un range che comprende ampiamente le concentrazioni minime riscontrate nel

siero umano e nel latte materno.
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Le soluzioni madre di PFOA e PENA (600 mM) sono state ottenute sciogliendo i reagenti in
DMSO (Dimetil solfossido).

Le diluizioni seriali per raggiungere le concentrazioni riportate sopra sono state ottenute
utilizzando il terreno di coltura e sono state preparate al momento del trattamento.

| controlli sono stati trattati con terreno di coltura a cui é stata aggiunto il DMSO alla piu alta
concentrazione utilizzata nelle dosi delle sostanze testate (0.08%). Il DMSO allo 0.08% non é
risultato essere tossico.

Per le HMEC e MCF12A e stato utilizzato un range di concentrazione piu ristretto (15.6 uM,
31.25 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 pM).

3. DERMINAZIONE DELLA VITALITA’ CELLULARE CON WST-1

La vitalita cellulare delle colture dopo trattamento con i PFCs é stata valutata utilizzando il
Cell Proliferation Reagent WST-1, un saggio colorimetrico a base di WST-1 (4-[3-(4-
lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate). Il WST-1 é un sale di
tetrazolio che viene ridotto a sale di formazano dalle succinato-tetrazolio reduttasi presenti nei
mitocondri delle cellule vitali.

La quantita di sale di formazano prodotto e direttamente correlabile al numero di cellule
metabolicamente attive e di conseguenza all’attivita delle deidrogenasi mitocondriali presenti
nel campione e pud essere quantificata attraverso misura dell’assorbanza alle lunghezze
d’onda di 450-750 nm.

Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti in numero diverso in base al tipo
cellulare. L’ esperimento ¢ stato condotto in triplicato per ogni concentrazione di composto. Per
ogni linea e time points, ’esperimento € stato condotto in quadruplicato .

Le cellule in adesione, dopo la semina, sono state incubate in terreno di crescita per almeno 24
ore prima dell’aggiunta dei composti, mentre le cellule in sospensione sono state lasciate in
incubazione per almeno 2 ore prima del trattamento.

Dopo 24, 48 e 72 ore di trattamento, sono stati aggiunti 10pl di WST-1 per pozzetto e le piastre
sono state conservate a 37°C in atmosfera costituita da 5% di CO». Dopo 2 ore di incubazione,
si & proceduto con la lettura delle piastre al lettore SpectraMAX, M2 molecular devices,
misurando I'assorbanza a 450 nm e a 750 nm. Dalla differenza delle letture alle 2 lunghezze
d’onda si sono ottenuti per ciascun pozzetto valoridi assorbanza correlati alla vitalita cellulare.
La percentuale di inibizione cellulare dopo trattamento € stata calcolata dal rapporto dei valori

di assorbanza delle cellule trattate verso i controlli non trattati. I grafici dose-risposta sono stati
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ottenuti utilizzando GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA). L’analisi statistica €
stata effettuata tramite paired t test, P < 0.05.

4. DETERMINAZIONE DEL CICLO CELLULARE E APOPTOSI
TRAMITE PROPIDIO IODURO

Il ciclo cellulare e la morte cellulare sono stati analizzati marcando le cellule con ioduro di
propidio (PI), un colorante fluorescente che si intercala al DNA ogni 4-5 paia di basi,
marcandolo in maniera quantitativa. L’intensita di fluorescenza correla pertanto con la quantita
di DNA presente nelle cellule marcate da Pl permettendo di distinguere le varie fasi del ciclo
cellulare e I’apoptosi.

Le cellule in fase G1 sono infatti caratterizzate dalla presenza di una unica copia di DNA,
quelle in fase G2/M da due copie, mentre le cellule in fase S sono caratterizzate da un
quantitativo intermedio tra aploide e diploide poiché sono nella fase di replicazione del DNA.
La fase subG1 invece presenta un quantitativo inferiore di DNA rispetto alla fase G1, essendo
rappresentata da DNA degradato o cellule con contenuto ipoploide di DNA rispetto alle
cellule sane.

Le cellule sono state seminate in fiasche di coltura e trattate con PFOA e PFNA dopo 24 ore
dalla semina per le cellule in adesione e 3 ore per le cellule in sospensione. Dopo 24, 48 e 72
ore di trattamento, le cellule sono state staccate dalle fiasche di coltura tramite tripsina 1X ed
EDTA oppure semplicemente raccolte nel caso delle cellule in sospensione ed in seguito lavate
in PBS 1X. Per ogni campione sono state prelevate 5x10° cellale e fissate con etanolo al 70%
per 30 minuti in ghiaccio o conservate a -20°C per giorni. E stato poi eliminato I’etanolo e
sono stati aggiunti 50 puL di RNasi A (10 ug/ml) e 400 uL di soluzione ipotonica contenente PI
(PI 50 pg/ml e PBS 1X) ed incubati per 1 ora a 4°C al buio in accordo con il protocollo.
L’etanolo al 70% funge da fissativo, mentre 1’RNasi elimina tutti i filamenti di RNA che
potrebbero interferire con la lettura, poiché il PI si intercala anche al’RNA. La fluorescenza
emessa dallo ioduro risultera proporzionale alla quantita di DNA cellulare.

L’acquisizione dei dati relativi alla fluorescenza ¢ stata operata mediante citofluorimetro
FACSCANTO II il cui laser eccita il campione ad una A di 488 nm. L’analisi ¢ stata effettuata
tramite Software FACSDiva.

5. ESTRAZIONE RNA

L’estrazione dell’RNA Per l'analisi di espressione genica ¢ stata effettuata con RNeasy Mini

Kit della Qiagen. Dopo i trattamenti le cellule sono state raccolte, lavate in PBS 1X e
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pellettate, quindi si € proceduto con I’estrazione dell’RNA sulla base del protocollo. L’RNA ¢
stato eluito aggiungendo 30 ul di acqua Rnase-free. L’RNA totale di ciascun campione ¢ stato

guantificato tramite lettura al NanoDrop ND-1000 e conservato a -80°C.

6. ESTRAZIONE DEL DNA TRAMITE FENOLO CLOROFORMIO-8
(PC-8)

Dopo i trattamenti le cellule sono state raccolte e lavate in PBS 1X e digeriti in 3 ml di SDS-
TE (tris HCI 1M pH 9, EDTA 0.5M pH 8, NaCl 5M, DI water, SDS 1%) con 0,02% di
Proteinase K. | campioni sono stati incubati a 48°C per 3 giorni aggiungendo due volte al
giorno 5 pul di Proteinase K 2%. Dopo i 3 giorni € stato aggiunto il PC-8, vortexato per 40
secondi e dispensato negli appositi vacutainer tube (Quiagen). In seguito centrifugato per 15
minuti a 2000 rpm. Lo strato organico viene poi aggiunto ad una soluzione contenente etanolo
100%, ammonio acetato 7,5M e glicogeno per far precipitare il DNA e viene messo a decantare
a-20°C per almeno due ore per poi essere centrifugato 45 minuti a 5100 RPM, e lavato 2 volte
in etanolo 70%. Il pellet viene lasciato asciugare e risospeso in 30 pl di LoTE (acqua distillata,
TrisHCI1 1M pH 9, EDTA 0.5M pH 8). 11 DNA e stato quantificato tramite lettura al NanoDrop
ND-1000 e conservato a -20°C.

7. RETROTRASCRIZIONE, RT-PCR

L’RNA ottenuto ¢ stato retrotrascritto a cDNA utilizzando la trascrittasi inversa della Roche.

0.5-1 pg di RNA per campione sono stati preparati in HoO RNAase free per un volume finale
di 12 pul. AI’RNA sono stati aggiunti Oligo dT primers secondo protocollo, il tutto é stato
incubato a 65°C per 10 minuti nel termociclatore. Dopo incubazione, 7 pul di mix contenente
4.0 pl di 5X Reaction buffer, 0.5 pl di RN Aase inhibitor 40U/ul, 2.0 pl di dNTPs (10mM
ognuno), 0.5 pl di Reverse Transcriptase 20 U/ul sono stati aggiunti alla miscela RNA/Oligo
dT primers per un volume finale di 20 pl I campioni sono incubatia 50°C per 60 minuti ¢ poi

a 85°C per 5 minuti; in seguito sono stati conservatia -20°C.

8. REAL TIME PCR

La PCR quantitativa e stata realizzata utilizzando la metodica SYBR Green tramite lo
strumento LightCycler® 480 (Roche).
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Questo saggio di quantificazione si basa sull’incremento della fluorescenza, in seguito ad
amplificazione del templato, causato dalla molecola SYBR Green legata al DNA a doppio
filamento. A termine dell’amplificazione, per ogni campione si ¢ calcolato il “valore del ciclo
soglia”, Ct, proporzionale alla quantita di templato dipartenza.
La Real-Time ¢ stata eseguita partendo da 1ul di cDNA, ottenuto come precedentemente
descritto, a cui sono stati aggiunti 12.5 pldi FastStart SyBr Green Master Mix 2X (Roche), 0.2
uM diprimer senso e 0.2 uM di primer antisenso e H,O per un volume finale di 25 pl
Come gene di controllo endogeno per la normalizzazione dei dati e stato utilizzato il gene
housekeeping glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Per I’amplificazione
delle diverse sequenze geniche sono state utilizzate le seguenti coppie di primers, disegnati
utilizzando il software Primer Express e controllati su Blastn:
e PPARGC-la

primer s (5°-3”) 5’-ACCAGCCTCTTTGCCCAGAT-3’

primer as (5°-3”) 5>-AAATGAGGGCAATCCGTCTTC-3’

e ACOX1
primer s (5°-3°) 5’-GGGACCCATAAGCCTTTGCC-3°
primer as (5°-3") 5’>-GCCTTAGACAGAGCCCGAGC-3’

e GAPDH
primer s (5°-3") 5-CCAATATGATTCCACCCATGGC-3’
primer as (5°-3°) 5°-CTTGATTTTCGAGGGATCTCGC-3’

Per ogni campione, la reazione di amplificazione ¢ stata effettuata in duplicato e I’analisi
successiva e stata effettuata calcolando la media dei valoridi Ct ottenuti per pozzetto.

Le condizioni di PCR per I'amplificazione dei cDNA PPARGC-1a e ACOX 1 sono: 10 minuti
a 95°C per I’ attivazione della polimerasi e (95°C 15 secondi, 62°C 30 secondi, 72°C 30
secondi) per 40 cicli. Per 'amplificazione del gene GAPDH la temperatura di annealing ¢ di
60°C.

| dati grezzi di espressione genica sono stati elaborati per un’analisi quantitativa relativa
calcolando a partire dai valori soglia (ct), 1 ACt, 1 AACt e 1 Ratio. Intendiamo per valore soglia
il ciclo della PCR in cui viene rilevato un aumento significativo della fluorescenza. I ACt sono

determinati dal rapporto del valore medio dei Ct del gene in esame rispetto al valore medio dei
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Ct del gene di controllo endogeno, nella fattispecie GAPDH. I AACt rappresentano il rapporto
tra il ACt del campione di interesse e il ACt del campione rispetto al quale si intende valutare la
differenza del livello di espressione, nello specifico i campioni controllo. 11 Ratio é il livello di
espressione del gene di interesse verso il controllo, dato da 2 (A4

Il livello di espressione dei trattati viene considerato convenzionalmente diverso quando
differisce di almeno 2 volte dal livello di espressione del controllo (fold change >2). L’analisi

statistica é stata effettuata tramite one-way ANOVA con test di Dunnet (P < 0.05).

9. DETERMINAZIONE DELLAMETILAZIONE GLOBALE

La quantificazione della metilazione € stata condotta attraverso il kit ELISA Methylflash
Methylated DN A quantification (colorimetric). Quest’ultimo ¢ un high-throughput kit che
permette di misurare la metilazione globale utilizzando un minimo di50 ng di DNA genomico.
60-100 ng di DNA sono stati diluiti in binding buffer ed incubati a 37°C per 90 minuti. |
campioni sono stati poi incubati con capture e detection anticorpi e in seguito letta
I’assorbanza a 450 nanometri con SpectraM AX M2e, Molecular Devices. La quantita di DNA
metilato ¢ proporzionale all’intensita degli OD misurata. La quantita assoluta di DNA metilato
¢ stata quantificata come da protocollo tramite 1’utilizzo di una curva standard plottando gli

OD vs 5 diluizioni seriali di DNA controllo, completamente metilato (1-10 ng).

10. GENOME WIDE METHYLATION TRAMITE COMPREHENSIVE
HIGH-THROUGHPUT ARRAYS FOR RELATIVE METHYLATION
(CHARM)

La Comprehensive High-throughput Arrays for Relative Methylation (CHARM) e una
piattaforma sperimentale che e stata recentemente sviluppata per valutare la metilazione del
DNA (DNAm) sull’intero genoma con approccio analitico. Questa piattaforma comprende la
grande maggioranza delle sequenze potenzialmente metilate che sono mancanti nei promoter o
CpG island arrays ed ¢ in grado di riconoscere la metilazione sull’intero genoma con una
sensibilita del 100% e una specificita del 90%.

Il DNA ¢’ stato estratto tramite fenolo cloroformio dai campioni controllo ed esposti a
concentrazione di 31,25 uM dopo 72 ore diesposizione. Il DNA e stato in seguito frammentato
tramite Diagenode Bioruptor®, in modo da produrre frammenti di lunghezza compresa tra
200 e 800 bp. I frammenti di DNA metilati sono stati isolati tramite immunoprecipitazione
(methylated DNA immunoprecipitation, MeDIP, Diagenode) con anticorpo specifico per le 5-

methyl cystidine. Dopo essere stati purificati tramite IPure kit (Diagenode) i campioni metilati
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ed i campioni controllo (input) sono stati amplificati utilizzando il kit Whole-Genome
Amplification (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO) e purificati tramite Quick PCR Purification Kit
(Qiagen). Gli amplificati degli imput e degli immunoprecipitati ottenuti sono stati marcati in
maniera differente e ibridizzati agli array NimbleGen 2.1 M feature CHARM microarray
(Roche-NimbleGen) come indicato nel protocollo. Questi array coprono 2,1 milioni di siti CpG
presenti sull’intero genoma. Gli arrays sono stati scannerizzati con NimbleGen MS 200
Microarray Scanner ed i dati sono stati estratti con software DEVA. L’analisi dei dati ¢ stata
fatta incrociando i risultati ottenuti tramite BioC 2.6 (R-2.11) e BioC 2.13 (R-3.0) per
identificare le regioni DMRs. Per I’analisi preliminare sono stati confrontati i picchi di
fluorescenza tra controlli e trattati. Sono stati considerati due gruppi, uno dei controlli e uno dei
trattati. Da entrambi i gruppi sono stati eliminati i geni metilati in entrambi i gruppi, in modo
da ottenere solo i geni che acquisivano metilazione dopo I'esposizione o quelli che venivano
demetilati dopo [I’esposizione. Sono stati considerati fortemente metilati quelli che
presentavano picchi superiori ad un valore di 4 e che non risultavano metilati nel controllo,
mediamente metilati quelli con valore di picco compreso tra 2 e 3, e debolmente metilati quelli
con valoridi picco inferioria 2.

In particolare sono stati valutati i livelli di metilazione di 35 geni solitamente metilati nel
tumore al seno (TP53, TP73, SFRP1, SFRP2, RASSF1, BRCAL, BRCA2, TIMP3, SASHI,
GNE, WT1, HSD17B4, HCK, ARAF, EPHA2, GUCY2F, IGFBP7, PAX6, PSAT1, GBP4,
SFN, E-caderina, GSTP1, BRCA3, CDKN1A, RARB2, APC, ESR1, ESR2, P16, P15,
NOTCH2, CDH1, PGR, PPP2RB2, ABCBL), e geni chiave appartenenti ai pathway del ciclo
cellulare, apoptosi, pathway di PP AR e metabolismo degli acidi grassi, pathway degli estrogeni

e androgeni.
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RISULTATI

1. SAGGI DI VITALITA’

| dati sulla vitalita cellulare relativi a tutte le linee tumorali in seguito a trattamento con PFOA
dopo 48 e 72 ore di trattamento, rivelano una diminuzione significativa della vitalita solo alla
concentrazione di 500 pM ad entrambi i tempi di incubazione col composto. Nel caso delle
MOLM-13, MCF-7 e HEPG2 T'effetto ¢ tempo dipendente. Solo nelle HEPG2 si verifica un
calo della vitalita significativo fino a circa il 20% anche alla concentrazione di 250 uM al
secondo time point, raggiungendo una vitalita vicina allo 0 alla concentrazione piu alta (Figura
4).
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Figura 4: Vitalita cellulare espressa in percentuale per tutte le linee considerate in presenza di
dosi crescenti di PFOA. Analisi statistica tramite paired t test (* P<0.05;** P<0.01;***
P<0.005).
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In presenza di PFNA in tutte le linee cellulari tumorali si ottiene un calo della vitalita pari a
circa il 100% alla concentrazione piu elevata. Questa molecola sviluppa comunque un
maggiore effetto rispetto al PFOA in quanto determina una diminuzione della vitalita anche
alla concentrazione di 250 uM in maniera tempo dipendente e significativa su tutte le linee
tranne nelle MOLM-13. La linea cellulare che sembra subire maggiormente 1’effetto della
molecola e quella delle HEPG2 in cui si nota un effetto tempo dipendente anche alla

concentrazione di 125 pM (Figura 5).
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Figura 5.: Vitalita cellulare espressa in percentuale per tutte le linee considerate in presenza di dosi
crescenti di PFNA. Analisi statistica tramite paired t test (* P<0.05,** P<0.01,;*** P<0.005 ).

Riguardo alle cellule primarie, le WBC reagiscono alla presenza di prefluorurati in maniera
simile alle due linee emopoietiche tumorali considerate. In presenza di PFOA si verifica un
calo della vitalita cellulare di circa il 40% alla concentrazione piu elevata in maniera tempo
dipendente. Anche su queste cellule il PFNA ha un effetto maggiore inducendo il 100% di
mortalita alla concentrazione piu alta ad entrambi i time point ed inducendo un lieve calo della
vitalita anche a 250 pM. (Figure 6-7). Situazione ampiamente differente si verifica nelle
HMEC e MCF12A. Per queste due linee é stato valutato un range inferiore di concentrazioni

che comprende comunque le dosi che sono risultate essere maggiormente significative nella
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%vitalita cellulare

linea tumorale appartenete allo stesso tessuto e considerando anche concentrazioni presenti
nella popolazione cronicamente esposta ai composti, e sono stati considerati tre time point:
24h, 48h e 72h. Dopo trattamento con PFOA mostrano una diminuzione significativa a
concentrazioni > 62,5 uM dopo 48 e 72 ore di esposizione in maniera dose dipendente e tempo
dipendente per entrambe le linee cellulari considerate. L’ effetto maggiore si nota alla dose piu
elevata (125 uM) dopo 72 ore di esposizione, in cui Si raggiunge una percentuale di vitalita
parial 52% * 1.8 nelle MCF12A e pari al 44%+10.2 nelle HMEC (figure 6-7). Non si nota

nessun effetto alla minore concentrazione considerata (15.6 uM) su entrambe le linee cellulari.
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Figura 6: Vitalita cellulare espressa in percentuale per tutte le linee considerate in presenza
di dosi crescenti di PFOA. Analisi statistica tramite paired t test (* P<0.05,;** P<0.01,*** P<0.005).

I PFNA mostra un effetto dose dipendente e tempo dipendente sulla vitalita cellulare ma piu
elevato rispetto al PFOA, esercitando il suo effetto gia a concentrazioni >a 31,25 uM e gia alle
24 ore alle concentrazioni piu elevate (62.5 uM, 125 uM) in entrambe le linee cellulari
L’effetto maggiore si nota alla dose piu elevata (125 uM) dopo 72 ore di esposizione, in cui Si
raggiunge una diminuzione della vitalita vicina al 100% in entrambe le linee. Anche in questo

caso non cisono variazionisignificative alla concentrazione minore.
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Figura 7: Vitalita cellulare espressa in percentuale per tutte le linee considerate in presenza di dosi
crescenti di PFNA. Analisi statistica tramite paired t test (¥ P<0.05;** P<0.01,*** P<0.005 ).

2. CICLO CELLULARE E APOPTOSI

Per identificare i meccanismi alla base di questa inibizione sono stati valutati ciclo cellulare e
apoptosi con saggio con propidio ioduro valutando anche il quantitativo di cellule in fase
subG1. Considerando gli effetti ottenuti da entrambi i perfluorurati in vitalita cellulare e
tenendo conto del fatto che la concentrazione di 500 pM e difficilmente riscontrabile nel
sangue, siero e latte materno, si e deciso di valutarne gli effetti su un range piu ristretto di
concentrazioni anche nelle linee cellulari tumorali (31.5uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM). Le
linee tumorali, le HMEC e le WBC sono state esposte per 48 ore ai composti, mentre le
MCF12A per 24, 48 e 72 ore. Nelle due linee emopoietiche tumorali (MOLM-13 e RPMI18402)
si nota un aumento di cellule in fase G1 solo in presenza di PFNA alla concentrazione di 250
uM. L’effetto ¢ piu evidente nelle RPMI8402 in cui si ha un aumento del 20% della fase Gl1.
Diverso ¢ I'effetto su MCF7 ¢ HEPG2. In tutte e due le linee si verifica un aumento di cellule
in fase G1 alla concentrazione di 250 UM sia in presenza di PFOA, sia in presenza di PFNA.
L’effetto ¢ maggiore nelle HEPG2 (circa 20%). In nessuna delle linee sopra citate si registra un
aumento significativo di cellule in fase subG1l (Figura 8). Riguardo alle cellule primarie, le

WBC non mostrano variazioni nelle fasi del ciclo cellulare per entrambi i PFC. A causa del
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limitato numero, capacita proliferative e tempo di vita tipico delle cellule primarie, i
cambiamenti relativi alle varie fasi del ciclo cellulare nelle HMEC sono stati effettuati solo
dopo le 48 ore di esposizione per entrambi i PFC, mentre per le MCF12A la valutazione e’
stata effettuata a tutti e 3 i time point ed in entrambe le linee sono state utilizzate
concentrazioni da 15,6 pM a 125 pM. Inentrambe le linee cellulari, dopo esposizione a PFOA
non si rileva un significativo aumento di cellule in fase subG1l ma piuttosto un aumento di
cellule in fase G1, in particolare alle concentrazioni di 62,5 pM e 125 pM. Nelle MCF12A
I’aumento sembra essere tempo dipendente. Il PFNA sembra invece avere un effetto diverso.
Infatti nelle MCF12A, alle concentrazioni 15,6 UM, 31,2 uM si nota una aumento delle cellule
in fase G1, ma non alle concentrazioni piu elevate in cui tutte le fasi del ciclo sono
paragonabili ai controlli. Al contrario, dall’osservazione al microscopio ottico si nota un
crescente numero di cellule morte, specialmente alle concentrazioni 62,5 uM e 125 uM, dopo
48 e 72 ore di esposizione, come confermato anche dai saggi di vitalita, ma dall’analisi del
ciclo cellulare risulta esserci solo un lieve aumento, inferiore al 5%, di cellule in fase sub G1
(Figura 9).
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3.EFFETTI MOLECOLARI

Al fine di valutare un possibile rischio genotossico successivo all’attivazione dei recettori
PPAR-a ¢ PPAR-y, ¢ stata valutata in Real-Time PCR 1’espressione genica di ACOX1 (Acetil
CoA Ossidasil) coinvolto nel pathway PPAR-a, ¢ di PPARGC-1a (PPARY co-activator 1a)
mediatore del pathway PPAR-y.

L’espressione di questi geni é stata valutata solo sulle linee cellulari tumorali dopo 48 ore di
trattamento con le dosi piu alte di PFOA e PENA (31.25 uM, 62.5 uM, 125 puM, 250 uM).
L’analisi statistica ¢ stata effettuata tramite one way ANOVA, con Test di Dunn considerando
un P value < 0.05.

Nell’analisi del livello di espressione di PPARGC1-a in risposta ai trattamenti, sono state
escluse le Molm-13 per assenza diespressione basale del gene di interesse.

Dai dati ottenuti si evidenzia che nelle MOLM-13 il PFOA induce unaumento di espressine di
ACOX1, a tutte le concentrazioni rispetto al controllo ma statisticamente rilevante solo alla
concentrazione di 62.5 uM. Nelle RPMI8402 si verifica un aumento dell’espressione dello
stesso gene in presenza di PFNA. In presenza di PFOA pare delinearsi un calo dell’espressione
non supportato pero dal trend della concentrazione piu alta. Nelle HEPG2 e nelle MCF-7 non
si verificano variazioni significative nell’espressione di ACOX1 in presenza di PFOA, nelle
MCF-7 si pud comunque notare un trend di overespressione in presenza di PFNA, seppur non
significativo (Figura 10).

PPARGC-1a risulta essere overespresso in presenza di PFNA nelle RPMI8402, trend che si
evidenzia anche nelle MCF-7 con rilevanza statistica alla concentrazione di 250 uM (Figura
11) che pero potrebbe essere una conseguenza del fatto che a queste concentrazioni iniziano a
verificarsi eventi di morte cellulare.

Nelle HEPG2 sievidenzia un andamento di aumento dell’espressione in presenza di PFOA.
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Figura 10: valutazione dell’espressione genica di ACOXI su tutte le linee considerate. L’analisi
statistica e stata effettuata tramite one-way ANOVA con test di Dunnet ( * P<0.05).
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Figura 11: valutazione dell‘espressione genica di PPARGCl o su tutte le linee considerate. L analisi
statistica ¢ stata effettuata tramite one-way ANOVA con test di Dunnet ( * P<0.05).

4. EFFETTI EPIGENETICI

Gli effetti epigenetici sono stati valutati solo sulle cellule primarie HMEC e MCF12A. Queste
due linee sono state scelte poiché sono le uniche che mostravano risultati significativi sia negli

esperimenti di vitalita che nel ciclo cellulare dopo esposizione ad entrambi i PFC.

4.1 Metilazione globale
La valutazione della percentuale di metilazione globale é stata effettuata tramite Methylflash

Methylated DNA Quantification Kit (Colorimetric), un kit ELISA che permette di quantificare
sia il DNA metilato sia il DNA idrossimetilato. Per questo esperimento le cellule sono state
esposte per 24, 48 e 72 ore e sono state utilizzate le due concentrazioni piu basse (15,6 UM,

31,2 pM e 47 pM) per entrambi i composti considerati, concentrazioni in cui le cellule
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mostravano percentuali alte di vitalita cellulare e molto vicine alle concentrazioni rilevate nel
siero di lavoratori cronicamente esposti (Figura 12).

Entrambe le linee cellulari non hanno mostrato cambiamenti significativi nei livelli di
metilazione rispetto ai controlli dopo esposizione a PFOA e a PFNA a nessuno dei time point
considerati, sebbene si possa rilevare un trend di crescita tempo dipendente e dose dipendente
in presenza di PFNA su entrambe le linee cellulari. Questi risultati sono in accordo con i
risultati presenti in letteratura ottenuti da Tian etal. (2011).
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Figura 12: metilazione globale del DNA dopo esposizione a PFOA e PFNA (15,6 uM; 31,25 uM; 47
M) nei tre tempi di esposizione.
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4.2 Genome wide methylation, risultati preliminari

La metilazione sull’intero genoma ¢ stata valutata tramite CHARM assay e sono stati utilizzati
i campionidi MCF12A controllo ed esposti alla concentrazione di 31,25 uM di entrambi i PFC
per 72 ore.

L’analisi ¢ stata condotta esaminando 1 valori di picco di fluorescenza di tutti i campioni. Sia
nel gruppo dei controlli che nei trattati sono stati eliminati quei geni che erano presenti in
entrambi i gruppi e quindi metilati in entrambi i gruppi. In questo modo nel gruppo dei trattati
sono presenti solo i geni che non erano metilati prima del trattamento, mentre nel gruppo dei
controlli solo i geni che perdono metilazione dopo il trattamento. | picchi sono stati divisi in
alto livello di metilazione (peaks>4.0), medio (tra 3 e 4), e basso (peaks <2). Sono stati
analizzati i livelli di metilazione di 35 geni solitamente ipermetilati nel tumore al seno (TP53,
TP73, SFRP1, SFRP2, RASSF1, BRCAL, BRCA2, TIMP3, SASHI, GNE, WT1, HSD17B4,
HCK, ARAF, EPHA2, GUCY2F, IGFBP7, PAX6, PSATL1, GBP4, SFN, E-caderina, GSTP1,
BRCA3, RARB2, APC, ESRI1, ESR2, P16, P15, NOTCH2, CDHI1, PGR, PPP2RB2, ABCBI).
[Dobrovic &Simpfendorfer 1997; Bachman et al. 1999, X Yang et al 2001; Zeller C. et al
2003; Kaneuchi M. et al 2005; Veeck J et al 2006; Veeck J. et al 2008; Ronneberg et al 2011,
Warwich J. Locke and SusanJ. Clark, 2012; Bue D. et al 2013; Fleischer T. et al 2013] Inoltre
¢ stato valutato il livello di metilazione di geni appartenenti ai pathway dell’apoptosi, ciclo
cellulare, pathway di PPAR e metabolismo degli acidi grassi, metabolismo degli estrogeni e
androgeni sia nei trattati che nei controlli.

Dall’analisi preliminare risulta che sia nei campioni trattati con PFOA che nei camp ioni trattati
con PFNA 21 dei 35 geni indicati in letteratura come biomarker per il tumore al seno risultano
ipermetilati (Tabella 2). La maggior parte di questi presenta valori di picco medio bassi,
compresi tra 2.29 e 4, mentre TP53, SFRP1 e RASSF1 nel trattato con PFNA (rispettivamente
4.7813; 4.2881; 4.7728) e WT1, TIMP3, IGFBP7 e GBP4 nel trattato con PFOA
(rispettivamente 4.7255; 4.1493; 4.0309; 4.6223) presentano livelli di metilazione superiori a 4
(Tabella 2).

Oltre a questi geni, si rileva un aumento di metilazione anche di ERGIC2 (PFNA: 4.2881,
PFOA: 2.4924) molto piu evidente in presenza di PFNA, il quale € una proteina nucleare,
down regolata nel tumore alla prostata (Kwok et al., 2001). Non risulta nessuna variazione nei
livelli di metilazione sui recettori estrogenici ne per nessuno dei geni della famiglia delle DNA
metiltrasferasi (DNMTSs) ne nei controlli ne nei trattati. Solo DNMT3L (DNA (cytosine-5)-
methyltransferase 3-like) risulta essere metilato nel controllo ma non nei trattati (CTR PFNA:
2,9434; CTR PFOA:2,6931).
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Sono stati inoltre considerati i livelli di metilazione di geni appartenenti a pathway su cui
potrebbero agire i composti perfluorurati: ciclo cellulare, apoptosi, pathway di PPAR e
metabolismo degli acidi grassi, metabolismo degli estrogeni.

Confrontando i controlli con i trattati si evidenzia un aumento di geni metilati appartenenti a
tutti i pathway dopo trattamento. Per il ciclo cellulare si registra un aumento della metilazione
per E2F2 (E2F transcription factor 2) maggiore in presenza di PFNA (PFNA: 3.4746; PFOA:
2.5424), e valori di picco superiori a 4 per CDKN1A (p21) (PFNA: 5.2672; PFOA: 4.0116),
CDKa8 (cyclin-dependent kinase 8) (PFNA: 4.3148; PFOA: 3.6126), ATR (ataxia telangiectasia
and Rad3 related)

(PENA: 3.7737; PFOA: 4.2342), CCNB2 (G2/mitotic-specific cyclin-B2) (PFNA: 4.0006;
PFOA: 4.1878) e TP53 (Tabella 3). Per I’apoptosi, si registrano valori superiori o vicini a 4 per
DIABLO (diablo, IAP-binding mitochondrial protein) (PFNA: 4.0769; PFOA: 3.8384),
CASP10 (caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase) (PFNA: 4.1991; PFOA: 3.7422),
RASSF1 (Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1) (PFNA: 4.7728; PFOA:
3.9554), oltre a TP53, mentre per CASP9 (caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase) e
PRKACG (protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, gamma) il picco di fluorescenza risulta
essere elevato solo dopo trattamento con PFOA (rispettivamente PFOA: 4.3444; 4.4391)
(Tabella 3). Per il pathway di PPAR e metabolismo degli acidi grassi i livelli di metilazione di
tutti i geni considerati sono medio bassi, tranne per FABP3 che dopo esposizione a PFOA
raggiunge un picco di4.1179 (Tabella 4).

Per il pathway degli estrogeni e androgeni, alti livelli di metilazione si raggiungono solo per
CREB3L2 (cAMP responsive element binding protein 3-like 2) dopo esposizione con PFNA
(PFNA: 4.5734; PFOA: 3.585), e per HSP90ABL (heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic),
class B member 1) dopo esposizione a PFOA (PFNA: 2.5077; PFOA: 4.3045).

Nei controlli, tutti i geni appartenenti ai pathway sopra considerati presentavano livelli di
metilazione bassi, per lo piu inferiori a 3 (Tabella 5).

Questi dati dovranno essere confermati tramite Q-MSP e verificata la corrispondenza tra

variazione della metilazione ed espressione genica tramite array e RT-PCR.
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Name nchi_gene_id PPFESI,(A PPIESIZ

TP53 7157 4.7813 3.513
TP73 7161 3.3956 2.7451
SFRP1 6422 4.2881 3.9704
SFRP2 6423 3.6552 3.4683
RASSF1 11186 4.7728 3.9554
BRCAL 672 3.702 2.2947
TIMP3 7078 2.8043 4.1493
SASH1 23328 2.9373 2.6382
2 | GNE 10020 2.9376 2.5112
',;g WT1 7490 3.9867 4.7255
§ HSD17B4 3295 3.3332 3.3779
g HCK 3055 3.9792 2.8177
§ ARAF 369 2.7142 2.5405
EPHA2 1969 3.4873 2.7658
GUCY2F 2986 3.7167 3.0284
IGFBPY 3490 3.8107 4.0309

PAX6 5080 3.1367 3.312
PSATL 29968 3.8037 2.9732
GBP4 115361 3.7918 4.6223
UCHL1 7345 3.2757 2.4848
WDR66 144406 2.7146 3.8833

tumor protein p53

tumor protein p73

secreted frizzled-related protein 1
secreted frizzled-related protein 2

rass association domain family 1A
breast cancer 1

tissue inhibitor of metalloproteinases 3

SAM and SH3 domain containing 1
glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-
epimerase/N-acetylmannosamine kinase

Wilms tumor 1
hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase
4

hemopoietic cell kinase
v-raf murine sarcoma 3611 viral
oncogene homolog

EPH receptor A2

guanylate cyclase 2F, retinal
insulin-like  growth  factor binding
protein 7

paired box 6

phosphoserine aminotransferase 1
guanylate binding protein 4

ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1

WD repeat domain 66

Tabella 2: Livelli di metilazione di geni solitamente metilati nel cancro al seno nelle MCF12A trattate
con PFOA o0 PFNA (31,25 uM).
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Name ncbi_gene_id Peak Peak

PEFNA | PFOA
E2F2 1870 34746 |2.5424
ANAPCS5 51433 34146 |2.7607
SMC1B 27127 2.8195  |3.7625
CDKN1A 1026 52672 |4.0116

CDK8 1024 43148 |3.6126

PCNA 5111 3.0804  |21317
ig; ATR 545 3.7737 _ |4.2342
T | _CCNE1 898 3117 |2.1014
CCNH 902 30833 |3.1091
CCNB2 9133 40006 |4.1878
ZBTB17 7709 3146 |3.6982
SKP1 6500 3.9498  |3.6737
PLK1 5347 39035  |3.8312
DIABLO 56616 40769 |3.8384
PRKAR2A 5576 2.2196 | 2.6704
PRKACG 5568 2.5154 | 4.4391
PRKACB 5567 2.65 2.2432
PRKARIA 5573 3.3575 | 2.6009
3 BIRC? 79444 2.2826  |2.7292
€ | casrio 843 41991 |3.7422
) BCL2 596 2.5901 | 2.3963
CASP9 842 2.6387  |4.3444
RASSF1 11186 47728 |3.9554
ENDOG 2021 22172 | 2.391
NFKBIA 4792 2.3301 | 2.6246

E2F transcription factor 2

anaphase promoting complex subunit 5

structural maintenance of chromosomes 1B
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1)
cyclin-dependent kinase 8

proliferating cell nuclear antigen

ataxia telangiectasia and Rad3 related

cyclin-D1

Cyclin-H

Cyclin-B2

Zinc finger and BT B domain-containing protein 17
S-phase kinase-associated protein 1

polo-like kinase 1

diablo, IAP-binding mitochondrial protein

protein kinase, CAM P-dependent, regulatory, type I, alpha
protein kinase, CAM P-dependent, catalytic, gagmma

protein kinase, CAM P-dependent, catalytic, betap

protein kinase, CAM P-dependent, regulatory, type I, alpha
baculoviral IAP repeat containing 7

caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase

B-cell CLL/lymphoma 2

caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase

Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1

Endonuclease G
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells inhibitor, alpha

Tabella3: livelli di metilazione di geni coinvolti nel ciclo cellulare, apoptosi in MCF12A trattate con
PFOA 0 PFNA (31,25 pM).

49



ncbi_gene_i Peak Peak
Name d PFNA PFOA
3.625
ACOX3 8310 6 3.6115
2.339
EHHADH 1962 4 2.9446
3.482
ACAA2 10449 9 3.0065
2.976
c scD 6319 9 3.2282
B 2.979
8 CYP7A1 1581 5 2.7279
g 2.492
g CYP8B1 1582 5 2.5169
2 3.362
s FABP1 2168 9 2.6119
g 3.442
e FABP3 2170 3 4.1179
§ FABP4 2167 3.638 3.8375
g 2411
e ACSL5 51703 4 2.8304
=3 2.641
§ ACSL3 2181 6 2.3898
& CD36 948 2114 2.9962
2.320
MMP1 4312 8 2.9187
2513
PPARD 5467 7 3.1623
2.530
RXRG 6258 3 2.6945
2511
MMP2 4313 7 2.5931
c 3.080
g MAPK1 5594 1 2.0101
£ 2.731
> PLCB1 23236 3 2.5958
= 4573
§ g | CREB3L2 64764 4 3.5815
o} 3.363
J< PTENP1 11191 9 2.6021
8 HSPY0AB 2.507
1 3326 7 4.3045

acyl-CoA oxidase 3, pristanoy|
enoy|-CoA, hydratase/3-hydroxyacy| CoA
dehydrogenase
acetyl-CoA acy Itransferase 2

stearoy|-CoA desaturase
cytochrome P450, family 7, subfamily A,
polypeptide 1
cytochrome P450, family 8, subfamily B,
polypeptide 1
fatty acid binding protein 1, liver

fatty acid binding protein 3

atty acid binding protein 4, adipocyte
acyl-CoA synthetase long-chain family member 5

acy|l-CoA synthetase long-chain family member 3

CD36 molecule (thrombospondin receptor)
matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)
peroxisome proliferator-activated receptor delta
Retinoid X receptor gamma
matrix metallopeptidase 2
mitogen-activated protein kinase 1
phospholipase C, beta 1 (phosphoinositide-specific)
CAMP responsive element binding protein 3-like 2
phosphatase and tensin homolog pseudogene 1

heat shock protein 90kDa alpha (cytasolic), class B
member 1

Tabella4: livelli di metilazione dei geni coinvolti nel pathway di PPARs e metabolismo degli acidi
grassi, pathway degli estrogeni e degli androgeni in MCF12A trattate con PFOA o PFNA (31,25 uM).
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Name nchi_gene_id Mean
CDC25A 993 2.4535
§ MDM?2 4193 3.0472
B SMC3 9126 2.90945
ESPL1 9700 2.4151
FZR1 51343 2.7444
TNFSF10 8743 3.2777
TRAF2 7186 2.21855
é’ BID 637 2.8107
g IRAK1 3654 2.3705
DFFA 1676 2.58485
RXRA 6256 2.32505
gé c |HMGCs2 3158 2.97005
g Sg APOA1 335 2.4132
g g é APOC3 345 2.4142
g s CPTI1A 1374 3.4604
AKRID1 6718 2.6853

c S >
qé"% %’ :__g UGT1A10 54575 2.7072
% S 8 | SRD5A2 6716 3.3301

cell division cycle 25 homolog A
E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2
structural maintenance of chromosomes 3
extra spindle poles like 1
fizzy/cell division cycle 20 related 1
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
TNF receptor-associated factor 2
BH3 interacting-domain death agonist
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
DNA fragmentation factor subunit alpha
Retinoid X receptor alpha
3-hydroxy-3-methylg lutaryl-CoA synthase 2
apolipoprotein Al
apolipoprotein C3
carnitine palmitoyltransferase |
aldo-keto reductase family 1, member D1
DP-glucuronosyltransferase 1-10

steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 2

Tabella 5: livelli di metilazione di geni coinvolti nel ciclo cellulare, apoptosi, PPARs e metabolismo
degli acidi grassi, pathway degli estrogeni e degli androgeni in MCF12A controllo.
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DISCUSSIONE

La maggior parte degli studi ad oggi esistenti sugli effetti tossici dell’esposizione ai PFCs
riguardano gli animali, e si concentrano prevalentemente su PFOS e PFOA. Su questi ultimi i
PFCs possono indurre epatotossicita, immunotossicita, disfunzioni ormonali e disfunzioni nello
sviluppo [Kennedy et al. 2004, Lau et al. 2007; Andersen et al. 2008]. Sono state inoltre
riportate associazioni positive tra I’esposizione cronica a PFOA e lo sviluppo di tumori al
fegato, pancreas e testicoli in particolare nel ratto [Abdellatif et al. 2003; Kennedy Jr et al.
2004].

Riguardo agli studi sull’uomo, viene riportata negli ultimi decenni la presenza di PFOA e
PFNA nel siero umano, nel siero cordonale e nel latte materno, principale via di eliminazione
dei PFC nelle donne. Nel siero della popolazione generale € stata riportata una concentrazione
di PFOA maggiore rispetto a PFNA, con valori medi rispettivamente pari a 4.13 ng/mL e 1.49
ng/mL [Kato et al. 2011]. 11 PFOA raggiunge nei lavoratori cronicamente esposti valori fino a
114 pg/mL(276 uM) [Lau et al. 2007; Olsen et al 1999, 2003]. Riguardo al PFNA non sono
ancora presenti studi occupazionali ma Calafat et al. (2007) hanno riportato un aumento della
concentrazione nel siero della popolazione statunitense tra il 2000 ed il 2004 di PFNA.

Uno studio, condotto da Liu et al. (2011) su un gruppo di 50 donne cinesi ed i loro neonati,
indica questi due perfluorurati tra i piu presenti nel siero cordonale e nel latte materno
riscontrando pero la presenza maggiore di entrambi nel latte materno, con valori medi di
PFOA pari a 0.18 ng/mL e di PFNA pari a 0.026 ng/mL (~55% PFOA e ~12% PFNA).
Secondo Landrigan et al. (2002) nei bambini, un’esposizione precoce ai PFCs aumenta
maggiormente il rischio di effetti tossici cronici rispetto ad un’esposizione tardiva.

Da alcuni studi risulta inoltre che 1’esposizione precoce ai PFC ¢ associata a diverse condizioni
patologiche nei neonati [Inoue et al. 2004; Apelberg et al. 2007; Feietal. 2007] e a difetti nello
sviluppo degli organi, dello scheletro e neuronale [Apelberg et al. 2007; Andersen et al. 2010;
Olsen et al. 2009; Fei et al. 2008]. Inoltre, un’esposizione precoce ai PFCs aumenta
maggiormente il rischio di effetti tossici cronici rispetto ad un’esposizione tardiva [Landrigan
et al. 2002].

Negli ultimi anni sono state anche riportate proprieta estrogen-like dei PFC, infatti PFOA e

PFNA possono interagire direttamente con i recettori degli estrogeni e attivare I’espressione di
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geni marcatori anche nell’'uvomo [Benninghoff et al. 2010]. Pare inoltre siano associati a
disfunzioni tiroidee in bambini da 1-17 anni [Lopez-Espinoza et al. 2012] e che inducano una
precoce maturazione sessuale [Christensen et al. 2011]. L’associazione tra tumori ed
esposizione a PFNA e PFOA nell’uvomo non € stata ancora indagata in maniera approfondita.
Si rilevano tuttavia alcuni studi che evidenziano un’associazione positiva tra PFOA e tumore
alla prostata [Alexander et al. 2003, 2007] e PFCs e tumore al seno [Bonefeld-Jorgensen et al.
2011] Si puo per tanto ipotizzare che i perfluorurati abbiano un effetto sia biologico che
molecolare specialmente su tessuti ormone-responsivi.

Il grande impiego e diffusione nell’ambiente e negli esseri viventi, unito alle loro
caratteristiche biochimiche e alla potenziale pericolosita, hanno fatto si che ’attenzione verso
questi composti aumentasse notevolmente negli ultimi anni, e che anche gli organi
internazionali emanassero atti per la regolamentazione del loro utilizzo e la salvaguardia della
salute pubblica. Queste regolamentazioni riguardano quasi esclusivamente PFOS e PFOA per i
quali si ¢ riscontrata una diminuzione della loro presenza sia nell’ambiente sia nell’uomo, ma
questo ha anche determinato un incremento nella presenza di altri composti utilizzati in
sostituzione dei PFCs soggetti a regolamentazioni. Kato et al. (2011) e prima Calafat et al.
(2007), hanno riportato un aumento della concentrazione nel siero della popolazione
statunitense di PFNA negli aultimi 10 anni, sul quale non esistono ancora studi approfonditi
riguardanti gli effetti sulla salute.

Alla luce di queste evidenze, lo studio svolto in questa tesi si € posto come obiettivo quello di
ampliare le conoscenze sul rischio derivante dall’esposizione a questi composti. A tal fine, si
sono valutati gli effetti biologici e molecolari di due dei PFCs piu presenti nell’uvomo, PFOA e
PFNA, su linee cellulari umane modello e primarie, appartenenti a diversi tessuti. I composti
sono stati utilizzati in un range di concentrazioni inizialmente molto ampio, tenendo conto
della letteratura, ma anche in modo che venissero comprese sia le concentrazioni riportate nel
siero della popolazione generale, che le concentrazioni riscontrate nei lavoratori cronicamente
esposti. La scelta di un range cosi ampio & dovuta anche al fatto che non esistono informazioni
precise riguardo alla concentrazione di PFC che si possono riscontrare nei diversi tessuti.
Inizialmente sono stati valutati gli effetti biologici su linee cellulari tumorali emopoietiche
(MOLM-13, RPM18402), di fegato (HEPG2), e epitelio mammario (MCF-7). I risultati ottenuti
hanno evidenziato una diminuzione della vitalita cellulare ed un blocco del ciclo cellulare ma
solo alle dosi piu alte utilizzate (250 pM e 500 pM) sia in risposta a PFOA che a PFNA, come
confermato anche in letteratura da Maras et al. (2006). Nessun effetto € stato riscontrato a

concentrazioni inferiori a 125 pM e piu vicine alle medie riscontrate nella popolazione
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generale. Si nota perd una diversa risposta ai perfluorurati in base alla linea cellulare utilizzata
e di conseguenza al tessuto considerato seppur in maniera molto lieve. Le linee cellulari
emopoietiche infatti sembrano meno sensibili ai PFC rispetto alle MCF-7 e alle HEPG2. 11
PFNA sembra inoltre avere un effetto maggiore rispetto al PFOA, su tutte le linee considerate.
| dati ottenuti su PFOA risultano in linea con quanto gia osservato precedentemente da altri
autori [Liu et al., 2007]. In un secondo momento si € passati alla valutazione degli effetti su
linee cellulari primarie. Delle tre linee considerate (WBC, MCF12A, HMEC), solo le WBC
rispondono ai trattamenti in maniera molto simile alle linee cellulari tumorali dello stesso
tessuto, mentre le HMEC e le MCF12A rispondono in maniera diversa.

Infatti, | dati relativi a vitalita cellulare e ciclo cellulare su queste ultime due linee mostrano
effetti a concentrazioni superiori o uguali a 31,25 uM, concentrazioni ben inferiori di quelle
registrate sulle linee cellulari tumorali e riscontrabili nel siero di lavoratori cronicamente
esposti. Appare inoltre molto piu evidente anche il diverso effetto esercitato dai due composti.
Infatti il PFNA ha un effetto maggiore e diverso su entrambe le linee cellulari rispetto al
PFOA. Il PFOA mostra prevalentemente un effetto citostatico, mentre il PFNA mostra un
effetto prevalentemente citotossico, inducendo la morte cellulare alle concentrazioni piu
elevate. Quest’ultimo effetto sembra non essere un processo apoptotico poiché i risultati
ottenuti e le osservazioni al microscopio suggeriscono che il PFNA non agisca attivando il
pathway dell’apoptosi, ma che agisca in maniera piu drastica sfruttando altri meccanismi,
come ad esempio la catastrofe mitotica. | risultati ottenuti sulle linee cellulari primarie e
tumorali evidenziano una sensibilita tessuto dipendente ai perfluorurati, ma anche una diversa
aggressivita dei due composti. Risulta inoltre chiaro come le cellule primarie presentino una
maggiore sensibilita rispetto alle linee tumorali ed anche gli effetti dei due composti siano
diversi rispetto alle linee tumorali, risultando quindi piu indicate per questo genere di studi.
Sulla base di questi risultati si e passati alla valutazione degli effetti biologici, partendo dalle
linee cellulari tumorali.

Dagli studi condotti su animali, prevalentemente su ratto sappiamo che la principale modalita
di azione dei PFCs possa essere I’attivazione dei pathways a valle dei recettori PPAR-a e
PPAR-y. Lavori condotti in Vvitro e in vivo su ratti hanno infatti dimostrato lattivazione dei
pathways PPAR-a ¢ PPAR-y in risposta ai PFCs, in particolare a PFOA [Vanden Heuvel et al.
2006; Walters et al. 2009].

| peroxisome proliferator activated receptors (PPARS) sono recettori nucleari che regolano
importanti processi fisiologici quali 'omeostasi lipidica, 1’inflammazione, I’adipogenesi e la

cui attivazione € stata gia associata alla cancerogenesi [Chinetti et al. 2000].
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In particolare, I’isoforma PPAR-o ha un ruolo centrale nel mantenimento dell’omeostasi
lipidica inducendo I’espressione di geni perossisomiali ed enzimi mitocondriali coinvolti nel
metabolismo degli acidi grassi [Berger et al. 2002]; PPAR-y, invece, € coinvolto nella
regolazione della biogenesi mitocondriale. Entrambe le vie di segnalazione potrebbero essere
responsabili della produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) e di conseguenza di
genotossicita e carcinogenesi.

Nei ratti I’attivazione di PPAR-a € stata gia associata a stress ossidativo, responsabile di danni
al DNA che potrebbero implicare carcinogenesi mediata dalla proliferazione dei perossisomi
[O’Brien et al. 2005], e diversi autori hanno confermato che nei ratti I’esposizione cronica a
PFOS e PFOA ¢ associata allo sviluppo di tumori nel fegato, pancreas e testicoli [ Abdellatif et
al. 2003; Kennedy et al. 2004; OECD, 2002], probabilmente proprio per proliferazione dei
perossisomiale conseguente ad attivazione di PPAR-a [Klaunig et al. 2003].

Studi sul ruolo dei pathways di PPAR nella riposta ai PFCs nell’uomo sono tuttora scarsi. La
maggior parte degli studi sono infatti stati effettuati in modelli animali, da cui si e notato che i
recettori PPARs presentano affinita specie-specifiche [O’Brien et al. 2005] e nei quali il
recettore presenta una diversa distribuzione cellulare rispetto all’uomo, rendendo percio
imprecisa la traslazione delle conoscenze acquisite sull’attivita di PPAR-a da modelli animali a
modelli umani [Eriksen et al. 2010].

Altrettanto dubbia e controversa ¢ I'associazione nell’uomo tra PFCs e sviluppo tumorale
[Eriksen et al. 2009] nonché il coinvolgimento dei pathways dei PPARs [Bjork et al. 2009],
benche alcuni studi sembrino suggerirne un coinvolgimento come nell’immunotossicitd PFOA-
indotta [Corsini et al. 2010]. Nuovi studi sul coinvolgimento dei pathways PPAR-o ¢ PPAR-y
su cellule umane diventano, dunque, fondamentali per definirne I’effettivo coinvolgimento
nella risposta ai PFCs nell’uomo e, di conseguenza, nel rischio di cancerogenesi.

Questa parte del lavoro e stata dunque finalizzata a valutare ’attivazione deipathways PPAR-a
e PPAR-y nelle linee cellulari tumorali umane in risposta all’esposizione a PFOA e PFNA. E
stata quindi valutata, sulle linee cellulari tumorali, ’espressione di geni targets coinvolti nei
pathways in esame, tra cui PPARGC-1a (PPARy co-activator 1a), gene attivato da PPAR- y ¢
coinvolto nella regolazione della biogenesi mitocondriale [Ryan et al. 2007], e ACOX 1 (Acyl
CoA Ossidasi 1), enzima che caratterizza il primo step limitante la f-ossidazione degli acidi
grassi [Bjork et al. 2011] e coinvolto nel pathway PPAR-a. Non esistono dati relativi agli
effetti dei perfluorurati sul pathway di PPARy nell’uomo.

Dai dati di espressione genica di ACOX1 non risulta alcuna induzione del gene in risposta ai

trattamenti a basse dosi dei composti (31,25 pM) concentrazioni facilmente riscontrabili anche
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nella popolazione dei lavoratori cronicamente esposti, suggerendo che non vi e attivazione del
pathway di PPAR-a a queste concentrazioni, a differenza di quanto suggerito dai modelli
murini. | risultati ottenuti nelle HEPG2 sono in accordo con i risultati di Walter et al. 2009
ottenuti su epatociti umani, e sono anche in accordo con i risultati di Nakamura et al. (2009) i
quali, confrontando topi wild-type, topi PPAR-a null e topi umanizzati con PPAR-o umano
dopo somministrazione di ammonio perfluoottanoato (APFO), hanno notato che alte dosi di
Cyp4al0 e di Acyl CoA deidrogenasi solo nei topi wild type mentre le cellule ingegnerizzate
con il recettore umano PPAR-a sono risultate essere meno responsive. Anche I’espressione di
PPARGC-1a non varia in maniera significativa alle concentrazioni pit basse in nessuna delle
linee cellulari considerate.

Benché i dati ottenuti in questa tesi suggeriscano un’assenza di attivazione dei pathways
PPAR-a e PPARYy in risposta a PFOA e PFNA alle dosi utilizzate in cellule tumorali umane,
non si puo in primis escludere che I'effetto possa essere diverso nelle linee cellulari primarie e
quindi un possibile coinvolgimento di questi pathways. Infatti, importante € anche considerare
che 'uomo ¢ esposto a diversi ligandi dei recettori PPARs sia esogeni che endogeni. Lecito ¢
dunque supporre che, per esempio, PFOA possa contribuire assieme ad altri ligandi
all’attivazione dei recettori in esame con conseguente influenza sui processi pato-fisiologici

che coinvolgono I’attivazione di PPAR-a [Corsini et al. 2010].

Nel tentativo di comprendere gli effetti molecolari dei composti perfluorurati e sulla scia
dellaumentato interesse generale riguardo le modificazioni epigenetiche, alcuni ricercatori
hanno spostato I’attenzione principalmente sulla metilazione derivante dall’esposizione a
questi composti. La metilazione del DNA & un meccanismo che avviene ad opera delle di
DNA- metiltransferasi e che porta all’aggiunta di gruppi metile a livello dei residui di citosine
dei dinucleotidi CpG nel DNA. La metilazione svolge un ruolo molto importante in diversi
meccanismi cellulari, tra cui anche lo sviluppo. Queste modificazioni possono regolare
I’espressione genica quando avvengono nelle regioni promotoriali e possono anche portare ad
instabilita genetica. L’instabilita genetica ¢ altresi, una caratteristica del cancro. Le isole CpG
generalmente non sono metilate nei tessuti normali adulti, con I’eccezione dei geni silenti nel
cromosoma X inattivo e geni dell’imprinting come H19 [Tremblay et al. 1995]. Al contrario,
molti tessuti neoplastici dimostrano una ipometilazione del genoma, accompagnata ad una

ipermetilazione dei promotori di alcuni geni oncosoppressori e regolatori della crescita
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[Baylin et al. 1998]. Il meccanismo responsabile per questo tipo di pattern rimane comunque
ancora largamente non chiaro.

Nonostante 1 pochi studi ad oggi presenti, pare che alcuni PFC possano avere un effetto a
livello epigenetico, regolando I’espressione di alcuni geni, tra cui GSTP, come dimostrato da
Tian et al. (2012) nell’'uvomo ¢ Wan et al. (2010) nel ratto, mentre Guerrero-Preston et al.
(2010) rilevano che I’esposizione prenatale a PFOA ¢ inversamente proporzionale a
metilazione globale del DNA nel siero cordonale e Watkins D.J et al. (2014) osservano una
consistente associazione positiva tra livelli di PFOS nel siero di 685 partecipanti allo studio e la
percentuale di metilazione nelle regioni ripetute LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Element -
1), un gruppo di sequenze retrotrasposoniche, la cui ipermetilazione € stata associata a
instabilita genomica e rischio di cancro [Belancio et al. 2009, 2010].

Per wverificare questo effetto epigenetico dei perfluorurati da noi utilizzati e meglio
comprendere il potenziale effetto cancerogeno, sono stati condotti esperimenti per la
valutazione della metilazione globale e gene specifica sui campioni controllo e trattati di
HMEC e MCF12A, due linee cellulari primarie di epitelio mammario. E stato scelto questo
tessuto poiché dalla letteratura sappiamo che alcuni PFCs hanno caratteristiche estrogen- like
[Maras et al. 2006; Henry and Fair 2011; Benningof et al. 2011], che possono legarsi ai
recettori ormonali e disturbare 1’omeostasi ormonale. Gli ormoni sono interessati
nell’insorgenza di diversi tumori, come il tumore al seno, ed un recente studio mostra per la
prima volta una relazione tra i livelli di PFCs nel siero e il rischio di insorgenza del cancro al
seno su una popolazione di Inuit dalla Groenlandia. [Bonefeld-Jorgensen et al. 2011].

In entrambe le linee cellulari considerate e a tutti i tempi di incubazione con entrambi i
perfluorurati non si rilevano significative variazioni nella metilazione globale, risultato in linea
con Tian eta.l (2012).

In questo studio ¢ stata condotta per la prima volta I'analisi della metilazione gene specifica in
seguito a trattamenti con PFCs. La valutazione ¢ stata condotta tramite CHARM assay, ed al
momento sono stati valutati solo campioni controllo ed esposti ad entrambi i PFCs (31 puM) per
72 ore appartenenti alle MCF12A.

In questa analisi preliminare sono stati considerati 35 geni frequentemente metilati nei tumori
al seno [Dobrovic &Simpfendorfer 1997; Bachman et al. 1999, X Yang et al. 2001; Zeller C. et
al. 2003; Kaneuchi M. et al. 2005; Veeck J et al. 2006; Veeck J. et al. 2008; Ronneberg et al.
2011; Warwich J. Locke and Susan J. Clark, 2012; Bue D. et al. 2013; Fleischer T. et al.
2013]. Tra questi sono compresi noti oncosoppressori come TP53 (tumor protein p53), WT1
(Wilms tumor 1), BRCAL e 2 (breast cancer 1, 2) RARB2 (retinoic acid receptor f2) e putativi
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oncosoppressori come RASSF1 (rass association domain family 1A) e SASH1 (SAM and SH3
domain containing 1), ma che sono anche interessati alla regolazione del ciclo cellulare (APC,
P16, P15), come recettori ormonali (ESR1, ESR2, PGR, RARB2), nella riparazione del DNA
(BRCA1 e 2), detossificazione da carcinogeni (GSTP1), adesione cellulare (E-caderin) e
inibitori delle metallo proteine (TIMP-3).

Sono stati anche valutati geni chiave appartenenti ai pathway del ciclo cellulare, apoptosi,
pathway di PPAR e metabolismo degli estrogeni e degli androgeni.

Dei 35 geni considerati, 21 risultano metilati nei trattati e non nei controlli. Tra questi, TP53,
noto oncosoppressore mutato o alterato nella maggior parte dei tumori, SFRP1 e 2 antagonisti
di Wnt, il cui pathway svolge un ruolo fondamentale nello sviluppo embrionale, nella
differenziazione cellulare, proliferazione ed anche nel cancro al seno [Cadigan and Nusse,
1997; Polakis 2000], ma anche WT1, RASSF1, IGFBP7, TIMP3, GBP4, i quali presentano dei
livelli di metilazione superiori a 4 o border line in entrambi i trattati. Anche BRCAL risulta
essere metilato nei trattati, ma in particolar modo dopo trattamento con PFNA. BRCAL é un
ben noto gene oncosoppressore nel cancro al seno [Miki et al.1994]. La sua inibizione di
espressione aumenta la proliferazione di cellule mammarie maligne, mentre la
sovraespressione di BRCA1 wild-type sopprime la tumorigenesi di cellule di cancro al seno
MCF-7 nei topi. Inoltre € mutato in meta dei carcinomi mammari ereditari [Friedman et al.
1994]. Non si sono rilevate variazioni nei livelli di metilazione di altri importanti markers per il
cancro al seno come i recettori degli estrogeni e del progesterone o importanti geni regolatori
delciclo cellulare come P16 sia nei controlli, sia nei trattati.

Non é stato rilevato nessun aumento di metilazione nei promotori dei geni appartenenti alla
famiglia delle DNA Metiltransferasi (DNMT 1, 2, 3A, 3B, 3L), ma solo una diminuzione della
metilazione a seguito di trattamento in DNMT3L (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3-like),
che potrebbe indicare un aumento di trascrizione del trascritto di questo gene. Le DNMTs sono
geni che codificano per proteine che metilano il DNA e che controllano lo stato di metilazione
risultando quindi come elementi chiave anche nella regolazione dell’espressione genica. Il
prodotto del gene DNMT3L non funziona come un DNA metiltransferasi in quanto non
contiene i residui amminoacidici necessari per lattivita di metiltransferasi. Tuttavia, questa
proteina stimola la metilazione de novo ad opera della DNA metiltransferasi 3 alpha e si pensa
possa essere richiesta per l'imprinting genetico materno. Questa proteina media anche la
repressione trascrizionale attraverso ['interazione con l'istone deacetilasi 1. (Pubmed gene ID
29947)
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Riguardo ai geni relativi al ciclo cellulare, si verifica un aumento di metilazione sul promotore
di E2F2, fattore di trascrizione e oncosoppressore, e suATR, altro gene necessario per I’arresto
del ciclo cellulare e in grado di fosforilare BRCAL. Confrontando i controlli e i trattati si
registra inoltre una perdita di metilazione, seppur non elevata in CDC25A (cell division cycle
25A) e MDM2 (MDM2 E3 ubiquitin protein ligase). Il primo € un oncogene e il secondo un
promotore della formazione di tumori. Nel pathway dell’apoptosi, oltre a TP53 anche DIABLO
e caspasi 9, che swvolgono un importante ruolo regolatore di questo processo, risultano
altamente metilati. Per il pathway degli estrogeni e androgeni risulta mediamente metilato
PTENP1, oncosoppressore che regola in maniera negativa il pathway di AKT/PKB.
Interessante invece notare che non risultano metilati i promotori di ACOX1 e PPARGClaq, in
linea con i risultati ottenuti sulle linee cellulari tumorali, ma si verifica un aumento di
metilazione nel promotore di EHHADH (enoyl-CoA, hydratase/3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase) che potrebbe portare a disordini perossisomiali. Anche il promotore di FABP3
(fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-derived growth inhibitor)),
oncosoppressore impiegato nel trasporto e metabolismo degli acidi grassi, ma anche come
modulatore della crescita cellulare e proliferazione, risulta metilato dopo trattamento. Perde
invece la regolazione da parte della metilazione RXRA (retinoid X receptor alpha), un
recettore nucleare che si lega ai recettori PPAR modulandone I’attivita.

Questi risultati sono ancora risultati preliminari, pertanto dovranno essere confermati e
ampliati, utilizzando anche altre linee cellulari, ma si pud gia ipotizzare una potenzialita
cancerogena di entrambi i composti utilizzati riguardo al tumore al seno, ed un potenziale
controllo a livello epigenetico su geni importanti per lo sviluppo ma anche per il ciclo cellulare

e apoptosi.
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