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Premessa

Al fine di tutelare la salute pubblica e ambientale ¢ di fondamentale importanza valutare la sicurezza
di qualsiasi sostanza a cui ’'uomo sia potenzialmente esposto. Dai farmaci per uso umano e
veterinario ai fitofarmaci, dai materiali a contatto con gli alimenti ai mangimi per animali, dai
detergenti ai deodoranti per ambiente, qualsiasi prodotto farmaceutico, agrochimico, alimentare e
cosmetico, destinato all’immissione in commercio, deve rispondere a severi criteri di sicurezza. In
questo contesto la recente norma ISO 10993-1:2018 [1] e il regolamento 2017/745/UE [2], entrato in
vigore a maggio 2021, hanno imposto precise valutazioni riguardanti i componenti dei dispositivi
medici. Inoltre, occorre sottolineare come i prodotti di scarto delle stesse industrie manifatturiere e le
acque reflue agricole e industriali costituiscano un fattore di rischio ambientale.

Il processo di valutazione del rischio associato all’esposizione a qualsiasi sostanza risulta, quindi, un
passaggio limite chiave per tutti i produttori di nuove molecole, nuovi materiali e materie prime, cosi
come per i laboratori di ricerca e sviluppo associati e gli enti regolatori preposti alla tutela della salute
pubblica e ambientale. Una completa ed esaustiva analisi tossicologica deve comprendere
necessariamente la valutazione degli effetti sul materiale genetico, per escludere 1’eventuale
genotossicita, mutagenicita e potenziale cancerogenicita di una sostanza. A questo proposito occorre
ricordare come anche [D’introduzione della normativa REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and restriction of CHemicals) abbia richiesto lo studio della tossicita di numerose
sostanze chimiche gia in commercio, prevedendo la priorita della valutazione proprio del potenziale
mutageno, di cui ¢ ben noto il ruolo nello sviluppo di numerose patologie, come le anomalie

ereditarie, il cancro, le malattie cardiovascolari, I'Alzheimer e il morbo di Parkinson.



E quindi di estrema necessita disporre di test, che consentano un rapido e accurato screening
tossicogenetico. Tuttavia, i diversi test di mutagenesi attualmente validati dall” OECD (Organisation
for Economic Co-operation and Development) sono in generale affetti da criticita, quali la scarsa
oggettivita e forza statistica del risultato e i costi, soprattutto in termini di tempo e di risorse umane.
Occorre quindi perfezionare le tecniche gia disponibili e sviluppare nuove metodologie per perseguire
gli obiettivi di sicurezza, innovazione e sostenibilita.

Obiettivo e attivita previste

Pertanto, lo scopo di questo progetto ¢ rendere 1'analisi della genotossicita e mutagenicita di qualsiasi
sostanza, miscela complessa, botanicals o dispositivo medico, efficace, sensibile e accurata, ma anche
rapida, economica e sostenibile. A tale scopo, verra studiata una batteria di test in vitro per valutare i
principali tipi di danno al DNA, che possono essere riparati o meno ed eventualmente sfociare in una
mutazione. I test selezionati saranno condotti esclusivamente utilizzando colture cellulari, in linea
con il principio delle 3R, introdotto nel 1959 da Russel e Burch per promuovere i cosiddetti metodi
alternativi; ovvero tutte le procedure utili per ridurre 1'uso degli animali (Reduce), per sostituirli
completamente nella sperimentazione (Replace), ma anche per limitare o eliminare le loro sofferenze
affinando le condizioni sperimentali (Refine) [3,4]. Questo principio ben si integra nell'importante
concetto di sostenibilita, intesa anche come diminuzione dei costi e dei tempi di analisi, necessari per
ottenere 1 risultati richiesti.

Tra i test di mutagenesi disponibili figura il “In vitro Mammalian Cell Micronucleus Test” (OECD
guideline n° 487), che sfrutta, come biomarcatore di danno cromosomico, il micronucleo, un piccolo
nucleo accessorio facilmente identificabile al microscopio ottico attraverso una tecnica validata
dall'ECVAM (Centro Europeo per la Validazione di Metodi Alternativi) [5,6], ma la cui metodica di
analisi tradizionale ¢ limitata da soggettivita di interpretazione da parte degli operatori, lunghi tempi
di preparazione a analisi di campi, e capacita di fornire un risultato esiguo ai fini di una robusta analisi

statistica, a fronte tra 1’altro di un’elevata produzione di rifiuti chimico-biologici. Per il superamento

.....



in citometria a flusso [7]. Questa piattaforma ha mostrato grandi potenzialita ei risultati ottenuti
incoraggiano il proseguimento degli studi. Pertanto le ricerche saranno dedicate all'implementazione
e al perfezionamento del metodo per approfondire la sua versatilita di utilizzo su diversi campioni e
introdurre, ad esempio, la possibilita di evidenziare e discriminare le diverse tipologie di eventi
mutazionali e il meccanismo d'azione attraverso il quale lo xenobiotico esercita la sua mutagenicita,

permettendo quindi di capire se puod indurre danni strutturali o numerici.
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PROGRAMMA FORMATIVO

Il progetto si propone di fornire al beneficiario dell’assegno competenze specifiche prevalentemente

tossicologiche, da acquisire presso i laboratori del FaBiT e in particolare, presso il laboratorio del

Tutor proponente.

Nel dettaglio, il piano di formazione ¢ finalizzato a:

1.

Formazione dell’assegnista in merito alla conoscenza della problematica inerente alla
valutazione tossicologica di uno xenobiotico, in particolare in termini di genotossicita e

muatgenicita.

Formazione di un ricercatore esperto nell’utilizzo del citofluorimetro Guava easyCyte SHT

dotato di laser blu operante a 488 nM (presente nel laboratorio del tutor proponente)

Formazione di un ricercatore esperto in grado di utilizzare metodologie e strumentazioni
avanzate per valutare il potenziale genotossico e mutageno di uno xenobiotico e dei relativi

metaboliti, mediante citometria a flusso, come innovativa alternativa alla microscopia ottica.

Acquisizione da parte del beneficiario dell’assegno delle competenze necessarie alla

valutazione della genotossicita anche in microscopia ottica.

Il ricercatore, divenuto esperto delle metodologie connesse alla valutazione degli effetti
genotossici e mutageni singole sostanze, miscele, botanicals e dispositivi medici sara in grado
di rapportarsi con le aziende produttrici e gli enti regolatori preposti alla tutela della salute

pubblica e ambientale.



