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Valutazione degli effetti biologici
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Valutazione degli effetti biologici
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Analisi di rischio ambientale: L'approccio Triad
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Interpretazione dei risultati

E’ corretto mischiare questa eterogenea massa di dati per determinare |l

rischio?
> S|

 Pesi differenti alle differenti LoE

o Output differenziati:

- rischio di declino della biodiversita
- vulnerabilita biologica
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Procedura di integrazione

Dati Triad
v
Calcolo di un indice (0-1) per ciascuna
disciplina
Chimica Ecotox. Chimica Ecotox. Ecologia
conc. endpoint | conc. endpoint Studi di
totale subletali | totale/biodisp. alto livello || comunita
e e e § e
l Differenti fattori di peso
Calcolo di un indice di A _
Vulnerabilita Biologica Calcolo di un indice di
Rischio ambientale
(BVI)
(EnvRlI)
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Stress e risposta biologica
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Stress e risposta biologica

DECLINO > Effetti ecologici
BIODIVERSITA'’ R
RISCHIO *  Endpoint ecotox. |
BIODIVERSITA'’ dialtolivello = - 7--"7--mmommomm oo >
__20%sopravvivenza
STRESS
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Stress e risposta biologica

DECLINO
BIODIVERSITA’

RISCHIO
BIODIVERISITA’

VULNERABILITA'’
BIODIVERSITA’

Ecotox. sublethal
endpoints

T

v

Effetto ecologici

Endpoint ecotox.
di alto livello

_______________’

> Effetti genotossici

STRESS

v
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Fattori di peso

DISCIPLINE TRIAD | LoE W.F.
Biosponibilita 1.5

CHIMICA
Concentrazioni totali 1.0
Endpoint di alto livello 1.5

ECOTOX.
Endpoint subletall 1.0
ECOLOGIA Funzione e struttura comunita 2.0
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Integrazione dei dati chimici

e Sottrazione dei valori di background
(contaminanti di derivazione non antropica)

« Rapporto con livelli di equitossicita
(e.qg., limiti di legge, ...)

« Sommatoria dei coefficienti
(effetto additivo)

« Confronto con livelli soglia

e Calcolo di ChemRI (0-1)
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Diagramma per il calcolo di ChemRl

CONFRONTO CON EQS

SOTTRAZIONE DEL Y

BACKGROUND NO INQUINANTI XENOBIOTICI
_ _ < E COMPOSTI ALTAMENTE
i.e. concentrazione nel TOSSIC| ?

sito di riferimento

I Sl
v

CALCOLO DEL
CARICO TOSSICO
CUMULATO (TPC)

¢—I

DETERMINAZIONE DELL’INDICE DI RISCHIO CHIMICO
(ChemRl)

A

Aldo Viarengo



¢
Wi-N
4

Caratterizzazione dei Sedimenti Fluviali e Lacuali

STEP OPERAZIONE SIGNIFICATO
La concentrazione rilevata nel campione (C,)
e normalizzata rispetto ad un opportuno
Confronto con _ EQS. Poiché gli EQS rappresentano livelli
RI= CJ/EQS . . .

EQS equitossici, questa operazione produce, per
ciascun inquinante, dei livelli di tossicita
normalizzati (RI)

Selezione dei | parametri | composti xenobiotici hanno generalmente
composti chimici sono | origine antropica, mentre altre classi di
caratteristici suddivisiin due | inquinanti possono avere concentrazioni di
dell'area categorie background naturale
Sottrazione del Per gli inquinanti selezionati, | valori di RI
livello di Rl — Rl ¢ ottenuti nel sito di referimento sono sottratti a
background guello calcolato nel sito indagato
La somma dei differenti Rl rappresenta il
Calcolo del TPC TPC=> (RI) | potenziale effetto additivo della mistura di

contaminanti
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IfO0O<TPC<1 -----
by the equation:

If1.0<TPC<Th -----
by the equation:

IfTPC>Th -

Livello EQS

0.0 < ChemRI £ 0.5
ChemRI = 0.5 * TPC

0.5 < ChemRI £ 1.0

ChemRI = (0.5 + 0.5 * (TPC — 1.0) / (Th. — 1.0))

then ChemRI = 1.0

ChemRI

TRC
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Integrazione dei dati biologici

« Variazione rispetto al sito di riferimento
« Confronto con valori soglia

« Calcolo di EcoRl
(effetti a livello di popolazione-comunita)

 Calcolo di EtoxRI
(effetti ecotossicologici di alto livello)

e Calcolo diBSI
(effetti ecotossicologici subletali)
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CARATTERIZZAZIONE DEGLI
e. Descrizione delprofilo di ||, ENDPOINTDI | | ENDPOINT
T P “ALTO LIVELLO” SUBLETALI
risposta allo stress (crescente,
decrescente, “a campana”)
CALCOLO DI UN |
INDICE DI CONFRONTO CON “VALORI DI
ALTERAZIONE (0-1) L RIFERIMENTO”

i.e. 0.0= no effetto, l.e. risultati dal sito di riferimento

1.0= massimo effetto

\ 4 ¢
DETERMINAZIONE DI DETERMINAZIONE DI
UN INDICE DI RISCHIO UN INDICE DI
ECOTOSSICOLOGICO STRESS BIOLOGICO

(EtoxRI) (BSI)
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3

ENDPOINT ECOTOSSICOLOGICI

If X <0.80 a2 0.00<Al £1.00 If X <0.20 aAl=0.0
Equazione: Al = X/0.8 f0.20<X<1.00 &a0.00<Al<1.00
If X >0.80 aAl=1.0 Equazione: Al = (X-0.20)/0.8
If X>1.00 aAl=10
Endpoint di alto livello (sopravvivenza, riproduzicne) Endpoint subletali (bicmarker)
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PARAMETRI CHE MISURANO

PARAMETRI BASATI SU CARATTERISTICHE DELLA COMUNITA'

CLASSI DI QUALITA’
l.e. Ricchezza in specie, indice di
Shannon, ecc...

I.e. Indice Biotico Esteso

A 4

CONFRONTO CON I RISULTATI DEL SITO
DI RIFERIMENTO

A 4

CALCOLO DI UN INDICE DI ALTERAZIONE

I.e. 0.0= no effetto, 1.0= massimo effetto

A

DETERMINAZIONE DI UN INDICE DI RISCHIO
DELLE DISCIPLINE ECOLOGICHE

(EcoRlI)
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Calcolo dell’'indice EnvRI

Indici di rischio calcolati per

ogni disciplina Triad
. | CHIMICA ECOTOX. ECOLOGIA
In caso non siano disponibili — i | Frazione Endpoint di Parametri
dati di biodisponibilita, sono | biodisp. “alto livello” comunitari
utilizzate le concentrazioni  — —————  — |
chimiche totali
Considerando la rilevanza di v
ciascuna disciplina Triad | | APPLICAZIONE DI DIFFERENTI
differenti indici di rischio ] FATTORI DI PESO
vengono integrati
EnvRI rappresenta la media CALCOLO DELL'INDICE DI
pesata degli indici delle singole —— RISCHIO AMBIENTALE
discipline Triad (EnvRI)
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Interpretazione del risultati

Destinazione d’'uso

Deviazione (D) EnvRI : :
Accettabile Non accettabile
0.00 < EnvRI < 0.25 N, A R, I
0.25 < EnvRI < 0.50 AR, I Mo
of concern)
D<04 :
0.50 < EnvRI < 0.75 , (R) 3 N A . (W'.th
green” functions)
0.75 < EnvRI < 1.00 | . N, A’,,R’ | (W'th
green” functions)
0.00 < EnvRI < 0.25 AR, I A T
of concern)
D>0.4 N, A, R (with
' 0.25 < EnvRI < 0.50 o :
approfondimento <EnvRI < , (R) “green” functions)
oppure... :
0.50 < EnvRI < 1.00 | . N, A’”R’ | (Wlth
green” functions)
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Calcolo dell'indice di Vulnerabilita biologica (BVI)

Indici di rischio calcolati
considerando le concentrazioni
totali di inquinanti (ChemRl) e gl
endpoint ecotossicologici subletal
(BSI)

BVI rappresenta la media dei

due indici

v

____________________________________________________

CHIMICA ECOTOX.
Concentr. Endpoint
totali subletal

____________________________________________________

A 4

CALCOLO DELL'INDICE Dl
VULNERABILITA' BIOLOGICA

(BVI)
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Studio degli effetti biologici

e Test ecotossicologici

Test Microtox® (Vibrio fischeri)

Endpoint di “alto livello”: inibizione della bioluminescenza

7, 4" Test con alghe (Pseudokirchneriella subcapitata)
ﬁ-_.'—j, e
i (a1 4

L, A Endpoint di “alto livello”: tasso di crescita algale

Fitotest (semi monocotiledoni/dicotiledoni)

Endpoint di “alto livello”: tasso di germinazione, allungamento degli
apici radicali
Endpoint subletali: danno genotossico
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Studio degli effetti biologici

e Test ecotossicologici

Test con protozoi (Dictyostelium discoideum)

Endpoint di “alto livello”: tasso di sopravvivenza, tasso di replicazione
Endpoint subletali: stabilita delle membrane lisosomiali, tasso di
endocitosi, danno genotossico

Analisi genomica (microarray, Q-PCR quantitativa)

Analisi proteomica

Analisi metabolomica

Test con nematodi (Caenorhabditis elegans)

Endpoint di “alto livello”: tasso di sopravvivenza
Analisi genomica (microarray, Q-PCR quantitativa)
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Studio degli effetti biologici

e Test ecotossicologici

Test con crostacei (Daphnia magna)

Endpoint di “alto livello”™: inibizione della motilita

Test con ostracodi (Heterocypris incongruens)

Endpoint di “alto livello”: tasso di sopravvivenza
Endpoint subletali: tasso di crescita
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Studio degli effetti biologici
e Test ecotossicologici

Test con bivalvi (Unio pictorum)

Endpoint di “alto livello”: tasso di sopravvivenza, stress su stress
Endpoint subletali: stabilita delle membrane lisosomiali, stress
ossidativo, danno genotossico, biomarker di esposizione

Test con pesci (Danio rerio)

Endpoint di “alto livello”: sviluppo embrionale

Aldo Viarengo




Caratterizzazione dei Sedimenti Fluviali e Lacuali

ldentificazione del composti tossici

Campioni che hanno mostrato
un effetto tossico

I
v v

Caratterizzazione
tossicologica

Manipolazione del campione

A 4 A 4 A 4

. o Sost. adsorbenti
Resine cationiche

(Amersorb Zeolite
AVS Carb. attivo)
Metalli Composti organici Ammonia
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Studio degli effetti biologici

e Testa livello di comunita

Macroinvertebrati bentonici

Indice Biotico Esteso

Comunitadi diatomee

EPI-D

Comunita microbica

Biomassa batterica, DGGE

Aldo Viarengo
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> 101 Vo | aratterizzazione del seaimenti Fluviall € Lacuall
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Data set
Biodisponibilita N.D.
CHIMICA s
Concteo rtlgl?zmnl Metalli pesanti, IPA, PCB, ecc...
Endpoint Batteria di saggi tossicologici
Ji altoplivello (crostaceli, nematodi, vegetali, protozoi
T e batteri) su sedimento e acqua interst.
' Endpoint Biomarker su protozoi e vegetali
sublpetali Biomarker di genotossicita
su sedimento e acqua interstiz.
Struttura e
ECOLOGIA | funzione delle Studio comunita bentoniche (IBE)
comunita
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Risultati: Indice di rischio ecologico

EnvRlI

1,00

0,75

0,50

0,25

"l"."-.é}"n.:ﬂ"-"}‘:-qu'l "I:""I.E’"l:' S b b P T T . T S AL L. T N TP
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Risultati: Indice di vulnerabilita biologica

- BVI
0,75
0,50
0,25 1
0,00 4
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Risultati: Deviazione

1,00 0
0,75
0,50
0,25 1
0,00 4
I W O LU i i - I S W ot W el W oo g g
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Risultati: Indice di genotossicita

- GTI
0,75
0,50
0,25
0,00 4
I W O LU i i - I S W ot W el W oo g g
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Conclusioni

« |l Sistema presentato permette di integrare in modo oggettivo dati
estremamente eterogenei

* L’output differenziato permette di evidenziare eventuali situazioni
che rappresentano un rischio potenziale per 'ambiente

« Considerare la variabilita nei singoli parametri permette di valutare
la probabilita di rischio
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Molecular Highthroughput Techniques
and The Systems Toxicology
Approach

i.e. an integration of
Transcriptomics _ .
" :|..-' o

Proteomics

Ltz
Metabolomics i : ] -
EXNIE
biochemical / cytochemical / |
functional data (physiomics) Ii_ll -l. =

T'o explain mechanistic effects of pollutants in

ecotoxicological relevant species
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The social amoeba Dictyostelium discoideum

as a model species in ecotoxicology

‘Cﬁ; +} -

Lysosomal membmnﬂ istability

2| e urviva
NA damage . _.
- .. : E'Endai:ytnql,:j' 'ﬂﬂﬂﬁ:aﬁan rate

Dondero et al., Comp. Biochem. Physiol., 2006,
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What's before mortality? B

Al lvens

Transcriptomic changes ~ Gaeth Bloomficld

; Time series experiment H
Rob Kay
;
9.6 K Dicty Microarray @ Sanger

g
h] I b |

~ 250 genes, 85% upregulated

Homeostatic compensation
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e

Proteomics approach

Lysis and separation
on 2DE gel (mainly
cytosolic proteins)

|

Digestion of the spots

H

\
ldentification by means of ESI-Q-TOF MS/MS
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Caratterizzazione dei Sedimenti Fluviali e Lacuali

300 proteins were identified

- ﬁ::ﬂﬂ:g_‘n o ‘.:.i' @ier ';5 %'
T t : -l—nlr"..I
Q2 I&(%:"l* = ﬁuﬂ .:.;_:'WI ﬂ'
e - *:% 2 -
- 5 GG .
03E (& HE' aﬁ « B
= @ —
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Dictyostelium discoideum — Hg 2 uM

13 spots:
Je pH » 10
M, I
Tetratricopeptide-like helical - H
domain-containing protein (TPR) # 33
stress-induced-phosphoprotein 1 -,. .hl >d
| i ' %L = = Catalas
45 -]
b *"t”ﬁ !- + - —
1 - i— Malate
Similar to =e ; =+ & s dehydrogenase
mitochondrial ATP i h -
synthase deltachain ~1ar.. Mg S -
Glutathione s- J ' e 3 - ‘-HE ribosomal protein 512
transferase . "'.'r fab 1 ¥
Superoxide dismutase . i
e . Cytochrome C
. idase
Hypothetical protein . % ox
DDB_DRAFT 0187726 % e subunit ¥
o @ . Cystatin A1
ot a .' »
Vacuolar ATP synthase subunit G . PKIA (putative protein
Nuclear transport factor 2 5 Kinase C) DD-1
T ‘ThioredoXxin
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3
Putative iron regulatory protein - bt

= pri — 10
— ] - ;—- - : #‘" ' Aminoadipic Semialdehyde Synthase
Phesphoglucomutase A H ‘e . . =5
it ' J
- | ATPF citrate synthase
Aldehyde dehydrogenase -
J-oxeoacid CoA-tranzferase
L - ]
Y =L -
Rab GDP dissaciation inhibtor alpha - . v g t. | Cyclase assoclated protein
I & . -.+_ f : 1 2 - I
S.Adenosylmethionine synthetaze . - : - . H" " . . Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
30 % - # -
- = e e e -
. ! B e 4 f-alanine gynthass
14 spots: 1 '
0.1 .
— 2 Discoidin Il
o
L™ -
12 down-regolated o t - .
de - Phospheglycerate mutase
LA Tln L I
" ’ Hypothetical protein DDB_D233902
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Increased catabolic processes

C

.
o A<
[ L= H" == ubiquitination Lysosomal membrane stability
- 159
= 16— I :
- - -5_ =
:'.l': r'l:ll-:-i';;: e
. B
L — I f autoph
ERani- T mededs 410 1 ]'H:"["ELHSEI n au np ﬂg}"
ﬁ.lmuﬂ all genes H= E---- « Ubiguitin
belonging to the proteasome D LMS
complex were e Acus-oorsalizaon Ctrl

overexpressed
at 10 uM Hg Molecular: protein expression
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Cantrol Treated

6 replicates

Caratterizzazione dei Sedimenti Fluviali e Lacuali

ATPase L suburd]

fpnt Mo Fradein RF i
1 R L1 -~d msoosatiomn inhiBfor | B0 A0
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NMR spectra
i

Aldo Viarengo



Caratterizzazione dei Sedimenti Fluviali e Lacuali

UNIVERSITY {3F

% Metabolomics CAMBRIDGE

Jules Grilfn

lllllllll

Oliver Jones

Distinct patterns have been evidenced
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The systems toxicology approach suggested:
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