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Introduzione

L’inquinamento dell’aria & associato a numerosgttifinocivi sulla salute dell’'uomo:
molti studi epidemiologici condotti negli ultimi ahhanno mostrato come I'esposizione a
polveri sottili, anche a basse concentrazioni, @gssvocare effetti nocivi a breve e lungo
termine e contribuire allo sviluppo di nuove pagdn cosi come all'aggravamento di
condizioni patologiche preesisténtjuali asma, malattie respiratorie croniche, diabet

tumore del polmone e malattie cardiovascélari

1. Negli ultimi anni, oltre agli effetti sulla saluté alcuni inquinanti primari (S&
NO, CO) e secondari @NO,), la ricerca epidemiologica ha posto I'accento
sull’azione tossica dei metalli e della frazionéti® e ultrasottile delle polveri
ambientali (PMo, PM.5), frequentemente presenti nelle aree metropolit&tie
inquinanti dell’aria, infatti, sembrerebbero progoe effetti nocivi di tipo diretto
a livello del sangue e dei tessuti, nonché modifaa epigenetiche del

1Brunekreef B, Holgate STAir pollution and healthLancet. 2002 Oct 19; 360(9341):1233-42.

2 Bateson TF, Schwartz Who is sensitive to the effects of particulatepaitution on mortality? A case-crossover analysis
of effect modifiersEpidemiology, 2004 Mar;15(2):143-9.

*Baccarelli A, Bollati V Epigenetics and environmental chemic&lsrr Opin Pediatr. 2009 Apr;21(2):243-51.

4Tarantini L, Bonzini M, Apostoli P, Pegoraro V, Batl V, Marinelli B, Cantone L, Rizzo G, Hou L, Sehrtz J, Bertazzi
PA, Baccarelli A Effects of particulate matter on genomic DNA mettigh content and iINOS promoter methylafion
Environ Health Perspect. 2009 Feb;117(2):217-22.

5 Yauk C, Polyzos A, Rowan-Carroll A, Somers CM, Gdudk RW, Van Schooten FJ, Berndt ML, Pogribny IP,
Koturbash I, Williams A, Douglas GR, Kovalchuk Germ-line mutations, DNA damage, and global hypéngiation in
mice exposed to particulate air pollution in an arindustrial location; Proc Natl Acad Sci USA. 2008 Jan
15;105(2):605-10.

® Bollati V, Baccarelli A, Hou L, Bonzini M, Fustindi$, Cavallo D, Byun HM, Jiang J, Marinelli B, Pesa AC, Bertazzi
PA, Yang AS,Changes in DNA methylation patterns in subjectsoseg to low-dose benzen@ancer Res. 2007 Feb
1;67(3):876-80.



2. L’epigenetica studia: le modificazioni ereditabiklla funzione del genoma che
si verificano senza cambiamenti della sequenzaNih D ovvero lo studio dei
fattori che possono provocare cambiamenti nellesgiopne genica non associati
ad alterazioni nella sequenza nucleotidica del DNA piu importanti
modificazioni epigenetiche sono la metilazione D&A e I'acetilazione degli
istonf’.

3. La metilazione consiste nell'aggiunta di un gruppetile (-CH3) sul carbonio 5
della base azotata citosina all'interno del dinatite CpG. Le citosine metilate
rappresentano il 2-5% di tutte le citosine preseatigenoma dei mammiferi, e si
ipotizza siano implicate nei processi di stabiitamosomica. Nel genoma sono
presenti delle zone definite “CpG Island” e formdgesegmenti di DNA di 200
bp o piu con un contenuto in G e C del 50%; questee sono per lo piu
rilevabili nelle vicinanze dell’estremita 5’ dei ige in molti casi a monte di un
promotore, e il loro stato di metilazione partecglacontrollo dell'espressione
genica. La principale conseguenza della metilazioeé DNA ¢, infatti,
I'alterazione del grado di compattezza della cramaatn cui, in condizioni
normali, € organizzato il DNA. Una maggior compatte della cromatina,
dovuta alla presenza di promotori ipermetilati @ éstoni deacetilati, esclude

I'apparato trascrizionale della cellula e ne spetjespressione genitala

metilazione delle CpG island inoltre e fondamentakdl'inattivazione del

" Wolffe AP, Matzke MA Epigenetics: regulation through repressj@tience. 1999 Oct 15;286(5439):481-6.

8 Wrobel K, Wrobel K, Caruso JApigenetics: an important challenge for ICP-MS irtallomics studiesAnal Bioanal
Chem. 2009 Jan;393(2):481-6.

° Fuks F, Hurd PJ, Wolf D, Nan X, Bird AP, Kouzarid&s The methyl-CpG-binding protein MeCP2 links DNA
methylation to histone methylatiahBiol Chem. 2003 Feb 7;278(6):4035-40. Epub 2062 9.



cromosoma X, nel mantenimento della struttura ctonta e nella
determinazione dell’imprinting genomico. La metitare delle citosine pero e
anche un importante fattore mutageno, dal momemh® le deaminazione
idrolitica che la 5-metil citosina pud subire lagforma in timina, generando un
mismatch che non sempre viene correttamente rpatai sistemi interni alla
cellula®.

4. L’epigenetica contribuisce al normale differenziamee delle cellule
dell'organismo, ma e anche implicata nello svilugppgatologie come cancro,
malattie cardiovascolari e molte condizioni eretta

5. La metilazione del DNA e I'acetilazione degli istguossono variare in relazione
a differenti esposizioni ambientali, e I'alteraztotel correttgatternepigenetico
potrebbe essere una possibile spiegazione del meoua di azione di alcuni
agenti cancerogeni non genotossici. E’ stato athp®eipotizzato che I'effetto
cancerogenetico di alcuni metalli tossici che mapEno alla composizione del
particolato dell'aria possa essere mediato dadffaltione della metilazione

globale o gene specifica.

E noto in letteratura che le modificazioni epigéciet sono alla base della cancerogenesi
indotta da nickel, ma anche altri metalli come mis® cromo e cadmio, contenuti in diverse
concentrazioni nei prodotti alimentari e nell'acqpatabile, provocano cambiamenti nel
pattern di metilazione globale e gene specificipotnetilazione globale altera la stabilita

dei cromosomi, mentre I'ipermetilazione gene spexiimpedisce la corretta espressione del

1% Grewal SI, Moazed DHeterochromatin and epigenetic control of gene egpion Science. 2003 Aug 8;301(5634):798-
802.



gene stessd | cambiamenti a livello epigenetico quindi, inrgieolare riguardanti la
metilazione, sembrano avere un ruolo importantdonsViluppo di patologie di tipo

tumoralé? e studi su animali e in vitro lo confermano.

Metals
DNA damage Epigenetic Altered
changes signaling
+ nonmetal
carcinogen
Carcinogenesis Co-carcinogenesis

Figura 1: modello per la correlazione fra metalli e carcieogsi.

La presentazione dell'attivita svolta durante quést anni di attivita si articola in tre
sezioni. Nella prima sezione si riportano le noridnbiologia molecolare necessarie per
comprendere la natura deglitcomescelti per lo studio. Particolare attenzione eicdd ai
metodi di laboratorio utilizzati per la misura diestioutcome Nella seconda sezione sono
illustrati gli obiettivi del progetto di ricerca stiutendone le potenzialitd nell’acquisire
conoscenze rilevanti, alla luce dei problemi emdadia revisione di letteratura. Nella terza
e ultima parte si presentano le pubblicazioni gifiehe e i contributi a congressi effettuati
nel corso del programma di dottorato. Tali publdicai sono il risultato del mio
coinvolgimento in diversi studi di epidemiologia laientale e occupazionale e della mia
collaborazione con il gruppo di ricerca del Dipanto di Medicina del Lavoro, Universita

degli Studi di Milano.

11 salnikow K, Zhitkovich AGenetic and epigenetic mechanisms in metal careinesis and co carcinogenesis: nickel,
arsenic, and chromiupChem Res Toxicol. 2008 Jan;21(1):28-44.

12 Kurkjian C, Kummar S, Murgo ADNA methylation: its role in cancer development #metapy Curr Probl Cancer.
2008 Sep-Oct;32(5):187-235.



1. Background scientifico

1.1 La metilazione del DNA

Uno dei meccanismi epigenetici maggiormente studiala metilazione del DNA: una
modificazione covalente implicata in moltissimi pessi biologici quali il silenziamento
genico, linattivazione del cromosoma X sovrannumier nelle donne, l'imprinting

genomico e lo sviluppo embrionale. Nei mammiferviane a livello della base azotata
citosina, dando origine alla 5'metil-citosina. Lertetilcitosine, rappresentano il 2-5% di
tutte le citosine presenti nel genoma dei mammiesiono localizzate principalmente nei

dinucleotidi CpG.
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Figura 2: Metilazione del DNA.

La maggior parte dei CpG localizzati fuori dallelesCpG € metilata; al contrario le Isole
CpG, segmenti di DNA di 200 bp o piu con un contendel 50% di G e C, sono
solitamente non metilate e rilevabili soprattutedle vicinanze delle estremita 5’ dei geni. |l

ruolo delle citosine metilate non appartenenti @dlle CpG non é del tutto chiaro, ma



potrebbe riguardare la stabilita cromosomica. ltesaie localizzate in posizione 5' rispetto
alle guanine, sono presenti nelle regioni regaatii molti geni, specialmente a livello dei
promotori. La loro metilazione incide profondamerdell’'espressione di diversi geni
eucariotici: ad esempio, in alcune fasi del ciglwdare o in specifici tipi cellulari, le isole
CpG vengono metilate, inducendo il silenziamentd gene adiacente alla sequenza.
Solitamente lo stato di metilazione di un geneweisamente correlato alla sua espressione
genica: un progressivo stato di ipermetilazionesaalinattivazione del gene interessato,
mentre lipometilazione ne causa la riattivaziolea principale conseguenza della
metilazione del DNA e, infatti, I'alterazione defaglo di compattezza della cromatina in cui,
in condizioni normali, € organizzato il DNA. Una gugor compattezza della cromatina,
dovuta alla presenza di promotori genici iperm8teaalla deacetilazione istonica, esclude

I'apparato trascrizionale della cellula e ne spdigspressione genica.

Caratteristiche della Cromatina Cromatina

cromatina trascrizionalmente attiva | trascrizionalmente inattiva
Conformazione della ) Conformazione altamente

) Conformazione aperta
cromatina condensate
o Relativamente non metilata Metilata (anche nei
Metilazione del DNA . ) i ( .
(nei promotori) promotori)
Acetilazione degli istoni Istoni acetilati Istonedcetilati

Tabella 1: Caratteristiche della cromatina e suo ruolo netesso di trascrizione.



Negli eucarioti la metilazione é catalizzata da spacifica famiglia di enzimi: le DNA-

metiltransferasi (DNMTSs). Queste sono responsaeililegame di un gruppo metile con il
C5 della citosina che sara tramutata in 5’-Metisiha. Nei mammiferi sono presenti tre
classi diverse di DNA-metiltransferasi: DNMT1 e spe chiamata metiltransferasi di
mantenimento percheé il suo ruolo e quello di coreseril corretto pattern di metilazione del
DNA dopo la replicazione. DNMT3A e DNMT3B, invecesono responsabili della

metilazione de novo del DNA genomico dopo I'imp@uell’embrione.

IntErazione con RS

o — I T 15+ 0o

Replication targeting

DNMT3a — T T 0o

ATRY-|ika
PHO-finger

DNMT3b w 98 kDa

Repressione
HDAC-dipandente ‘1

Figura 3: Struttura molecolare delle DNMT nei mammiferi.

Il pattern di metilazione e fondamentalmente dedigwmante lo sviluppo. Durante la
replicazione del DNA eucariotico, circa 40 miliagi dinucleotidi CpG sono convertiti in
uno stato di semi-metilazione all'interno del filanto di DNA neo sintetizzato. DNMT1,
che é localizzata sulla forca replicativa, metilariodo preciso il filamento neo sintetizzato
(privo di metilazione) sullo stampo di quello semétilato, mantenendo cosi il pattern di
metilazione originale. La metilazione del DNA, qdi, € uno dei meccanismi correlati con

il differenziamento cellulare, tramite [linibizionedell’'espressione genica a livello
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trascrizionale fin dai primi stadi di sviluppo endale. Qui durante la fase di
segmentazione si assiste ad una prima demetilgzgagita, dopo la fase di impianto
del’embrione, da una metilazione “de novo” del gema ad opera delle DNMT3A e

DNMTS3B.

Da nove mathyiation

Domit3h Dnmitda

] ]

Maintenanco metylaton

\J

Actio demathyiation

Figura 4: Fasi della metilazione del DNA durante lo svilugpauolo degli enzimi DNMT.

In particolare, DNM3A e responsabile della metitend de novo nei primissimi stadi dello
sviluppo delle cellule germinali prenatali, menPBIM3B & coinvolta nel mantenimento di
guesta metilazione de novo nei primi stadi dellgosni di queste cellule germinali.
Mutazioni a livello del gene della DNMT3B sono agate a disordini da immunodeficienza
o instabilitd dei centromeri. Nel corso dell’evdluze il numero di CpG nel DNA dei
vertebrati € andato via via diminuendo. Fanno eoocezle sequenze chiamate CpG in cui la

frequenza CG é quella attesa, che rappresentargitai trascrizionalmente attive.

11



1.2 Istoni

Gli istoni sono le proteine pitl abbondanti assecatcromosonif. Sono una delle famiglie

di proteine maggiormente conservate dal punto stiavevolutivo. Sono proteine basiche
cariche positivamente, poiché posseggono un granera di amminoacidi con catena
laterale basica, in particolare lisina e argini@4. istoni interagiscono con il DNA, che é
carico negativamente a causa dell’'abbondanza gpgifosfato, per formare strutture dette

nucleosomi. Esistono cinque tipi di istoni comu#i:, H2a, H2b, H3, H4.

H2A Y Hze
'3"(' istone completo (con DNA)
s :
e
. { %
e . B -
x4 Whas dimerp . 4
L J " E o 1 S
: it T % | H2A-H2B e %Kl
R%@ .. dimero §e Fhol ot _.
?:?‘;_ﬁ H3-H4 | >
Iy &
)
%‘-:l:-c'-.u\ 3
Assemblaggio g
Istonico ’ ; _
tetramero P
Hah istonico

Figura 5: L’assemblaggio degli istoni a formare il nucleosoma

Essi hanno in comune una struttura detta domimstohe-fold composta da 3 alfa eliche
separate da 2 loop non strutturati. Gli istoni HE&B, H3, H4 si autoaggregano, formando

un ottamero chiamato ottamero istonico, intornogaéle il DNA si avvolge in modo

13 Bruce Alberts; Alexander Johnson, Julian Lewis, tiiaRaff, Keith Roberts, Peter Walteapitolo 4: DNA, cromosomi

e genomi in Biologia molecolare della cellu&a ed., Bologna, Zanichelli [novembre 1984], ma2909. ISBN 978-88-08-
20185-0
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sinistrorso per 1,65 giri, interagendo con gli mtmediante interazioni non covalenti (es.
legame a idrogeno). Il complesso formato da DNA’ mittamero istonico é detto

nucleosoma 1,65 giri di elica sinistrorsa corriggamo a circa 200bp, di cui 150bp sono
strettamente legate all’'ottamero istonico mentreefganti 50bp, distribuite in due pezzi da
25bp, si trovano legate ad H1, l'istone linker (spee50bp sono dette DNA linker poiché

permettono il legame tra due nucleosomi adiacenti).

1.2.1 Il nucleosoma

Il processo di formazione del nucleosoma é di &ptoaggregativo e si verifica solo
se e presente anche il DNA; in caso contrario t#emme istoniche non si aggregano. I

processo di formazione del nucleosoma prevedeliesggpassaggi:

1) Formazione di un tetramero composto da H3 e H4 f@ueiascuno).

2) Il tetramero lega nel solco minore una zona ridc&Tddel genoma eucariotico e
lo ripiega.

3) Si forma un dimero H2A-H2B che lega il DNA e ilr@inero precedente.

4) H1 riconosce il DNA linker e ne causa l'avvicinart@iall’'ottamero istonico. Il

nucleosoma e completo.

13



1.2.2 Funzione degli istoni

Il ruolo fondamentale degli istoni & quello di ongezare il DNA, compattandolo in maniera
ordinata, in modo tale da consentire alle celluleahservarlo in un volume ristretto come
quello del nucleo. Nelluomo il fattore di compaitane del genoma e pari a quasi 10000
volte poiché quasi 2m di genoma umano sono impéaeathie un nucleo di circa 2 um (10"-
6m). Gli istoni, e quindi i nucleosomi, non vannenpati come entita completamente
passive con funzioni puramente strutturali, ma cemature dinamiche soggette ad un gran
numero di modificazioni post-traduzionali. Oggi #nai evidente I'esistenza di un vero e
proprio codice istonico in grado di regolare I'eegsione genica. Ciascun istone
dell'ottamero presenta una lunga coda N-terminh&est estende al di fuori del nucleosoma:
gueste code possono subire numerose modificazimmgsse da specifici enzimi che
originano acetilazione, metilazione, ubiquitinazpnfosforilazione. Tali modificazioni
influiscono sulla struttura della cromatina faeifitlo la trascrizione di un gene, la sua
inibizione o altri importanti meccanismi. Esistonomai molte prove che mostrano come
molti attivatori della trascrizione posseggano véti istone-acetilasica; viceversa, molti

repressori paiono possedere attivita istone-ddasiet.

1.2.3 Acetilazione degli istoni

Questo tipo di modificazione é alla base dell’espi@e genica. Essa € promossa da una
classe di enzimi chiamate HATs (Histone Acetyltfarases) e prevede il trasferimento di
un gruppo acetile (il donatore € I'acetil-coenzifklasu un residuo amminoacidico di lisina
presente all’estremita N-terminale di tutti gliast che formano il nucleosoma. La lisina
perde cosi la carica positiva normalmente presarpél cellulare sull’azoto della catena

laterale e di conseguenza non € piu in grado diréegon alta affinita i gruppi fosfato del

14



DNA (che ha carica negativa). In realta, non sammei altamente specifici, possono infatti
modificare piu di un residuo amminoacidico. Il DNAene quindi rilassato in quel punto
permettendo ad altre proteine o enzimi di intergon esso. Le principali HATs sono una
cosiddetta p300 ed il suo omologo proteina leg@R&B (CREB-binding protein o CBP).
Sono rappresentate in modo ubiquitario e acetilgihéstoni dopo stimoli cellulari molto
vari. La loro attivita & particolarmente alta nedielule nervose, in quelle del midollo osseo
ed in alcune strutture endocrine, cioe in queliedi cellulari in attiva replicazione o elevato
metabolismo. Tra queste ovviamente bisogna inctudericellule tumorali. Le HATs sono
diventate, recentemente, un potenziale bersaglia terapia contro i tumori. Sono ormai
una decina, infatti, i composti che hanno mostgdtivita inibitoria verso questa classe di
enzimi. Strutturalmente essi appartengono ai deralehilici della 6-idrossi-chinolina ed ai
sostituti aromatici dell'isotiazolo. Le prove intsd hanno dato risultati incoraggianti sulla
loro efficacia, ma non sono ancora entrati in acwperimentazione pre-clinica. Molti
coattivatori trascrizionali, sembrano possedereattinita di acetilazione istonica intrinseca.

Inoltre le HATSs intervengono nel processo di attigae della trascrizione.

1.2.4 Metilazione degli istoni

by

La metilazione degli istoni € una reazione medddda classe di enzimi istone metil-
trasferasi (HMTs; Histone Metiltransferases) e poev il trasferimento di un gruppo
metilico ad una lisina o un’arginina presente sifemita N-terminale degli istoni H3 o0 H4.
Il donatore dei gruppi metilici € la S-adenosil-raeina (0 SAM). Gli effetti possono essere
differenti. Un esempio é dato dalla metilazion¢18K9 (legge: Lisina 9 sull'istone H3) che
porta porta alla formazione di un sito di legamer pga proteina principale

dell'eterocromatina (heterochromatin protein-1 oljjPuna proteina in grado di indurre

15



impacchettamento e quindi il silenziamento. Viceaanna metilazione di H3K4 ha I'effetto
opposto e promuove I'apertura cromatinica con ogumsete aumento dell’espressione
genica. Sfruttando questa capacita, alcuni ricerc&ianno messo a punto dei composti
chimici in grado di competere con le funzioni cihudi alcune HMTs. Si tratta di derivati
policiclici dell'indolo e della chinazolina e sonmpiegati in laboratorio per delucidare i

meccanismi di regolazione genica guidata dai psiacisnetilazione.

1.3 Telomeri

Il telomero € la regione terminale del cromosonaacudi deriva il nome stesso, composta di
DNA altamente ripetuto, che non codifica per alguodotto proteico. Ha un ruolo
determinante nell’evitare la perdita di informazidorante la duplicazione dei cromosdi
La DNA polimerasi, infatti, non e in grado di remie il cromosoma fino alla sua
terminazione; se non ci fossero i telomeri, chenduivengono accorciati ad ogni
replicazione, la replicazione del DNA comporterelibeogni occasione una significativa

perdita di informazione genetica. Vi sono prove goesto progressivo accorciamento dei

telomeri sia associato all'invecchiamento delldutele dell'intero organismo.

1.31 Natura e funzione dei telomeri

Il telomero € composto da sequenze ripetute di [@N\Fa alcune proteine ed ha la funzione
di proteggere le terminazioni dei cromosomi. Cigpédisce da una parte la degradazione
progressiva con rischio di perdita di informazioragll'altra che tale regione, non

presentando una corretta struttura a doppia eiaggrocessata come estremita di filamento

spezzato, con il rischio di fusione tra due regitelomeriche di cromosomi diversi. |

" Cong YS, Wright WE, Shay JWHuman telomerase and its regulatjoilicrobiol Mol Biol Rev. 2002
Sep;66(3):407-25, table of contents.
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telomeri sono estesi dallenzima telomerasi (hTERAuman Telomerase Reverse
Transcriptasg che rappresenta una classe di retrotrascrigpscializzate, presenti in
numerosi organismi (tra cui 'uomo), ma non in it soprattutto non in tutte le fasi dello
sviluppo). In particolare, nelluomo le telomerdsbsi come nella maggior parte degli
eucarioti multicellulari) sono attive solo nelldlage della linea germinale: cio significa che,
ad ogni replicazione, i telomeri umani si accoroiah un certo numero di paia di basi.
Esistono teorie che associano il continuo accastcidei telomeri con la senescenza delle
cellule della linea somatica e con la prevenzioeé aancro. Questo perché i telomeri
agirebbero come una sorta di orologio biologicgate cioé ad un numero massimo di
mitosi (e di replicazioni del DNA), al termine dgliale la cellula sarebbe troppo vecchia per
essere mantenuta in vita e prenderebbe la viaagelptosi. Per garantire un efficace
ricambio cellulare, in ogni caso, in molti tessdll’'organismo sono presenti cellule
staminali, che mantengono la corretta lunghezzaeli@ineri attraverso meccanismi diversi,
poiché come si & detto, le telomerasi sono esprese nella linea germinale. E stata
sviluppata per le staminali una teoria, la teoea fdamento immortale, secondo la quale,
essa, tramite una anafase non casuale, consen&fil@menti originali per se, lasciando i
filamenti accorciati per la cellula figlia non starale. Il meccanismo molecolare attraverso
cui i telomeri troppo corti possono portare allartaccellulare sembra essere legato alla
perdita del loro corretto ripiegamento naturalee(éw legato ad una loro dimensione troppo
ristretta). Secondo alcune teorie comunemente tateeta cellula e infatti in grado di
riconoscere questo diverso ripiegamento come daan®NA, avviando il pathway
dell'apoptosi sulla base dell’attivita di molecaleme p53. Tale processo di morte cellulare

puo anche essere avviato da una fusione tra cramobiell'uomo, la sequenza ripetuta nei
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telomeri € composta di sei nucleotidi TTAGGG, ruygeper una lunghezza che va da 3 a 20
kilobasi. Sono presenti 100-300 kilobasi addiziodalipetizioni telomero-associate, che si
dispongono tra il telomero ed il resto del cromosorma sequenza telomerica varia da
specie a specie (si veda il paragrafo sulle segquezlameriche), ma generalmente é ricca in
GC. Nella maggior parte dei procarioti, i cromosauano circolari: cido significa che non

presentano alcun tipo di telomero.

1.3.2 Accorciamento dei telomeri

| telomeri si accorciano a causa del meccanismeplicazione del filamento lagging del
DNA. Dal momento che la replicazione del DNA nonihiaio dalle estremita ma da varie
regioni piu centrali di ogni cromosoma e che tu#eDNA polimerasi polimerizzano in
direzione 5’ -> 3’ (spostandosi in direzione 3’53, infatti, il DNA in replicazione presenta
un filamentoleading ed unolagging Sul filamentoleading la DNA polimerasi puo
produrre un filamento complementare senza ostapaiché procede da 5 a 3'. Al
contrario, c’é€ un problema riguardo al senso 3’-ebé I'enzima dovrebbe prendere sul
lagging. Per risolvere questo problema, piccolaisege di RNA (RNA primer) legano tale
filamento e agiscono come innesco, favorendo Etatiadella DNA polimerasi e 'avvio
della polimerizzazione. Questo processo generartadzione dei frammenti di Okazaki. |
frammenti di Okazaki sono processati infine dalldADpolimerasi, che sostituisce 'RNA
dei primers con DNA, e dalla DNA ligasi, che forihlegame fosfodiesterico tra frammenti

consecutivi.
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Figura 6: Il filamentolaggingdurante la replicazione del DNA.

Questo accade presso tutti i siti del filamdatygging ma non dove si appaia 'ultimo primer
di RNA. In questa regione, infatti, 'lRNA viene thstto da RNA si, ma non c’é alcuna
sostituzione con DNA. Questo genera un continuacesso di accorciamento di queste

regioni, che si trovano appunto presso i telomeri.
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1.3.3 Estensione dei telomeri e cancro

La presenza di un limite al numero di divisionilgklri, dovuto all’accorciamento dei
telomeri, fu individuato per la prima volta da Leoth Hayflick. Tali osservazioni lo
portarono ad ipotizzare un ben preciso numero mmessii mitosi, che fu appunto definito
limite di Hayflick. La correlazione tra senescerezaumero di Hayflick, in ogni caso, fu
provata solo nel 1998, quando la Geron Corporatise a punto tecniche in grado di
estendere i telomeri, che comportavano un noteradlentamento della senescenza delle
cellule. Numerosi sostenitori delle tecnologie palungamento della durata della vita,
infatti, hanno da tempo focalizzato la loro attena sul ruolo dei telomeri e sulle possibilita
di allungarli. Cio sarebbe in linea di principio g3ibile attraverso l'induzione delle
telomerasi temporaneamente (per via farmacologicgermanentemente (attraverso la
terapia genica). Tali approcci, in ogni caso, nonosstati confermati da studi indipendenti
sulluomo, sebbene nel 2006 la Geron Corporatiobisalannunciato lo sviluppo di due
possibili farmaci in grado di attivare la telomeétasNel 2003 i ricercatori hanno individuato
per la prima volta un organismo i cui telomeri siemdono in maniera via via maggiore con
l'invecchiamento dell’organismo. Le principali p&gsitd della comunita scientifica
riguardo a questo tipo di approccio, comunque,aiigano I'eventuale rischio cancerogeno
che tali farmaci potrebbero comportare: I'allungatoedella vita di ogni cellula, infatti, &
intrinsecamente correlato ad un aumento della vabikta al cancro. D’altra parte, il
mantenimento della lunghezza dei telomeri € un @elstintivo di molti tipi di cancro nei
mammiferi. Nel'uomo, ad esempio, numerosi tumame in grado di aumentare I'attivita

della telomerasi, ottenendo una capacita di repbce pressoché infinita. Altri tipi di

 http://www.geron.com/
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carcinoma, invece, sono in grado di avvipaghwayalternativi di allungamento dei telomeri
(noti come ALT, dall'inglesealternative lengthening of telomejeshe coinvolgono il

trasferimento di ripetizioni telomeriche in tandéra cromatidi fratelli. Il meccanismo di
attivazione di ALT, in ogni caso, non & ancora mdien definito. Tecniche sicure di
estensione dei telomeri, in ogni caso, sono e garamtili soprattutto nel campo
dell'ingegneria tissutale, dal momento che permeltieero di produrre grandi quantita di

cellule sane e non cancerogene da utilizzare pslitwdoni di tessuti danneggiati (ad

esempio tessuto cutaneo in seguito ad ustioni).

134 Tecniche utilizzate per I'analisi della metilazionedel DNA

Lo studio della metilazione del DNA pu0 essere tafsgo con diverse metodiche. La
maggior parte di questi metodi utilizza la convensi con sodio bisolfito; una reazione
chimica che causa la deaminazione delle citosiree,non quella delle metil-citosine. In
seguito alla conversione e al cambio di sequenzassibile analizzare la percentuale di
metilazione attraverso sequenziamento diretto,stiiggge con enzimi di restrizione specifici
(COBRA), MS-SnuPE, PCR con primer specifici (MSPPwrosequencing. Nonostante la
varieta di metodi disponibili, il pyrosequencind’énico che permetta una quantificazione
accurata di ogni singola citosina e una variabiiitai diversi run molto bassa, requisito
indispensabile per lo studio di tessuti sani espa@st inquinanti ambientali. |l

pyrosequencing € una tecnica di sequenziamentDAl che si basa sulla rilevazione dei
pirofosfati rilasciati durante la sintesi del DNAttraverso una cascata di reazioni
enzimatiche, si otterra la produzione di luce vigiproporzionale al numero dei nucleotidi

incorporati, in base della sequenza del templato.
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2. Descrizione dello studio scientifico

2.1 Principi del trattamento con sodio bisolfito e pyr@sequencing

L’analisi della metilazione richiede I'amplificazie del DNA mediante PCR. Utilizzando

come templato il DNA estratto dal buffy coat deistib soggetti si perderebbe pero la
differenza tra citosine metilate e non metilater Beviare a questo inconveniente viene
utilizzato un trattamento iniziale con sodio bigolf Il metodo, messo a punto nel 1970 si
basa sulle proprieta chimiche del sodio bisolfiioe e in grado di legarsi al doppio legame
5-6 di tutte le citosine non metilate appartenadtuna qualsiasi sequenza di DNA, ma non

riesce ad interagire con le citosine metilate.

GGTCAGTGAC/MCG

Cc mC
Bisulfite conversion
N
GGTUAGTGAU/MCG
U m¢
PCR amplification
| |

GGTTAGTGAT/CG

Figura 7: Trattamento con bisolfito

L’'aggiunta di bisolfito rende la citosina non matd suscettibile alla deaminazione
idrolitica. Infine, le citosine deaminate saranmmwertite in uracili in presenza di un pH
alcalino, eliminando poi i residui di bisolfito. iGlracili si replicano in PCR come timine,

cosi da poter essere evidenziati come normali nartan realta, anche le 5-Metilcitosine

22



legano le timine in presenza di sodio bisolfito, matempi molto piu lunghi. Questa
differenza di comportamento mi permettera di dmorare all’'interno della reazione di PCR
le citosine dalle metil-citosine. Il DNA trattatomr bisolfito verra poi sottoposto a PCR. Gli
elementi ripetuti sono cosi amplificati attravelsdilizzo di un primer marcato con biotina.
Questo accorgimento permette la successiva sepaeariel prodotto finale su biglie di
sefarosio. | prodotti di PCR biotinilati possoncs&® purificati e denaturati a singolo

filamento, per essere usati come templato nelleessiva reazione di pyrosequencing.

+ CG
- ce
" '
+ CG cG _
4
Bisolfito
M
+ CG . uG _
}
PCR
—-
+ ce ug
==
y
Sequenziamento
+ C& us o

Figura 8: Tappe per I'analisi della metilazione del DNA

Il pyrosequencing, al contrario dell’elettroforegpiu tradizionale, permette un
sequenziamento diretto con metodo di sintesi, slmilo gli artefatti dovuti alla struttura
secondaria del DNA. Con questo metodo €& possibidizzare contemporaneamente molti

siti di metilazione e, al contrario di metodi attativi basati sulla digestione del DNA con
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enzimi di restrizione capaci di distinguere tra 5@ non metilate (trasformate in U dal
bisolfito), non & necessario individuare i siti réistrizione interni al sito di metilazione.
Inoltre, tramite I'utilizzo del pyrosequencing siita il sequenziamento di cloni multipli e si
ottiene una quantificazione accurata dei siti dtileone, dato che & possibile I'analisi di
piu siti all'interno di uno stesso run. La tecniel pyrosequencing € una tecnica ad elevata
sensibilita (piu dello 0,01% degli alleli metilggiesenti vengono rilevati, basso coefficiente
di variazione in esperimenti, miglior rapporto saigfrumore di fondo) che permette

un’analisi qualitativa e quantitativa della metitaze del DNA.

Folymerass

3 e ACCTTGAGTACCATCTAGGA
5% wmmmem TGGAACTCA

ATP sulfundass s > (dJADP
| . Apyrase
ATP - (d)AMP
LUCJ;EE\

Figura 9: Pyrosequencing: reazioni enzimatiche
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Si tratta di un sequenziamento diretto con metodsirdesi in cui i nucleotidi vengono
aggiunti uno per volta, e grazie agli enzimi présaella reazione, si produce un segnale
luminoso proporzionale al numero di nucleotidi inprati. Il segnale e rilevato da una
CCD camera e, man mano che la sintesi procedesgiaesza che si crea viene elaborata
come picchi dal software di lettura. La metodich migosequencing prevede, come primo
passaggio, l'ibridazione del primer di sequenziaimeson il templato di DNA a singolo

filamento, I'aggiunta del primo nucleotide e l'ifzazione coi diversi enzimi e substrati.
In particolare risultano necessari alla reazione:

v" DNA polimerasi: responsabile dell'incorporazione | ddesossiribonucleotide
trifosfato (dNTP) solo nel caso in cui questo s@mplementare alla base del
templato. Per ogni evento di incorporazione si alvrgascio di pirofosfato (PPi) in

misura equimolare alla quantita di nucleotide ipcoato.

Polimerasi
(DNA), +dNTP @) (ONA)_, +PPi

v' ATP fosforilasi: converte in modo quantitativo ilPPin ATP in presenza di

adenosina-5’fosfato.

v Luciferasi: converte la luciferina in oxiluciferingilizzando ATP e generando luce
visibile in misura proporzionale alla quantita diAimpiegata. Questo significa che
il segnale luminoso risulta proporzionale al nundiroucleotidi incorporati.

v" La luce sara quindi rilevata attraverso una can®e® e visibile come picco in un

grafico.
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luce

APS+PPi ATP
luciferina  axiluciferina

ATP
fempo

v' Apirasi: degrada continuamente i nucleotidi nonomporati e 'ATP in eccesso.

Quando la reazione di degradazione € completaag@ianto un altro nucleotide.

apirasi
HHTP ————3% dNDF + dHMF +fosfato

apirasi
ADP + app + Fosfato

v" | nucleotidi sono aggiunti alla reazione uno allaelta fino a completare la
formazione di una sequenza di DNA complementareéemplato. Infine, per la
determinazione di tale sequenza si utilizzano @nagni informatici che fanno uso di

pyrogrammi nei quali ogni base incorporata verrsuaiizzata come un picco nel

grafico.
Sequenza nucleotidica
G c - A o3 (e T -
a C T M & o T _
Nucleotide agoiunto
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2.2 Obiettivo

L'obiettivo del progetto e di valutare gli effettiel’esposizione occupazionale a polveri
sottili (PM) e di identificare i meccanismi biolagiche mediano e determinano il rischio di
patologie associate all'inalazione di PM. E’ nosinéenzione valutare se l'esposizione
professionale ad alte concentrazioni di PM provoalierazioni a livello epigenetico.

Sembra esistere, infatti, una correlazione trapbsgzione ambientale a polveri sottili e
I'insorgenza di possibili alterazioni nei meccanisinregolazione dell’espressione genica,
meccanismi di silenziamento genico che avvengonaasenodificazioni della sequenza del
DNA. | principali meccanismi epigenetici sono: ltitazione del DNA, le modificazioni a

livello istonico. E’ noto che tali alterazioni epigetiche svolgono un ruolo importante nella
insorgenza di patologie acute e croniche. L’iderd#ione di tali alterazioni associate
all'esposizione, dimostrerebbe la presenza di teffeiblogici precoci potenzialmente

correlati al rischio di sviluppare malattie.

2.3 Popolazione e quantificazione dell’esposizione

| soggetti allo studio sono costituiti da 63 lavoradi sesso maschile, di eta compresa tra
25-55 anni assunti da almeno un anno presso ursinidusiderurgica in provincia di

Brescia. | lavoratori erano cosi suddivisi:

v/ 20 lavoratori a turni impiegati in acciaieria neparto forno e colata (il reparto ove
avviene la vera e propria fusione dei rottami edkata in continuo dell’acciaio fuso,
caratterizzato dai piu alti livelli di stress teomie di polverosita);

v' 17 lavoratori a turni impiegati nel reparto dettarfiinatoio” (dopo il reparto forno
dove avviene il progressivo raffreddamento e tagledl’acciaio fuso fino alla

realizzazione del prodotto finito: barre di accidgite bindelle);
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v/ 26 lavoratori giornalieri addetti alla manutenziothegli impianti (caratterizzati da
mansioni piu variabili nel tempo in quanto lavoraimoentrambi i reparti per la

manutenzione ordinaria del ciclo produttivo).

| lavoratori detti a turno (primi due gruppi cifasivolgono la loro attivita con una rotazione
che prevede quattro giorni lavorativi di 8 ore ciaso, seguiti da due giorni di riposo.
I manutentori invece svolgono la loro attivita jp#to ore al giorno, senza rotazione ma con
una settimana lavorativa dal Lunedi al Venerdi. daatecipazione allo studio di ogni

soggetto ha previsto:

v informazione su scopi e modalita dello studio.

v firma di consenso informato.

v prelievo di sangue venoso a inizio e fine del tisatiimanale.

v' somministrazione di due brevi questionari (uno ampilato e I'altro compilato al
momento del prelievo).

v' misurazione dell’esposizione.
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2.3.1 Prelievo Ematico

Tutti i soggetti sono stati sottoposti ad un praievenoso a distanza di 4 giorni. Nello
specifico, il primo prelievo e stato effettuatogiorno di inizio del turno settimanale di
lavoro (baseline) e il secondo l'ultimo giorno deino settimanale (post-esposizione). Per

ciascun soggetto sono stati raccolti circa 40 nslagigue venoso in diverse provette:

v' n°l provetta citrato da 4,5 ml.

v" n°l provetta EDTA da 7 ml.

v' n°3 provette citrato da 6 ml.

v' n°2 provette PAX tube da 2,5 ml.

v" n°1 provetta PFA da 5 ml.

Per gli studi di metilazione e di modificazionidsiche & stata utilizzata la provetta EDTA,
centrifugata direttamente in azienda (15’ a 250@)rBi sono cosi ottenuti 4Q0 di buffy
coat, congelati tramite congelamento rapido in @#igiuido e inviati in vapori d’azoto al
laboratorio dell’Universita degli Studi di Milaneeplo stoccaggio e la successiva estrazione

del DNA.
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2.3.2 Informazioni raccolte per ogni lavoratore

Tramite il questionario auto-compilato sono stadecolte informazioni dettagliate circa
scolarita, abitudini al fumo, consumo di alcoliattivita svolta nel tempo libero, peso,
altezza, caratteristiche delle abitazioni, esposiiextra-professionale a polveri, condizioni

di traffico nella zona di residenza, mezzi utilizzeer recarsi al lavoro e minuti impiegati.

Variabili

Eta, media (DS) [anni]
Body Mass Index [Kg/nf]

Fumatori attuali, n (%)
No
Si
Numero di sigarette, media (DS) [n/giorno]
Scolarita, n (%)
Elementari
Scuola Media
Scuola Superiore
PMio,* n (%)
74-162 pg/rh
165-210 ug/th
223-1220 pg/fh

44 (7.6)

26.5 (2.7)

38 (60%)
25 (40%)

13 (7.2)

12 (19%)
37 (59%)

14 (22%)

23 (36.5%)
24 (38.1%)
16 (25.4%)

Tabella 1: Caratteristiche dei soggetti allo studio

* Livello medio di particolato con diametro inferma 10um (PM,o) stimato per
ogni soggetto e categorizzati in terzili.
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Ulteriori informazioni sono state raccolte al monwenlel prelievo su abitudini al fumo,
dieta e uso di farmaci nei 7 giorni precedentiréligvo e dettagliatamente sul reparto in cui
il lavoratore ha esercitato le sue mansioni duratregiorni di lavoro intercorsi tra il primo
e il secondo prelievo. Dai dati presenti in fablr{cartella sanitaria e libretto di rischio)
sono state inoltre estratte informazioni sulla iatdavorativa dei singoli soggetti e sulla
anamnesi patologica prossima e remota che ci pegsset di escludere soggetti con

importanti patologie, soprattutto a carico dell’apdo cardiovascolare.
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2.3.3 Determinazione dell’esposizione individuale a polvee metallica

L’esposizione di ogni soggetto durante la giorrditlavoro é stata valutata sia come massa
totale inalata |{g), sia come concentrazione ambientale med@n{®). La frazione di
polveri con diametro inferiore a m e 1um (PMyo e PM rispettivamente) e risultata
variare tra le diverse postazioni a causa dellerder sorgenti di esposizione. Nella tabella 2
sono riportate tutte le postazioni occupate dagstigdurante la settimana lavorativa in cui

sono stati sottoposti a prelievo venoso.

%PM %PM
Postazioni pg/m?

<1um <10 um
Cabina EAF 488.78 3.1 52
Spillaggio 3669.8 0.3 44.2
Area forno siviera LF 1863.7 14 354
Cabina colata continua 96.1 3.6 50.2
Centro ambiente colata continua 403.8 0.7 47.3
Cabina sivieristi 2329.2 0.7 58.2
Parco rottame 1377.9 0.5 45
Officina meccanica 324.6 3.5 60.1
Officina elettrica 1249.3 0.6 73.1
Pulpito centrale cabina conta lam 1 122.3 0.19 87.0
Cabina evacuazione laminatoio 1 397.3 0.71 65.87
Centro ambiente evacuazione lam 1 397.3 0.71 61.2
Pulpito centrale cabina conta lam 2 216 1.3 37.32
Centro ambiente lam 2 560.3 2.51 53.33

Tabella 2: Concentrazione di polveri in tutte le postazioniadioro
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Per ogni postazione é stata rilevata la concemtnaziotale di particolato espressaigim3,

la percentuale di polveri con diametro uguale oaména 1um (PM) e la percentuale di

polveri con diametro uguale o minore a lfn (PMy). Come si pud osservare le

concentrazioni totali variano da valori di 96 a®IB000ug/m?® e risultano in generale molto

elevate rispetto ai valori cui & sottoposta la pagpone generale in ambiente urbano, mentre

corrispondono a quanto atteso in un moderno im@iaiterurgico. La frazione di polveri

BN

ultrafini e risultata particolarmente elevata ngblestazioni Cabina EAF, Cabina colata

continua, Officina meccanica e Centro ambiente hahaio 2.

Esposizione Media DS Min Percentile Max

25" 50" 75"
PM 1o (png/m®) 233.42 215.00 74.00 152 179.44  223.00 1220.17
PM; (ng/m°) 8.48 6.18 1.71 351 9.01 11.35 30.49
Part. Grezzo ug/m®) 224.94 208.99 71.51 148.60 170.13 211.03 1189.68
Cromo (ug/m?) 0.09 0.03 0.02 0.08 0.09 0.10 0.20
Piombo (ug/m®) 6.98 6.63 0.52 1.40 422 16.11 18.00
Cadmio (ug/m®) 0.005 0.007 0.001 0.001 0.002 0.007 0.03
Arsenico (ug/m®) 0.18 0.21 0.005 0.016 0.072 0.500 0.500
Nickel (ng/m°) 0.43 0.26 0.10 0.24 0.34 0.62 0.90
Manganese fig/m°) 38.78 98.86 0.30 1.33 9.12 30.00 684.00

Tabella 3: Valori medi, deviazione standard, minimo, massimadascuno degli indicatori di esposizione

individuale a polveri e metalli.
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Come descritto in precedenza, per ogni soggetto state calcolate la concentrazione totale
giornaliera 1g) e la concentrazione mediag(m3) tenendo conto delle diverse postazioni
occupate durante il giorno lavorativo e i tempipdirmanenza in ognuna. L’esposizione
individuale cosi calcolata é riassunta in Tabella@lo¥e sono riportati i valori medi, la
deviazione standard e il minimo e il massimo dscimo degli indicatori di esposizione
individuale a polveri utilizzati in analisi. | lavatori allo studio risultano quindi esposti a
valori medi di circa 10 volte piu elevati rispettdla popolazione generale residente in
pianura padana, come mostrato in Tabella 4. Pemaggiore semplicita e per facilitare il
confronto con i risultati riportati in letteraturarisultati successivi si riferiscono a RM

medio (1g/m3). L’analisi con le esposizioni totali ha dasultati sovrapponibili.

Area | trim Il trim [l trim 1V trim

Milano  83.52 35.33 23.60 78.65

Brescia 65.12 34.30 29.00 53.35

Tabella 4: Concentrazione media di RMpg/m3) a Milano e Brescia nell’anno 2005.
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2.4 Analisi Statistiche

Dal momento che con [utilizzo del pyrosequencing possibile analizzare
contemporaneamente molti siti di metilazione, sirttaa disposizione piu misurazioni per
ciascun lavoratore. Partendo dal presupposto chmosiri marcatori, pur andando a
quantificare un fenomeno comune, vanno considsegaratamente 'uno dall’altro, si deve
dire che, finora, un approccio comune € consistiimplementare dei semplici modelli di
regressione (univariata e multivariata) utilizzanmome outcome la media calcolata sulle
misurazioni ripetute per ogni soggetto; tuttaviagedere in questo modo comporta una
notevole perdita di informazione, nonché di poter@ae deciso quindi di considerare
I'utilizzo di modelli multilevel che ci permettandi sfruttare I'informazione proveniente da
tutte le misurazioni effettuate, tenendo pero codébd fatto che queste misurazioni si
distinguono per appartenenza a diversi soggetuersi siti e diversi istanti temporali.
Considerando quindi i fattori “soggetto”, “sito” “&urno” come fattori casuali & possibile
introdurre nei modelli di regressione delle intéteeasuali che ci permettano di correggere
le stime fornite dai modelli per la correlazionéstsnte tra le misurazioni appartenenti ad
uno stesso gruppo. Un attento esame della strudeirdati ha permesso di comprendere che
ci si trova in presenza di una struttura non géiiaeccon le misurazioni crossclassificate in
base a tre fattori. Potenzialmente, una misurazimitd puo appartenere ad una qualsiasi
combinazione di livelli dei differenti fattori. Qe ovviamente €& possibile solo
considerando i tre (o due) siti esaminati all'intedella sequenza di DNA come equivalenti
per tutti i soggetti, cosa che effettivamente smonde al vero poiché le posizioni dei
nucleotidi sui cui sono state effettuate le analio sempre le stesse per ciascun individuo.

Analogamente, per cio che riguarda il momento insano stati effettuati i prelievi di
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sangue, nonostante le date dei due prelievi nomd&stesse per tutti i soggetti, dal punto
di vista biologico possono essere considerate.

2.4.1 Effetti a breve termine dell’'esposizione a PN sulla metilazione del DNA

Per stabilire se ci sia 0 meno un effetto a brewmine dovuto al turno lavorativo, sono stati
implementati, per ognuno dei marcatori di metilagpodei modelli a effetti misti con i
fattori casuali “soggetto” e “sito” cross-class#ice il fattore “turno” fisso; qui di seguito si

mostra il modello scritto in notazione scalare:

Yi(j1,j2) = Bo + Pa(turno) +3j + dp2 + €ia j2)

dovef, rappresenta la risposta mediag il coefficiente di regressione relativo al turrép
e I'effetto casuale dovuto ai soggesip, e I'effetto casuale dovuto al sito ed infing j») € il
termine di errore residuo. Per valutare se ci siraemo un’associazione tra la metilazione
misurata dopo il turno lavorativo e I'esposizionBM;, sono stati utilizzati ancora una volta
dei modelli a effetti misti a 2 vie prendendo innsmlerazione solamente le misurazioni

effettuate sui secondi campioni di sangue prelevati

Yigriz) = Bo + B1(PMuig) + B2Xz + ... +BnXn + 51 + O + €iia o)

dovefy € lintercettap; € il coefficiente di regressione relativo al RMsono i coefficienti
di regressione delle covariate incluse nel mod@ta, BMI, fumo di sigaretta); e ancora é
I'effetto casuale dovuto ai soggetti, e I'effettasaale dovuto al sitg j1j2) € € il termine di

errore residuo.
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2.4.2 Effetti a lungo termine dell’esposizione a PN sulla metilazione del DNA

Poiché I'esposizione a Plimisurata durante lo studio rappresenta quellidiHatto sono i
livelli di esposizione media cui solitamente somttaposti i lavoratori dell’acciaieria, per
stimare gli effetti a lungo termine dell’esposiziom PMg sulla metilazione del DNA,
abbiamo valutato l'associazione tra I'esposiziomsliviiduale a polveri sottili e la
metilazione utilizzando le misurazioni relative dNE-1, Alul e INOS effettuate sia
precedentemente al turno lavorativo che dopo flduassumendo che gli effetti del R\i
protraggono nel tempo producendo delle modificazg&imili nei due istanti temporali
considerati. Per i marcatori di metilazione del DNAe non mostravano cambiamenti
attribuibili al turno lavorativo nell’analisi deglieffetti a breve termine sono stati
implementati dei modelli a effetti misti a 2 vieadmghi al modello, ma prendendo in
considerazione le misurazioni effettuate sui camgioovenienti da entrambi i prelievi. Per
I marcatori per cui si e evidenziata una differeammificativa tra le misurazioni effettuate
prima e dopo il turno lavorativo nell’analisi degtifetti a breve termine sono stati invece

utilizzati dei modelli a effetti misti cross-claisati a tre vie come descritto qui di seguito:

Yii1,i2i3) = Po + B1(PMig) + BoXo + ... +BnXn+ 81 + 02 + Oj3 + €iL2)

dovep, e I'intercetta complessiv@; rappresenta 'effetto medio attribuibile al RJVB.... B,
sono i coefficienti di regressione per le covariateluse nel modello multivariatay; e
I'effetto casuale relativo al soggettd, & l'effetto casuale relativo al sito, mentig é

I'effetto casuale dovuto al turna; 1 23 il termine di errore residuo.
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3. Risultati e Discussione

3.1 Progetto 1:

Questo articolo scientifico & stato accettato ebfpiosito il 17 Dicembre 2010 sulla rivista
Environmental Health Perspectivdktitolo originale é:

“Effects of Short-Term Exposure to Inhalable Paitade Matter on Telomere Length,

Telomerase Expression, and Telomerase Methylati@teel Workers”

Autori: Laura Dioni, Mirjam Hoxha, Francesco Nordio, Mat®onzini, Letizia Tarantini,
Benedetta Albetti, Alice Savarese, Joel Schwarier Rlberto Bertazzi, Pietro Apostoli,

Lifang Hou, and Andrea Baccarelli.

La LTL e risultata significativamente aumentata ceenpioni post-esposizione (media 1.43
+ 0.51 SD), rispetto ai campioni al baseline (2B28 SD, p-value <0.001) [Tabella 1]. La
LTL post-esposizione € associata positivamenteidivelli di esposizione a PM (Bag =

0.30, p-value = 0.002) e PMBagj = 0.29, p-value = 0.042) nei modelli aggiustati pe

potenziali confondenti.

Baseline Postexposure

Outcome n Mean + SD Range Mean + SD Range p-Value
White blood cells (10%/mm?) 62 731+16 36-104 7317 40-130 0.91
Granulocytes (%) 62 589+72 43.5-76.0 bB2+76 44 6-80.6 0.23
Lymphacytes (%) 62 307 £6.7 15.4-441 320+£73 15.7-47.0 0.069
Monocytes (%) 62 10435 45-194 98+£35 37175 0.22
LTL(T/S ratio) b7 1.23+028 0.68-1.86 1.43+051 0.72-3.34 <0.001
hTERT expression (2-2ACT) b8 1.68+086 0.72-4.86 1.31+075 0.52-5.55 <0.001
hTERT methylation (% 5mC)

Position 1 b9 9389+10 90.5-96.8 939+1.1 89.9-96.8 0.84

Position 2 b9 938478 80.4-100.0 936+3.1 79.2-971 0.67

Position 3 b9 900+19 86.3-955 902+15 85.9-93.2 0.36

Tabella 1: Conta leucocitaria, LTL, espressione di hTERT mR&\&etilazione del promotore di hTERT
misurato in 63 i lavoratori della fonderia al basale al post-esposizione.

38



Non abbiamo trovato differenze legate all’esposieidella metilazione in nessuno dei siti
CpG indagati nel promotore di hTERI espressione di hTERT era inferiore nei campioni
post-esposizione (media 1.31 + 0.75 SD) rispettdaseline (1.68 + 0.86 SD, p-value
<0.001), ma la diminuzione di espressione hTERT marevidenziato una relazione dose-

risposta con I'esposizione a PM [Tabella 2].

Unadjusted Adjusted?
Dependent variable Exposure B2(95% Cl) p-Value B?(95% Cl) pValue
LTL
Baseline (n=57°) PM;p 0.06 {-0. []3 t0 0.16) 0.18 0.08({-0.03t0 0.19) 0.13
PM; 0.02(-0.11t00.15) 0.71 0.07(-0.09100.22) 0.38
Postexposure (n= 574 PMg 0.26 (0. [] t0 0.42) 0.002 0.30(0.11 to 0.49) 0.002
PM; 0.25(0.02 to 0.48) 0.037 0.29(0.01 to 0.57) 0.042
Differenced (n= 579 PM;g 0.20(0.07 t0 0.33) 0.003 0.23(0.08t00.38) 0.003
PM, 0.22 (0.04 to 0.40) 0.016 0.21(0.00t0 0.43) 0.051
hTERT expression
Baseline (n=58¢) PM;q —0.20(-0.50 to 0.10) 0.18 —0.05 (—0.36 to 0.26) 0.75
PM; —0.41(-0.80 to —0.01) 0.042 —0.15(-0.57 10 0.27) 0.47
Postexposure (n= 584 PMp —0.07 (-0.33t0 0.19) 0.60 —0.02 (—0.30 to 0.26) 0.89
PM; —{] 15{ 0.49 to 0.20) 0.40 —0.01(-0.3910 0.38) 0.97
Difference? (n =589 PM;p 13(-0.12 t0 0.39) 0.30 0.09(-020100.37) 054
PM, []26{ [][]8 to 0.60) 0.13 0.20(-0.16 1o 0.57) 0.27

Tabella 2: Associazione di PM e PM con LTL, espressione hTERT mRNA misurate nei latani della
fonderia al basaline e al post-esposizione.

Non abbiamo trovato differenze legate all’esposigioin nessuno dei siti CpG di

metilazione del promotore di hTERT [Tabella 3].
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Figura 1: Cambiamenti entro-soggetto di LTL tra il primo giordella settimana lavorativa (baseline) e dopo
3 giorni di lavoro (post-esposizione). Gli individiono stati classificati in base ai terzili di M

Unadjusted Adjusted?
hTERT methylation Exposure B?(95% Cl) p-Value B?(95% Cl) p-Value
CpG position 1
Baseline (n=59°) PM,q —0.02 (-0.39 to 0.36) 0.93 0.08 (—0.34 to 0.50) 0.71
PM; —0.08 (—0.58 to 0.42) 0.76 —0.02 (0.6 to 0.56) 0.95
Postexposure (n=53°) PM;q —0.13(-0.5510 0.28) 053 —0.15(-0.62 t0 0.32) 0.52
PM, —0.13(-0.68 to 0.43) 0.65 —0.13 (-0.76 to 0.50) 0.69
Difference? (n = 599) PM;q —0.11(-0.65 to 0.42) 0.67 —0.24 (-0.84 t0 0.36) 043
PM, —0.05(-0.77 to 0.67) 0.89 —0.03(-0.83t0 0.77) 0.95
CpG position 2
Baseline (n=59°) PM; 0.15(-0.89 to 1.20) 0.77 0.05(-1.181t0 1.27) 0.94
PM, —0.15(-1.55t0 1.26) 0.83 —0.32 (-2.00 t0 1.36) 0.71
Postexposure (n=59°) PM;q —0.26 (-1.41 10 0.89) 0.65 —0.43(-1.75t0 0.89) 0.52
PM, —0.35(-1.89t0 1.19) 0.65 —0.81(-2.58 t0 0.97) 0.36
Difference? (n=599) PM,q —0.41(-1.83 to 1.00) 0.56 —057(-2.27t01.12) 0.50
PM, —0.20{-2.11to 1.70) 0.83 —0.33(-2.59 10 1.93) 0.77
CpG position 3
Baseline (n=59°) PM;q —0.20(-0.91 to 0.50) 0.56 —0.21(-1.00 to 0.59) 061
PM, —0.64 (-1.57 to 0.29) 0.18 —0.68 (-1.76 t0 0.40) 0.21
Postexposure (n=59°) PM,q —0.73(-1.24t0-0.22) 0.006 —0.70 (-1.26 to —0.13) 0.017
PM; —1.00 (-1.69 t0 —0.32) 0.005 —1.00 (-1.76 to —0.25) 0.010
Differenced (n = 599) PM; g —0.53(-1.19t0 0.13) 0.12 —0.55(-1.30 t0 0.20) 0.15
PM; —0.37(-1.27 to 0.54) 0.42 —0.21(-1.22 t0 0.81) 0.69

Tabella 3: Associazione fra esposizioni a RMe PM, con i livelli di metilazione di tre posizioni Cpg@el
promotore di hTERT al baseline e post-esposizione.
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3.1.1 Discussione Progetto 1:

Nel presente studio, che ha coinvolto un campioneopkrai di una acciaieria con
esposizione ben caratterizzata a PM, abbiamo wouat aumento significativo dose-
correlato di LTL (lunghezza dei telomeri dei leutipadopo esposizione a breve termine a
PM. Tuttavia, questa correlazione non sembra esspregata da modificazioni di
espressione nellmRNA e della metilazione del DNA IERT (trascrittasi inversa
telomerasica umana). La relazione fra PM e LTL atawel presente studio & in contrasto
con precedenti relazioni presenti in letteratur@Qvhcken et al. riportano un’associazione
inversa tra esposizioni a livelli di particolatarloanioso, tracce di PM da traffico veicolare,
e LTL misurata nel sangue in una coorte di soggatiziani nella parte orientale del
Massachusett& Hoxha et al. hanno dimostrato che la LTL misurathsangue era pil corta
nei vigili urbani caratterizzati da una lunga espose ad agenti inquinanti di traffico
rispetto a chi lavora in ufficid. Gli autori hanno ipotizzato che un’esposizion&uago
termine a PM puo causare la riduzione della LTkag#rso stress ossidativo indotto da PM
a cui la struttura ricca in G (guanina) dei telongepiu sensibile di quanto sia nel normale
DNA genomico. Diversi modelli sperimentali in vitrbanno mostrato che durante

l'inflammazione acuta, che é un processo centralla mediazione degli effetti sulla salute

16 McCracken J, Baccarelli A, Hoxha M, Dioni L, Co| Suh H, et al. 2010Annual ambient black carbon associated
with shorter telomeres in elderly men: Veterans iistration Normative Aging StudyEnviron Health Perspect
118:1564-1570.

7 Hoxha M, Dioni L, Bonzini M, Pesatori AC, Fustind®j Cavallo D, et al. 2009ssociation between leukocyte telomere
shortening and exposure to traffic pollution: a ssesectional study on traffic officers and indoffice workers Environ
Health 8:41; d0i:10.1186/1476-069X-8-41 [OnlineSdptember 2009].
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da esposizione a PM a breve terminsi riscontra un aumento della lunghezza dei tetom
nelle cellule infiammatorf@. Questi studi sperimentali hanno indicato I'attieme della
telomerasi come un potenziale meccanismo detert@néallungamento dei telomeri
durante I'inflammazione acuta. Abbiamo per questam@nato I'espressione dellmRNA di
hTERT e i livelli di metilazione del suo promotofkuttavia, i nostri risultati non spiegano
un ruolo importante dell’espressione hTERT nel weteare I'aumento della LTL in
soggetti umani esposti a PM. Infatti, abbiamo ttoviavelli bassi di mRNA hTERT nei
campioni rilevati dopo I'esposizione, che potrelispecchiare l'inattivazione per feedback
negativo della telomerasi in presenza di LTL allagag Tuttavia, poiché la proteina hTERT
e anche regolata a livello post-trascrizionalepe abbiamo avuto una misura diretta delle
attivita della telomerasi nel nostro studio, norsgpamo escludere che I'attivazione della
telomerasi abbia un ruolo nel determinare un aumeletla LTL. Oltre alla telomerasi,
I'insieme di proteine associate ai telomeri & estrmente complesso e i precisi meccanismi
molecolari che regolano la lunghezza dei telomerilinfociti o altri tipi di cellule non sono
pienamente compréSi Non abbiamo trovato consistenti associazionisgiosizione a PM
con l'espressione di hTERT mRNA e la metilazionalé/la pena notare che indagini
precedenti che correlano la metilazione hTERT arsua espressione hanno mostrato
entrambe le associazioni positive e negative Liu et al. suggeriscono che queste

correlazioni incoerenti possono essere dovute @votgimento di una grande varieta di

18 Brook RD, Franklin B, Cascio W, Hong Y, Howard Gpsett M, et al. 2004Air pollution and cardiovascular disease:
a statement for healthcare professionals from thipet Panel on Population and Prevention Sciencéhef American
Heart AssociationCirculation 109:2655-2671.

19 Weng NP, Granger L, Hodes RJ. 199%lomere lengthening and telomerase activation murhuman B cell
differentiation Proc Natl Acad Sci USA 94:10827-10832.

20 Hodes RJ, Hathcock KS, Weng NP. 2008lomeres in T and B cellSlat Rev Immunol 2:699-706.

21 Dessain SK, Yu H, Reddel RR, Beijersbergen RL,Weig RA. 2000Methylation of the human telomerase gene CpG
island Cancer Res 60:537-541.
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fattori di trascrizione che interagiscono con ibmotore hTERT? Studi futuri sugli effetti
del PM dovrebbero tenere conto della complessitda degolazione della telomerasi
considerando molteplici meccanismi di regolazionettenere misure dirette della attivita
della telomerasi. Per le cellule inflammatorie cigpacita di subire la divisione cellulare e
una estesa espansione clonale e di fondamentalertanpa per l'efficace generazione di
una risposta inflammatoria. Le cellule con telonscorciati perdono la loro capacita di
dividersi e diventare senescenti 0 subire apoptékicontrario, i telomeri piu lunghi
garantiscono il mantenimento della capacita dedlidule di rapida proliferazione. Questi
meccanismi sono stati ampiamente dimostrati inopoftolazioni linfocitarie coinvolte
nellinflammazione acuta, compresi quelli nel samqueriferico. Espansione clonale di
leucociti circolanti, che si verifica rapidamentesiottopopolazioni con telomeri piu lunghi,
dovrebbe portare queste sottopopolazioni ad epsemappresentate nel sangue periferico e
quindi portare a un aumento medio di LTL. Nei niod&ti, abbiamo trovato un moderato,
non significativo incremento della percentuale whfdciti circolanti nel sangue tra i
campioni al baseline e al post-esposizione. Questoento non € stato marcato come quello
osservato per la LTL; pertanto € evidente che fipkei sottopopolazioni di linfociti, come
le sottopopolazioni di cellule T o B, hanno pral@e® maggiorante. In alternativa, la
migrazione dei leucociti meno maturi (che hannoitsubn minor numero di divisioni
cellulari e sono tenuti ad avere telomeri piu luhgial midollo osseo al sangue potrebbe
avere contribuito allaumento di LTL nei campiorogt-esposizione. In effetti, precedenti

studi hanno dimostrato che le risposte inflammatsistemiche all’esposizione PM sono

22 |ju K, Hodes RJ, Weng N. 200Cutting edge: telomerase activation in human T lyogytes does not require increase
in telomerase reverse transcriptase (hTERT) proteit is associated with hTERT phosphorylation andlear
translocation J Immunol 166:4826—4830.
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associate con la presenza di leucociti meno maalrsangue periferiéd Gli studi futuri in
soggetti esposti a PM dovrebbero misurare la LTlpadda separazione di specifiche
sottopopolazioni di leucociti in base alle loro zioni e la maturita. Il nostro disegno dello
studio ha incluso misure di LTL, espressione di RTENRNA, e metilazione di hTERT in
campioni di sangue da leucociti prelevati il priraoil quarto giorno di una settimana
lavorativa. | due campioni sono stati raccolti pentificare fluttuazioni di breve periodo
associate al ciclo settimanale di esposizione apwalifavoro nello stabilimento durante la
settimana, seguita dalla cessazione dell'esposzidurante i 2 giorni di riposo tra le
settimane consecutive. Abbiamo studiato una popmiaz con esposizione ben
caratterizzata, che ha permesso anche il contdastoggetti su un’ampia gamma di diversi
livelli di esposizione. Il nostro studio si € basati soggetti che lavorano in diverse aree di
lavoro della stessa fabbrica e non comprende upal@nione di soggetti diversi, senza una
specifica condizione di esposizione a sostanzeimagti per via inalatoria. Tuttavia, la
nostra valutazione primaria degli effetti a bregartine dell’esposizione PM era basato su
un confronto tra campioni al baseline e i campadopo I'esposizione degli stessi soggetti,
in cui ciascun soggetto e servito come il suo @dlatr Inoltre, nei modelli di regressione che
valutano la relazione dose-risposta dei livelli eposizione a PM con le misure di
esposizione al baseline o post-esposizione di LiTlivelli di hTERT mRNA, e la
metilazione hTERT, abbiamo controllato per potehzianfondenti inserendo nei modelli

multivariati come variabili indipendenti diverseratieristiche individuali.

2 suwa T, Hogg JC, Quinlan KB, Ohgami A, Vincent W&n Eeden SF. 200Particulate air pollution induces
progression of atherosclerosis Am Coll Cardiol 39:935-942.
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3.1.2 Conclusione Progetto 1:

Il nostro studio ha mostrato un aumento LTL da sangssociato ad esposizione a breve
termine a PM in un gruppo di lavoratori di un’inthies siderurgica. Non abbiamo trovato
prove che I'aumento di LTL & mediato dai cambiameel’espressione di hnTERT mRNA e
la metilazione hTERT. Sono necessari nuovi studigbéarire i meccanismi che sono alla

base dell’aumento di LTL indotta da esposizioné/a P
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3.2 Progetto 2:

~

Questo articolo scientifico e stato accettato ebpoato I'8 Marzo 2011 sulla rivista

Environmental Health Perspectivdktitolo originale é:

Inhalable Metal-Rich Air Particles and Histone H3ERMmethylation and H3K9 Acetylation

in a Cross-sectional Study of Steel Workers

Autori: Laura Cantone, Francesco Nordio, Lifang Hou, Pié&tpmstoli, Matteo Bonzini,
Letizia Tarantini, Laura Angelici, Valentina BoliatAntonella Zanobetti, Joel Schwartz,

Pier A. Bertazzi, Andrea Baccarelli.

Exposure Aluminum  Manganese  Nickel Zinc Arsenic Lead [ron PMyg P,
Aluminum 1
Manganese 0.75 1
<0.0001
Nickel 0.46 0.39 1
0.0001 0.0017
Zinc 0.18 0.21 0.32 1
0.1625 0.1034 0.0105
Arsenic 0.15 0.31 0.84 0.25 1
0.2378 0.0143 0.0000 0.0483
Lead 0.75 0.99 0.38 0.35 0.28 1
< 0.0001 < 0.0001 0.0018 0.0047 0.0265
[ron 0.15 0.28 0.76 0.48 0.70 032 1
0.2451 0.0261 <0.0001 0.0001 <0.0001 0.0113
PM;g 0.81 0.82 0.34 0.34 0.04 0.85 0.27 1
<0.0001 < 0.0001 0.0056 0.0070 0.7446 <0.0001 0.0294
PM, 0.63 0.60 0.22 0.28 —0.20 0.64 0.26 0.90 1

<0.0001 <0.0001 0.0897 0.0277 0.1195 <0.0001 0.0408 <0.0001

Tabella 1: Matrice di correlazione tra esposizioni individu@omponenti metalliche del PM)

Sia H3K4me2 e H3K9ac aumentato in associazione gbnanni di lavoro nell
impianto (p-trend = 0.04 e 0.006, rispettivamerjiggbella 2]. H3K4me2 aumentato in
associazione con il nickep & 0.16, 95% CI: 0.03-0.3), I'arsenicp £ 0.16, 95% CI: 0,02-

0,3) e il ferro § = 0.14, 95% CI: 0.01-0.26) [Tabella 3].
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H3K9ac ha mostrato associazioni positive non sicgtifve con il nichel [§ = 0.24, 95% CI:

-0.02-0.51), I'arsenicop(= 0.21, 95% CI: -0.06 — 0.48), e il fer® € 0.22, 95% CI: -0.03-

0.47)
H3K4me?2 H3K3ac H3K4me2 H3K9ac
Mean 0D Mean 0D Mean 0D Mean 0D

Variable n (95% CI) p-Value? (95% CI) p-Value? Variable n (95% CI) p-Value? (95% Cl) p-Value?
Age (years) Education

<39 22 0.90(0.79-1.02) 0.41(0.22-0.59) Primary school 12 0.96(0.83-1.09) 0.25(0.05-0.45)

39-47 20 1.00(0.96-1.05) 0.43(0.26-0.59) Middle school 37 0.94(0.89-0.99) 0.43(0.31-0.56)

>47 21 094(0.88-1.00) 047  043(0.27-058) 0.88 High school 14 0.96(0.81-1.10) 0.98 0.55(0.36-0.74) 0.04
BMI (kg/m?) Area of residence

<25 21 096(0.9-1.02) 0.48(0.33-0.62) City center 8 0.89(0.54-1.23) 0.30(0.05-0.64)
25-215 21 0.89(0.78-1.01) 0.20(0.04-0.35) Suburbs 41 0.97(0.92-1.01) 0.49 (0.38-0.60)

>215 21 099(0.95-1.03) 057 0.59(0.45-0.74) 0.36 Rural 12 091(0.79-1.03) 094 0.26 (0.02-0.50) 0.43
Smoking Self-reported traffic intensity near home

Nonsmoker 24 0.96(0.88-1.04) 0.44(0.28-0.61) High 5 0.86(0.43-1.29) 0.39(0.15-0.92)

Former smoker 14 0.87(0.76-0.97) 0.35(0.12-0.59) Medium 38 0.94(0.89-1.00) 0.46 (0.33-0.58)

Current smoker 25 098(092-105) 014> 043(0.30-057) 076" Low 18 0.97(0.91-1.03) 026 0.36(0.18-0.53) 0.57
No. of cigarettes/day Granulocyte (%)

0 38 0.93(0.87-0.99) 0.41(0.28-0.54) 45-55 21 0.95(0.88-1.01) 0.43(0.3-0.57)

1-10 10 0.98(0.92-1.05) 0.39(0.23-0.55) 55-61 21 0.94(0.82-1.06) 0.42 (0.19-0.65)

>10 15 0.98(0.87-1.09) 029 0.46(0.24-0.68) 0.69 61-76 21 096(0.91-1.02) 0.76 0.41(0.28-0.54) 0.86
Smoking duration (years) Years of employment

0 23 0.97(0.88-1.05) 0.45(0.28-0.62) <9 20 0.88(0.75-1.00) 0.22 (0.04-0.39)

0-19 19 0.90(0.8-1.00) 0.35(0.15-0.54) 9-21 17 0.96(0.91-1.02) 0.43(0.28-0.58)

>19 21 097(0.91-1.03) 0.94 0.45(0.32-0.58) 0.98 >21 22 099(0.95-1.04) 0.04 0.51(0.37-0.66) 0.006
Pack-years

0 24 0.96(0.88-1.04) 0.44(0.28-0.61)

0-4 17 0.92(0.84-0.99) 0.39(0.22-0.57)
>4 20 095(0.86-1.04) 0.79 0.43(0.25-0.61) 0.90

Tabella 2: Associazione fra le caratteristiche dei soggetti EI3K4me2 e H3K9ac (in unita OD) misurati al
quarto giorno della settimana lavorativa.

Association with H3K4me2 Association with H3K9ac
Unadjusted Adjusted? Unadjusted Adjusted?
Exposure B-Coefficient (95% Cl) p-Value B-Coefficient (95% CI) p-Value B-Coefficient (95% CI) pValue B-Coefficient (95% Cl) p-Value
Aluminium 0.01(-0.02 to 0.04) 0.36 0.02 (-0.01 to 0.05) 024 —0.04(-0.1110 0.02) 0.15 —0.03(-0.1 10 0.03) 033
Manganese 0.02 (-0.01 to 0.04) 0.21 0.02 (-0.01 to 0.05) 017 —0.03 (-0.08 to 0.02) 0.25 —0.01 (-0.06 to 0.04) 073
Nickel 0.15(0.03 to 0.28) 0.02 0.16 (0.03 to 0.3) 0.02 0.22 (-0.04 to 0.48) 0.10 0.24(-0.02 to 0.51) 0.07
Zinc 0.05(-0.01t00.11) 0.08 0.05(-0.01t00.12) 012 —0.05(-0.18 10 0.07) 0.4 —0.06 (-0.19 10 0.07) 0.38
Arsenic 0.16(0.03 to 0.28) 0.02 0.16 (0.02 to 0.3) 0.02 0.18(—0.08 to 0.45) 0.7 0.21 (-0.06 to 0.48) 013
Lead 0.02 (-0.01 to 0.04) 0.19 0.02 (-0.01 t0 0.05) 0.16 —0.04{-0.09 to 0.02) 0.16 —0.02 (-0.08 to 0.04) 0.52
Iron 0.12(0.01 to 0.24) 0.04 0.14(0.01 to 0.26) 0.03 0.21(-0.02 to 0.45) 0.08 0.22(-0.03 to 0.47) 0.08
PMyq 0.03 (-0.03 to 0.09) 0.34 0.04(-0.03t0 0.11) 023 —0.08 (-0.2 to 0.04) 017 —0.04(-0.17 t0 0.09) 0.51
PM, 0.02 (-0.06 to 0.1) 0.64 0.03 (—0.06 t0 0.13) 045 —0.04(-0.2t0 0.13) 0.65 0.00(-0.18t0 0.18) 097

Tabella 3. Associazione fra esposizione individuale a comptinmetalliche del PM e massa del PM con
H3K4me2 e H3K9ac.

Esposizioni cumulative a nichel e arsenico, defimibme il prodotto di anni di lavoro per

livelli di metallo, sono correlati positivamentesion H3K4me2 (nichep = 0.16, 95% CI:
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0.01-0.3; arsenicd} = 0.16, 95% CI: 0.03-0.29) sia con H3K9ac (niclfiek 0.27, 95% CI:

0.01-0.54; arsenic@ = 0.28, 95% CI: 0.04-0.51) [Tabella 4] .

Assaciation with H3K4me2 Association with H3K9ac
Unadjusted Adjusted® Unadjusted Adjusted?
Exposure B-Coefficient (95% Cl) pValue B-Coefficient (35% Cl) p-Value B-Coefficient (95% Cl) p-Value B-Coefficient (95% CI) p-Value
Aluminium 0.01(-0.03 10 0.04) 0.61 0.02 (-0.02 to 0.06) 0.44 —0.02 (-0.09 t0 0.04) 0.48 —0.03(-0.1100.05) 048
Manganese 0.01 (-0.02 to D.04) 0.33 0.02 (-0.02 to 0.05) 0.35 —0.01 (-0.07 to 0.04) 0.63 0.00 {-0.06 to 0.05) 0.86
Nickel 0.11(-0.01to0 0.23) 0.07 0.16(0.01t0 0.3) 0.03 0.26(0.04 to 0.49) 0.02 0.27(0.01 to 0.54) 0.04
Zinc 0.06 (-0.03 to 0.15) 0.21 0.06 (-0.05t0 0.17) 030 —0.02 (-0.21 to 0.16) 0.80 -0.03{-0.24t00.18) 078
Arsenic 0.14 (0.03 to 0.26) 0.01 0.16(0.03 to 0.29) 0.02 0.30(0.09t0 0.51) 0.01 0.28(0.04 to 0.51) 0.02
Lead 0.02 (-0.02 to D.06) 0.35 0.02 (-0.03 to 0.06) 0.38 —0.03(-0.11 to 0.05) 042 —0.02{-0.1 to 0.06) 0.65
Iron 0.09 (-0.03 to 0.21) 0.14 0.12(-0.02 to 0.27) 0.09 0.25(0.03t0 0.48) 0.03 0.24{-0.03100.5) 0.08
PMig 0.03(-0.04t00.11) 0.4 0.05(-0.04 to 0.14) 0.26 0.00(-0.14t0 0.15) 0.99 0.00{-0.17 t0 0.17) 097
PM; 0.03 (-0.07 to 0.13) 053 0.07 (-0.06 to 0.21) 0.29 0.08 (-0.11 to 0.28) 0.40 0.08(-0.17 t0 0.32) 0.54

Tabella 4. Associazione fra esposizione cumulativa a compaomastalliche del PM e massa del PM con
H3K4me2 e H3K9ac.

3.21 Discussione Progetto 2:

Il presente studio, basato su una popolazione \dird&ori sani di un’acciaieria vicino a
Brescia, ha mostrato che I'esposizione ad alcumipamenti metallici del PM é associata a
modificazioni istoniche misurate in leucociti dangae periferico. In particolare, abbiamo
verificato che entrambi le modificazioni H3K4me28K9ac erano piu alte nei soggetti con
piu anni di impiego nello stabilimento e con unaggiare esposizione cumulativa ad
arsenico e nichel. Sulla base delle nostre conascgquoesto € il primo studio che mostra
delle associazioni tra esposizione a metalli, qoalhel, arsenico e ferro, e modificazioni
istoniche nell'uomo. Il nostro studio si € basatorsisure di modificazioni istoniche nei
leucociti da sangue periferico in soggetti saniggamendo che le alterazioni di tali
modificazioni, legate all’esposizione, potrebbererificarsi nei tessuti normali e
possibilmente anticipare I'insorgenza della maatti'effetto dell’'esposizione a metalli su
H3K4me2 nei leucociti da sangue e coerente conepeetti studi tossicologici in vitro, i

quali hanno dimostrato che i metalli cancerogemn@niano H3K4me2 nelle cellule umane
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del carcinoma del polmone (A549) In particolare, i nostri risultati hanno mostrato
un’associazione tra l'esposizione a nichel e acgene l'aumento di H3K4me2,
coerentemente con quanto dimostrato precedenternmestedi in vitré>. Nel nostro studio,
abbiamo identificato una correlazione tra H3K4me? levelli di esposizione a nichel,
arsenico e ferro, ma solo nichel e arsenico hanaostrato associazioni significative con
H3K4me2 quando abbiamo valutato le esposizioni dative. Inoltre, abbiamo trovato
associazioni significative tra le esposizioni cuative a nichel e arsenico e 'aumento di
H3K9ac. | cambiamenti osservati nei precedentiistuditro su cellule di carcinoma del
polmone e nel nostro studio su leucociti, suggerniscche I'induzione di modificazioni
istoniche attivanti, quali H3K4me2 e H3K9ac potrelsappresentare un processo sistemico
rilevabile attraverso diversi tessuti. Tuttavianane da confermare con studi futuri se le
modificazioni di H3K4me2 e H3K9ac possano esserratke nei tessuti polmonari umani
esposti in vivo a metalli cancerogeni. L'inalaziodecomponenti metalliche del PM ha
dimostrato di indurre stress ossidativo e processimmatori, che sono noti influenzare le
modificazioni istonich® %’ e nello specifico potrebbero influenzare le misutelle
modificazioni istoniche nelle cellule del sanguenalkserie di studi sperimentali che hanno
utilizzato PM, ambientale, raccolto nella Utah Valley (USA) neegsi di un impianto

siderurgico locale, hanno dimostrato che il PM dgioe antropica contenente metalli di

24 Sun H, Zhou X, Chen H, Li Q, Costa Modulation of histone methylation and MLH1 genersiing by hexavalent
chromium Toxicol Appl Pharmacol. 2009 Jun 15;237(3):258-66

25 Zhou X, Li Q, Arita A, Sun H, Costa MEffects of nickel, chromate, and arsenite on hist8nlysine methylation;
Toxicol Appl Pharmacol. 2009 Apr 1;236(1):78-84.

26 Donaldson K, Stone V, Borm PJ, Jimenez LA, GilmB&, Schins RP, Knaapen AM, Rahman |, Faux SP, i,
MacNee W,Oxidative stress and calcium signaling in the adeeeffects of environmental particles (PM1Pjee Radic
Biol Med. 2003 Jun 1;34(11):1369-82.

27 Gilmour PS, Rahman |, Donaldson K, MacNee Mistone acetylation regulates epithelial IL-8 redeamediated by

oxidative stress from environmental particl&sn J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2003 Mar;28%(%33-40. Epub 2002
Nov 22.
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transizione biodisponibili accentua gli effettiismhmatori acuti, e che la capacita del PM di
generare stress ossidativo & maggiore nel PM abmlpp contenuto di metalff 2°. Studi
precedenti hanno dimostrato che le esposizioniMl da sostanze inquinanti disperse
nell’aria sono associate a cambiamenti nell'esppassdi geni pro inflammatori e geni
correlati al tumore nei leucociti del sanu# e con marcatori di controllo dell'espressione
genica come la metilazione del DNA. Abbiamo stumliaha popolazione con esposizione
ben caratterizzata che ci ha permesso di confremtswggetti con un ampiangedi livelli

di esposizione. Abbiamo corretto per diversi poighzonfondenti adattando dei modelli di
regressione multipla che comprendevano diversettedstiche individuali come variabili
indipendenti. Tuttavia, non possiamo escludere dasibilita che altre esposizioni non
misurate ma presenti in impianti di fonderia, coinealore, il monossido di carbonio, e le
radiazioni non ionizzanti, possano avere influemzl modificazioni di H3K4me2 e
H3K9ac. Nell’analisi univariata, abbiamo identificaun’associazione positiva di H3K9ac
con il livello di istruzione dei soggetti allo siod Anche se il nostro studio non ha fornito
informazioni per valutare le basi biologiche di gstaeassociazione, i nostri risultati hanno
dimostrato che stime aggiustate e non aggiustate ghe effetti dei metalli sulle
modificazioni degli istoni erano molto simili, suggndo che il confondimento dovuto al

livello di istruzione e altre variabili incluse nebstri modelli € improbabile.

28 pye JA, Lehmann JR, McGee JK, Winsett DW, Ledbei®, Everitt JI, Ghio AJ, Costa DL.Acute pulmonauxicity
of particulate matter filter extracts in rats: caree with epidemiologic studies in Utah Valleyidests. Environ Health
Perspect. 2001 Jun;109 Suppl 3:395-403.

29 Ghio AJ, Devlin RB Inflammatory lung injury after bronchial instillaih of air pollution particles;Am J Respir Crit
Care Med. 2001 Aug 15;164(4):704-8.

%0 Feinberg AP, Tycko BThe history of cancer epigenetid$at Rev Cancer. 2004 Feb;4(2):143-53.

31 MacNee W, Donaldson Kylechanism of lung injury caused by RMind ultrafine particles with special reference to
COPD, Eur Respir J Suppl. 2003 May;40:47s-51s.
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3.2.2 Conclusione Progetto 2:

I nostri risultati suggeriscono che I'esposiziodea¢écune componenti metalliche del PM, tra
cui nickel e arsenico, correlano con un aumentdudi modificazioni istoniche (H3K4me2 e

H3K9ac) attivanti I'espressione genica nei leugodiél sangue in lavoratori sani di

acciaieria. Alterazioni a livello genomico delle dificazioni istoniche possono influenzare
I'espressione genica e contribuire alle propriegtacerogene di nichel e arsenico inalabili.
Successivi studi sono necessari per correlaretainente questi cambiamenti con il rischio
di cancro legato all’esposizione. Inoltre, si potmo individuare geni-specifici gathway

influenzati dalle modificazioni istoniche alteratall’esposizione.
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3.3 Progetto 3:

Questo articolo scientifico e stato accettato ebficéito il 30 Agosto 2011 sulla rivista

Particle and Fibre Toxicologyl titolo originale ée:

Ambient PM exposure and DNA methylation in tumgpsessor genes: a cross-sectional

study

Lifang Hou, Xiao Zhang, Letizia Tarantini, Francesblordio, Matteo Bonzini, Laura
Angelici, Barbara Marinelli, Giovanna Rizzo, LauCantone, Pietro Apostoli, Pier Alberto

Bertazzi and Andrea Baccarelli

Abbiamo confrontato la metilazione del DNA nei caomp al baseline con quelli raccolti

dopo l'esposizione [Tabella 1]. La metilazione dP@ ha mostrato un aumento non
significativo in tutti e quattro i siti CpG valutatQuando i quattro siti CpG sono stati
combinati, i livelli di metilazione media di APC mentavano significativamente dalla
baseline (4.65 %5mC) alla post-esposizione (4.89n@5p-value = 0.005). | livelli di

metilazione del DNA nei sette siti CpG di p16 hastnatopatterninconsistenti. Solo in uno

dei sette siti la metilazione aumenta in modo $icgtivo nei campioni post-esposizione (da
baseline 2.02 %5mC a 2.34 %5mC, p-value = 0.018m&nenti sei siti CpG non hanno
mostrato un aumento statisticamente significatigd aampioni post-esposizione. Il valore
medio livello della metilazione dei sette siti C@@mbinati ha mostrato un significativo
incremento da 2.20 %5mC alla baseline a 2.34 %5m@b &4 giorni di lavoro (post-

esposizione) (p-value = 0.006). Contrariamentaenddilazione di p53 & diminuita in modo
significativo nel quarto sito CpG (da 6.96 %5mC.596%5mC, p-value = 0.006), ma non
negli altri tre siti CpG. La metilazione media dgiattro siti combinati di p53 ha mostrato
una significativa diminuzione da 6.36 %5mC nei campal baseline a 6.16 %5mC nei

campioni post-esposizione (p-value = 0.015).
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CpG site N DNA methylation

Baseline sample  Post-exposure p-
sample value
APC (%5 m()
site 1 60 577 (541;613) 613 (577,649 006
site. 2 60 539 (510;568) 545 (516 5.74) 072
site 3 60 363 (332,393) 392 (362423 011
site 4 60 386 (356,415 406 (3.77;435) 025
All sites 60 465 (370;561) 489 (3.94 585 0005
combined
p16 (%5 mQ)
site | 61 202 (1.81; 2"2) 234 (213255 002
site 2 61 275 (251;298) 29 (266314 020
site 3 (] . {1.43; 1.89) 188 (1.65 2.11) 011
site 4 61 231 (205236 217 (207;.233) 070
Sites 61 134 (1.57;212) 193 (165220 060
Site &6 61 171 (149;192) 178 (156200 058
Site 7 61 311 (283;340) 331 (303 360 015
All sites 61 22 (178:262) 234 (192 276) 0006
combined
p53 (%5 mC)
site 1 58 302 (283;322) 293 (273313} 016
site 2 58 11.88 (1126 1156 (10,54, 013
12.50) 12.18)
site 3 58 357 (337;378) 356 (335 376 085
site 4 58 696 (652, 741) 659 (614 703) 0.006
All sites 58 /36 (293;879) 616 (273, 960) 0015
combined
RASSF1A (%5 m(C)
site 1 57 368 (323;413) 314 (265 359 0003
site 2 57 1014 (9.01; 858 (745 972 <
11.27) 0.001
site 3 57 843 (7.16;970) 7.21 (5.94; 849 0009
iite 4 57 1061 (9.34; 922 (7 95; 0.002
11.88) 10.49)
All sites 57 BaA7 (5.44; 7.08 (436 9.81) <
combined 10.90) 0.001

Tabella 1: Promotore sito CpG metilazione del DNA di quattemgsoppressori del tumore misurati nei
campioni di post-esposizione e di baseline.
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La metilazione di RASSF1A ha mostrato una consisteiluzione significativa in tutti e
quattro siti CpG valutati. Il valore medio della titezione dato dalla combinazione dei
quattro siti CpG di RASSF1A e diminuito significaimente dall’8.17 %5mC nei campioni

al baseline al 7,08 %5mC nei campioni post-espas&z{p-value <0.001).

pi6 (Smi)

APC MESm)

A ) B

Baseline Sample Post Exposine Sanple

104 T T
Basaline Sample PostExposure Sanple

52 Smi
RASSFIA {%5mC)

1€ 4 | D
Baseline Sample Pas Expiesaiie Sampl Baseline Sample PostExposiie Sampe

Figura 1: livelli di metilazione del DNA misurati nei campibbaseline e post-esposizione. Lo spaghetti plot
mostra i livelli di metilazione individuale del DNih APC (A), P16 (B), P53 (C), RASSF1A (D) (lineera) e

la variazione media (in grassetto le linee rosse) tampioni al basale e post-esposizione.

Il livello di metilazione media dei quattro siti Gpnella regione del promotore APC era

positivamente associato con i livelli di RMPBsia = 0.27, Cl 95%: 0.14-0.40), PMPstd =

0.23, Cl 95%: 0.10-0.37) e allumini@sfs = 0.15, Cl 95%: 0.00-0.29) nei modelli di
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regressione aggiustati. La regressione aggiusi@taohfermato associazioni significative
della metilazione di APC con PiM(Bsig = 0.27, Cl 95%: 0.13-0.40) e RNPstq = 0.23, 95%
Cl: 0.09-0.38), e una associazioberderline con l'alluminio @sq = 0.14, Cl 95%: 0.00-
0.29). Il livello di metilazione media dei setté §pG del promotore pl6 era positivamente
associato a livelli di zinco sia nel modello dimegsione non aggiustatpsg = 0.18, 95% CI
0.00-0.35) che in quello non aggiustafaq= 0.19, CI 95%: 0.02-0.37). La metilazione del
promotore RASSF1A misurata nei quattro siti CpG eegativamente associata con il
livello di esposizione a zinco sia nel modello dgressione non aggiustatéy{ = -0.18,
95% CI: -0.35-0.01) che in quello aggiustaféyq(= -0.21, 95% CI. -0.37-0.05). La
metilazione di p53 non ha mostrato alcuna assamazsignificativa con le esposizioni

valutate [Tabella 2].

Exposures APC plé p53 RASSF1A
Bsta 95% Cl Bsa 95% Cl Bsta 95% Cl Besa 95% Cl
Unadjusted regression
PMig 0.27° 0.14 10 040 002 0.17 to 020 Q.00 0.12 1o 0.1 001 0.16 10 0.18
PM, 023" 0.101e 037 002 0.16 to 020 0.06 0.17 1o 0.04 0.01 0.18 10 0.16
Aluminium 0.15° 0.00 to 029 0.00 018 to 0.18 004 007 to 0,15 001 01510 0.18
Manganese 0.1 0.03 1o 0.26 0.03 022 to 015 0.02 0.15 o 0.1 on 0.05 10 028
Nickel 008 007 to 0.23 0.00 018 to 0.18 004 006 10 0.14 0.02 0.191to 015
Zinc 006 0.08 to 0.21 0.18 0.00 to 035 006 0.15 t0 0.03 018 0.35 to -0.01
Arsenic 0m 0.15 to 0.17 0.02 020 1o 0.16 005 005 to 0.15 001 01710018
Lead 012 003 t0 0.26 0.01 019 to 0.17 004 0.17 to 0.09 0.08 0.09 to 025
Iron 005 0.10 to 0.20 0.02 020 to 0.16 0032 0.12 to 0.07 0.06 02410012

Multivariable regression®*

PM,g 027° 0.13 t0 040 001 017 to0 0.20 0.00 0.12 10 012 003 0.13 10 0.19
PM, 023" 00910 038 002 0.17 1w 021 006 0.16 1 0.05 004 0.14 to 0.21
Aluminium 0.14 00010 029 0.00 0191w 0.18 005 006 10 0.17 005 0.11 10 0.21
Manganese 0.12 003 to 0.26 0.03 022 w0 015 0.02 0.15 o 0.12 012 0.04 10 0.28
Nickel 008 008 t0 0.23 0.00 0.18 to 0.19 004 006 10 0.13 0.03 01910 013
Zinc 0.08 0.07 10 0.23 019 0.02 to 037 007 0.16 10 0.03 0.21° 0.37 to -0.05
Arsenic 0.02 0.14 10 0.18 0.01 020 1o 0.18 004 007 10 0.14 0.04 02110013
Lead 012 0.02 to 0.27 0.01 019 1w 0.18 005 0.18 10 0.09 008 008 t0 0.24
Iron 005 0.10 to 0.21 0.01 020 to 0.17 004 0.13 to 0.06 008 0.25 10 009

Tabella 2: Associazione fra PM e sua componente metallical@onetilazione di quattro geni soppressori del
tumore misurati nei campioni di post-esposizione.
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3.3.1 Discussione Progetto 3:

Nel presente studio, abbiamo dimostrato che illigglmetilazione media dei siti CpG del
promotore erano significativamente associati coespbsizione al PM e ad alcune
componenti metalliche. In particolare, la media ldeslli di metilazione del DNA dei siti
CpG misurata nei promotori APC o p1l6 aumentavaifsigtivamente nei campioni di DNA
post-esposizione. Al contrario, la metilazione naaui siti CpG del promotore dei geni p53
0 RASSF1A diminuiva nei campioni di DNA post-esgasne. L'analisi CpG sito-specifica
non ha mostrato variazioni consistenti patterndi metilazione del DNA in due dei quattro
geni. Recenti evidenze scientifiche in soggetti ninsgabiliscono associazioni di alterazioni
nella metilazione del DNA con esposizioni ambientdlali variazioni di metilazione
possono persistere nel tempo anche in assenza atelizioni che le hanno causate e
possono addirittura accumularsi in risposta a ésjpoe continu¥ 3. L'esposizione
all'inquinamento atmosferico, in particolare pePM, e stato associato ad un aumentato del
rischio del tumore polmonate La metilazione aberrante del DNA del promotoregeli

soppressori del tumore, tra cui lipermetilazione pl6®®>, APC® e RASSF1A&/, e

32 Anway MD, Cupp AS, Uzumcu M, Skinner MiEpigenetic transgenerational actions of endocrifeuptors and male
fertility. Science 2005, 308:1466-1469.

3 Dolinoy DC, Weidman JR, Jirtle RLEpigenetic gene regulation: linking early developiaé environment to adult
diseaseReprod Toxicol 2007, 23:297-307.

34 Vineis P, Husgafvel-Pursiainen Wir pollution and cancer: biomarker studies in humgopulations Carcinogenesis
2005, 26:1846-1855.

% Suga Y, Miyajima K, Oikawa T, Maeda J, Usuda Jjiwara N, Ohira T, Uchida O, Tsuboi M, Hirano T, &
Quantitative p16 and ESR1 methylation in the pexiphblood of patients with non-small cell lung can Oncol Rep
2008, 20:1137-1142.

36 Usadel H, Brabender J, Danenberg KD, Jeronimo &déh S, Engles J, Danenberg PV, Yang S, Sidrabsky
Quantitative adenomatous polyposis coli promotethylation analysis in tumor tissue, serum, and plasDNA of
patients with lung cancefCancer Res 2002, 62:371-375.
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Cancer Res 2005, 11:1219-1225.
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lipometilazione del p5%, & stata osservata nel DNA dei leucociti di sangasferico
(peripheral blood leukocyte®BL) in pazienti affetti da tumore polmonare, geigendo che
la metilazione del DNA nei PBL pud servire comerbaycatore correlato al cancro. |
quattro geni di interesse nel nostro studio soriavedti nel controllo del ciclo cellulare
(p16), invasione e metastasi (APC), apoptosi (pb3egnale Ras (RASSF1A) e hanno
mostrato alterazioni nel DNA da sangue perifedcpazienti affetti da cancro ai polmoni.
Alcuni dei nostri risultati sono in accordo con idatesenti in letteratura. Zhang et al e
Chanda et al. hanno trovato ipermetilazione delegemco-soppressore pl6 nel DNA da
sangue periferico di individui esposti a emissidaiutilizzo al chiuso di stufe a carbone non
ventilate e di individui esposti ad alto livello dirsenico. E stato dimostrato che
I'espressione di p16, uno dei primi e piu promditemarcatori epigenetici per la diagnosi
del tumore al polmone, & regolata dalla metilazideksuo promotoré. L’ipermetilazione

di p16 e stata rilevata nei DNA dei PBL di fumatoan affetti da tumore, fumatori con il
cancro ai polmoni e nel tessuto polmonare di réposti a scarico di motori a diesel.
L’ipermetilazione nel promotore APC, un altro eweprecoce della tumori genesi, e stata
ampiamente studiata nei tumori del polntiné’ipermetilazione del promotore di APC &

stato osservato anche nel tessuto polmonare iretoggni esposti al fumo di sigaretta e nel

38 Woodson K, Mason J, Choi SW, Hartman T, Tangreédirflamo J, Taylor PR, Albanes lypomethylation of p53 in
peripheral blood DNA is associated with the develept of lung canceCancer Epidemiol Biomarkers Prev 2001, 10:69-
74.

3% Herman JG, Merlo A, Mao L, Lapidus RG, Issa JPyilson NE, Sidransky D, Baylin SHnactivation of the
CDKN2/p16/MTS1 gene is frequently associated wiibriant DNA methylation in all common human canc€ancer
Res 1995, 55:4525-4530.

40 Belinsky SA, Snow SS, Nikula KJ, Finch GL, Telle€S, Palmisano WAAberrant CpG island methylation of the
pl6(INK4a) and estrogen receptor genes in rat ltungnors induced by particulate carcinoger@arcinogenesis 2002,
23:335-339.
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sangue di pazienti affetti da tumore polmofiaré nostri risultati mostrano per la prima
volta che I'inquinamento dell’aria puo indurre ipestilazione del promotore APC in PBL.
p53 é un fattore chiave nphthwaydi segnalazione del danno al DNA e I'ipometilazione
p53 e associata con la rottura a doppio filameelddNA e con instabilita cromosomiche.
In un precedente studio sul’'uomo, abbiamo osserymetilazione di p53 in DNA da
sangue periferico in lavoratori di fonderia poldaoghsesso maschile non fumatori esposti a
idrocarburi policiclici aromatici (PAHSs), paragonigba quanto trovato in soggetti affetti da
tumore polmonare. | nostri risultati suggerisconindi che l'ipometilazione di p53 nei PBL
puo anche essere rilevata in soggetti sani espoBfil. Nonostante l'ipermetilazione del
promotore di RASSF1A sia frequentemente osservataDINA da sangue periferico di
pazienti con tumore polmonare, noi abbiamo trovatdassociazione inversa tra la
metilazione media del promotore di RASS1FA e I'espone a PM. E’ possibile che i
nostri risultati rappresentino effetti tessuto-speicdell’esposizione a PM sui leucociti del
sangue periferico, cosi come falsi positivi doalta limitata numerosita del campione in
esame. Diversi geni oncosoppressori possono coarportiversamente rispetto alla
cancerogenesi. L'inquinamento dell’'aria pud causg® o ipermetilazione in ciascun
singolo gene a seconda del ruolo del gene nelluppo del tumore. Nel nostro studio
abbiamo osservato un’associazione positiva delldlar®ne di p16 con lo zinco ed una
associazione negativa della metilazione di RASSE@A lo zinco in entrambe i modelli di
regressione aggiustato e non. Lo zinco &€ una delggiori componenti del PM nelle
acciaierie ed era presente ad elevati livelli Nl Risurato nel nostro studio. In studi su

animali, si e visto che l'inalazione di zinco induinfiammazione e stress ossidativo.

4l Usadel H, Brabender J, Danenberg KD, Jeronimo &@déh S, Engles J, Danenberg PV, Yang S, Sidrabsky
Quantitative adenomatous polyposis coli promotethylation analysis in tumor tissue, serum, and plasDNA of
patients with lung cance€ancer Res 2002, 62:371-375.
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Kodavanti et al. hanno anche dimostrato che ziilasciabile da PM, induce modificazioni
sistemiche e polmonari in diversi studi tossicato@i vivo. In oltre uno studio ha mostrato
che linalazione di solfato di zinco solubile, arch bassi livelli (10 pg/fh causava

modificazione di espressione genica nel tessutdiaaw in ratti sani. Il PM e le sue
componenti metalliche possono influenzare la natlee del DNA attraverso diversi
processi cellulari, inclusi stress ossidativo demfazione di specie reattive dell’ossigeno
(ROS) e inflammazione sistemica/deficit immunitarie due maggiori componenti
dell'eziologia del tumore. E’ stato dimostrato aipgesti processi cellulari sono indotti da

esposizione a PM e associati con alterazionpaigerndi metilazione del DNA.

3.3.2 Conclusione Progetto 3:

In conclusione, abbiamo osservato ipermetilazionggdb e APC e ipometilazione di
RASSF1A e p53 in un gruppo di lavoratori di acaiaiesani esposti a magagiori livelli di PM
rispetto alla popolazione generale. Lo studio tierakioni nella metilazione del DNA di
geni oncosoppressori in cellule facilmente ottdnibome i PBL puo avere un ruolo
importante nello sviluppo di biomarcatori per indivare alterazioni biologiche in soggetti
esposti a PM. Questi risultati suggeriscono cheal#razioni nella metilazione possono
riflettere processi correlati alla insorgenza dntwe polmonare indotta da PM. Tuttavia,
poiché il nostro studio non include tumore polmenaraltriend-pointcorrelati a tumore,
non possiamo fare inferenze sul significato biatogdei nostri risultati. Servono studi
ulteriori su piu ampie popolazioni per raggiungsodide conoscenze sul fatto che soggetti
esposti a PM con tali alterazioni nella metilaziale# DNA siano a rischio piu elevato di

tumore polmonare.
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3.4 Limiti dello Studio

A causa del numero limitato di soggetti allo studigpossibile che le associazioni osservate
siano attribuibili al caso. Tuttavia, I'esposiziopeofessionale e I'ambiente relativamente
controllato di una fonderia forniscono un busetting per valutare queste domande
meccanicistiche limitando I'errore e i risultatiscali. Il nostro studio si € basato su soggetti
impiegati in diverse aree di lavoro della stes&dfi@a e non comprende una popolazione di
soggetti senza una specifica esposizione a sostagazimanti inalabili. Limitando la nostra
indagine alle persone che lavorano nella stesgtigt abbiamo evitato potenziali problemi
connessi alla selezione di controlli esterni chdrghbero differire dalla popolazione
esposta, in termini di fattori socioeconomici ealtaratteristiche. Tuttavia, le differenze nei
livelli di esposizione personale nel nostro grugpostudio sono ampie. Ad esempio, il
livello piti basso di P osservato nella nostra popolazione allo studia7@3g/m°) &
leggermente superiore ai livelli misurati nella aogeografica in cui si trova l'impianto
(medie annue ambientali dei livelli di RMra i 41 e 5fg/m?® sono state registrate nel corso
dell'anno di studio da diverse stazioni di monigg® ambientale nella zona di Brescia),
mentre il livello massimo & stato 1220.4d/m". | soggetti con la pil alta esposizione ad
arsenico e nickel avevano livelli di esposizion&@ie 31 volte superiori, rispettivamente a
quelli dei soggetti meno esposti. Anche se abbibagato il nostro studio su un gruppo di
operai d’acciaieria con esposizioni media superemguella della popolazione generale, i
livelli di esposizione ai metalli nel nostro studévano tutti inferiori ai limiti di soglia
comunemente accettata per ambienti industriali {€@enza Americana degli Igienisti
Industriali 2009). Poiché abbiamo determinato [éedénze di esposizione all'interno della

nostra popolazione allo studio per i diversi comgit routine eseguiti da ciascuno dei
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soggetti, i livelli di esposizione personale chbiao misurato nella settimana dello studio
riflettono I'esposizione abituale dei soggetti. ¢@nferma & data dall’elevata correlaziorfe (r
> 0.90) tra le misure di esposizione ripetute iandi in un sottoinsieme della popolazione
allo studio. | registri dello stabilimento hanno strato che tutti i soggetti inclusi nel
presente studio hanno eseguito gli stessi comgitiydti gli anni in cui sono stati impiegati
nello stabilimento, suggerendo che le differenzeggiosizione all'interno della popolazione
in studio potrebbero rimanere stabili nel tempatdteo, abbiamo stimato una esposizione
cumulativa a lungo-termine intesa come il prodakto livelli di esposizione per gli anni di
lavoro nello stabilimento. Tuttavia, poiché la maggparte dei soggetti dello studio
avevano lavorato per oltre un decennio nella falabré possibile che si siano verificate
variazioni nelle normative riguardanti la tutela I@sposizione. Riconosciamo che
I'esposizione cumulativa stimata e utilizzata irego studio e incline a misclassificazioni
dell’'esposizione e i risultati sulla base di qugsirametri devono essere interpretati con

cautela.
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