MONITORAGGIO BIOLOGICO PER LA STIMA DI DANNO  CROMOSOMICO: TEST DEL MICRONUCLEO

I soggetti selezionati compileranno un questionario per la raccolta di informazioni relative a dati personali, abitudine al fumo, diete, trattamenti terapeutici e diagnostici , familiarità per tumori che consentono di considerare tutti i fattori confondenti per gli effetti genotossici studiati..I campioni biologici raccolti vengono codificati per una valutazione in cieco dei parametri e per assicurare la privacy dei soggetti  e quindi trasferiti in laboratorio.

Linfociti di  sangue periferico

I campioni di sangue vengono raccolti  in quantità di 2-3 ml, in provette eparinate . Per ciascuna provetta  vengono allestite 2 colture in parallelo con 0.4 ml di sangue e 4.6 ml di mezzo di coltura addizionato con 10% di siero bovino fetale e 1.5% di fitoemoagglutinina ed antibiotici (100 IU penicillina/ml e 100 (g streptomicina/ml). A 44 ore di coltura viene aggiunta la citocalasina B (concentrazione finale  3(g/ml). Dopo 72 ore di incubazione a 37°C il sangue della coltura viene centrifugato  (1000 rpm x 10 min), e trattato con soluzione ipotonica (KCL 0.075M) a temperatura ambiente.Le cellule vengono quindi fissate (metanolo:acido acetico 3:1) per 20 min a temperatura ambiente. La sospensione cellulare è gocciata  su vetrini puliti che sono poi colorati con Giemsa al 3%. La frequenza di micronuclei  viene quindi valutata su un numero totale di 2000 linfociti con citoplasma integro per ciascun soggetto. Da uno studio di intercalibrazione del test condotto a livello internazionale sono stati elaborati criteri specifici per la valutazione dei micronuclei e di tutte le alterazioni nucleari correlabili con l’esposizione a radiazioni ionizzanti.

Si prevede di istituire una banca di campioni biologici, relativi ai soggetti considerati, conservando per ciascun individuo una quantità di cellule in fissativo per ulteriori analisi.

Fluorescence in situ Hybridization

La metodologia FISH con l’utilizzo di sonde centromeriche viene applicata ai vetrini preparati per la determinazione dei micronuclei che sono trattati con pepsina, lavati e quindi fissati con formaldeide 1%. I preparati e la miscela di ibridazione sono denaturati a 70°C. L’ibridazione è condotta a 37°C durante la notte. I vetrini lavati sono incubati con una serie di anticorpi coniugati a FITC, in sequenza,  per ottenere l’amplificazione del segnale. I preparati  sono  quindi colorati con ioduro di Propidio in soluzione antifade e analizzati con microscopio a fluorescenza. I micronuclei vengono valutati in base alla presenza di uno o più centromeri e classificati come C+MN o C-MN.

Mucosa orale

Ai soggetti inclusi nello studio viene fornito uno spazzolino  da denti ed una provetta contenente soluzione fisiologica  sterile per il prelievo  della mucosa orale. Ogni soggetto preleva autonomamente  la mucosa. Le cellule raccolte in provette contenenti 25 ml di soluzione fisiologica e subito trasportate in laboratorio vengono centrifugate e quindi lavate con soluzione salina per l’eliminazione degli  eventuali batteri. Dopo una conta delle cellule vengono allestiti i vetrini che sono quindi fissati in metanolo e conservati a –20°C fino al momento della colorazione. La frequenza dei micronuclei viene qui determinata mediante l’osservazione con microscopio a fluorescenza di 4000-5000 cellule/soggetto. Il conteggio dei micronuclei viene effettuato  da un operatore addestrato. Opportuni criteri per l’identificazione dei micronuclei sono stati stabiliti considerando tutti i possibili confondenti presenti nelle cellule epiteliali della mucosa orale.

Analisi dei risultati

I dati ottenuti verranno analizzati statisticamente. Si prevede inoltre un’informazione capillare dei soggetti coinvolti nello studio al fine anche di poter modificare, sulla base dei risultati ottenuti, eventuali comportamenti a rischio e di introdurre nuovi dispositivi di protezione individuale.

