METODOLOGIA 

- Test di proliferazione e vitalita’.

10000 cellule BALB/c 3T3/piastra sono incubate nelle condizioni di  coltura  standard (37°C, 6% CO2) definite dall’ATCC per il clone A31. Le cellule vengono poi irradiate allestendo un controllo negativo per ogni condizione/modalità. La crescita cellulare è controllata nell’arco di 11 giorni. In giorni prestabiliti le cellule sono fissate  e colorate secondo procedura standard (crystal violet 0,2%, metanolo 20%); dopo eluizione del colorante si misura la densità cellulare in termini di densità ottica a 560 nm per valutare le cellule vitali.  Questo saggio permette l’identificazione del range di dose da utilizzare nel successivo esperimento di trasformazione cellulare in vitro.

-  Test di trasformazione.
Cellule BALB/c 3T3, clone A31 in crescita esponenziale vengono seminate in piastre Petri (Falcon Tissue Colture Dish, Becton Dickinson, England) da 60 mm di diametro ad una densità di 3x104 cellule/piastra, 10 repliche per trattamento. Dopo 48 ore di incubazione a 37°C in atmosfera controllata al 5% di CO2, le cellule vengono esposte alla radiazione gamma a varia dose e  rateo di dose e coltivate per 4-5 settimane   in mezzo  D-MEM + 10%NCS. Sono allestiti controlli negativi  (mezzo di coltura completo) e positivi (aggiungendo, in parallelo, il cancerogeno 3-MCA,  2,5 µg/ml). Il terreno di coltura è cambiato due volte a settimana. Al termine dell’esperimento di trasformazione, si prelevano cellule dai foci di trasformazione per l’analisi del profilo gnomico da parte dell’UO 1 e si determinano la conta dei foci con relativa analisi statistica.

Le piastre vengono fissate con metanolo, 3 ml per 15 minuti e colorate con Giemsa 10% (dopo lavaggio in H2O + H2O distillata) 3 ml per 25 minuti. Il colorante viene poi rimosso mediante lavaggio in H2O + H2O distillata. Si  passa poi alla conta dei soli  foci inequivocabilmente positivi (tipo III), di diametro superiore ad 1 mm, intensamente basofili, costituiti da cellule a disposizione casuale, pluristratificate, con atteggiamento infiltrante nei confronti del monostrato circostante che presenta inibizione da contatto.

L’attività trasformante viene espressa come: 

( frazione di piastre con foci per trattamento;

( numero medio di foci per piastra ± E.S.; 

( frequenza di trasformazione (TF), data dal rapporto tra il numero di foci per gruppo sperimentale ed il numero delle cellule a rischio, sopravvissute al  trattamento, calcolato sulla base della efficienza clonale osservata nel test di citotossicità condotto in parallelo.

La valutazione statistica della distribuzione dei foci utilizza il test t per campioni non appaiati di Mann-Whitney. Per la  significatività delle piastre con foci rispetto alle piastre esaminate si utilizza il test esatto di Fisher-Yates mediante le tavole di contingenza 2 × 2. Le frequenze di trasformazione sono comparate mediante test di Poisson.

- Tecniche di irradiazione a basso LET (gamma, preferibilmente, o X) a vario rateo di dose (irradiatore cellulare) partendo da alcuni Gy e scendendo con 2-3 dosaggi di 2-3 ordini di grandezza per entrare nell’ambito delle basse dosi.

- Tecniche di isolamento e coltura di linfociti periferici umani (PBL) per il trattamento ex vivo. Sono quelle usuali, citate, ad esempio, in Holmberg etal, Int J Radiat Biol 73, 21-34, 1998, funzionali a espandere  il materiale  nucleare necessario per l’analisi  cDNA microarray, da fornire all’UO 1.

