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ALLEGATO 17

Relazione sulle attività svolte dalla UO6
Introduzione
Numerosi agenti chimici e fisici causano danni al DNA. Tra questi danni, le rotture indotte nella molecola che porta l'informazione genetica sono particolarmente pericolose per il corretto funzionamento delle cellule, ed è quindi importante determinare la potenzialità di causarli da parte di inquinanti ambientali. Poiché la modificazione di una proteina legata al DNA, l'istone H2AX, è una delle risposte più precoci che la cellula mette in atto per contrastare le rotture al DNA, determinare i livelli di questa proteina modificata è un mezzo per stimare la presenza di rotture nel DNA. L'analisi della proteina H2AX modificata può essere effettuata analizzandone i livelli dopo esperimenti di immunofluorescenza indiretta condotti con un anticorpo che riconosce specificamente la forma fosforilata (Jackson, 2002).

In condizioni di stress cellulare, come esposizione a sostanze mutagene, danno al DNA, cambiamenti dell'ambiente intracellulare, una delle prime risposte della cellula è l'attivazione della proteina PARP-1, che è un sensore di situazioni di potenziale pericolo per la cellula. La proteina reagisce al pericolo con la sintesi del polimero PAR, che promuove i meccanismi di difesa della cellula; il polimero può essere visualizzato all'interno della cellula. Il polimero è visualizzabile dopo esperimenti di immunofluorescenza indiretta che prevedono l’uso di un anticorpo monoclonale diretto contro il polimero (Scovassi et al., 1998; Donà e Scovassi, 2010).

Le cellule apoptotiche mostrano caratteristiche che le rendono riconoscibili al microscopio; dal punto di vista molecolare, presentano una cascata di reazioni che culminano con l’attivazione di una proteasi, la caspasi 3. Utilizzando un anticorpo in grado di rivelare la forma attiva di questo enzima è possibile monitorare l’apoptosi (Soldani e Scovassi, 2002; Giansanti et al. 2009, 2013; Parks et al. 2011).

Materiali e Metodi

Colture cellulari

Le cellule umane HeLa (derivate da carcinoma della cervice uterina) vengono coltivate in monostrato in terreno D-MEM (modificazione di Dulbecco del Minimum Essential Medium) addizionato con 10% siero fetale di vitello, 2 mM sodio piruvato, 100 U/ml di penicillina e 0,1 mg/ml streptomicina (terreno completo) in termostato a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO2. Una volta raggiunta la confluenza, si staccano le cellule mediante tripsinizzazione: si aspira il terreno di coltura, si lavano le cellule con 5 ml di PBS senza Ca2+ e Mg2+ (PBS: 140 mM NaCl; 1 mM KH2PO4; 2,7 mM KCl; 6 mM Na2HPO4); si aggiunge poi tripsina per agevolare il distacco delle cellule dal substrato a cui sono adese e la sospensione cellulare viene centrifugata a 1500 rpm per 5 minuti. Il pellet viene risospeso con terreno completo e il numero di cellule determinate mediante camera contacellule di Bürker. Per i nostri esperimenti, le cellule HeLa sono state seminate su vetrini coprioggetto di 19 mm di diametro in multiwell da 12 pozzetti contenenti ognuno 5x104 cellule. Ogni esperimento prevede un vetrino con cellule HeLa (controllo negativo); un vetrino con cellule trattate con 100 µg/ml Bleomicina (soluzione madre: 2 mg/ml in H2O) per 24 ore (controllo positivo di danno al DNA), un vetrino con cellule trattate con 100 µM Etoposide (soluzione madre: 50 mM in DMSO) per 24 ore (controllo positivo di stress cellulare); entrambe le sostanze sono in grado di indurre apoptosi. I preparati vengono fissati con 2% paraformaldeide  per 15 minuti in ghiaccio, lavati due volte con PBS per 5 minuti. Le cellule così fissate sui vetrini coprioggetto nelle multiwell vengono conservate in 70% etanolo  a -20°C.

Separazione dell’anello linfo-monocitario

L’elenco dei campioni analizzati è illustrato in Tabella 1, secondo la codifica definita all’interno del progetto. Appena dopo il prelievo, il sangue (~5 ml) viene posto in provette contenenti anticoagulante e lentamente stratificato su 5 ml di Ficoll con densità 1077. Dopo centrifugazione a 2000 rpm per 20 minuti a temperatura ambiente, si ottiene la separazione del sangue in tutti i suoi componenti, si preleva delicatamente l’anello linfomonocitario, che viene depositato in una provetta da 15 ml, e diluito con PBS fino a raggiungere il volume finale di 14 ml. La sospensione cellulare viene centrifugata a 1.100 rpm per 15 minuti a temperatura ambiente, ed il pellet viene risospeso delicatamente con 2,5 ml di PBS.

Allestimento dei vetrini

Per gli esperimenti di Immunofluorescenza indiretta vengono utilizzati vetrini portaoggetto (76x26 mm) precedentemente puliti con etanolo, con un’estremità smerigliata per scrivere le informazioni relative al campione. Si depositano circa 20 µl di sospensione di linfociti, nella zona centrale del vetrino. I vetrini si lasciano asciugare in posizione orizzontale a temperatura ambiente fino al giorno successivo e si conservano a temperatura ambiente fino al momento dell’uso o della spedizione. Per ogni campione si allestiscono circa 30 vetrini. Una volta arrivati nel nostro laboratorio i preparati vengono osservati al microscopio ottico per selezionare quelli più idonei per l’analisi dei marcatori γH2AX, PAR e caspasi 3 attivata.

	 
	 
	CAMPIONI
	 

	Viterbo
	UO1
	Amiata
	UO2
	Taranto
	UO3

	1F1-24
	1M1-3
	2F1-1
	2M1-1
	3F1-1
	3M1-1

	1F1-29
	1M1-7
	2F1-2
	2M1-2
	3F1-2
	3M1-2

	1F1-35
	1M1-22
	2F1-3
	2M1-3
	3F1-3
	3M1-3

	1F1-38
	1M1-26
	2F1-4
	2M1-4
	3F1-4
	3M1-4

	1F1-39
	1M1-27
	2F1-5
	2M1-5
	3F1-5
	3M1-5

	1F1-48
	1M1-41
	2F1-6
	2M1-6
	3F1-6
	3M1-6

	1F1-50
	1M1-53
	2F1-8
	2M1-7
	3F1-7
	3M1-7

	1F1-52
	1M1-59
	2F1-9
	2M1-8
	3F1-8
	3M1-8

	1F1-58
	1M1-65
	2F1-10
	2M1-9
	3F1-9
	3M1-9

	1F1-67
	1M1-69
	2F1-11
	2M1-10
	3F1-10
	3M1-10

	1F2-8
	1M2-9
	2F2-1
	2M1-11
	3F1-12
	3M1-11

	1F2-10
	1M2-19
	2F2-2
	2M2-1
	3F2-1
	3M2-1

	1F2-12
	1M2-21
	2F2-3
	2M2-2
	3F2-2
	3M2-2

	1F2-23
	1M2-31
	2F2-4
	2M2-3
	3F2-3
	3M2-3

	1F2-33
	1M2-36
	2F2-5
	2M2-4
	3F2-4
	3M2-4

	1F2-34
	1M2-43
	2F2-6
	2M2-5
	3F2-5
	3M2-5

	1F2-42
	1M2-46
	2F2-7
	2M2-6
	3F2-6
	3M2-6

	1F2-51
	1M2-55
	2F2-8
	2M2-7
	3F2-7
	3M2-7

	1F2-54
	1M2-63
	2F2-9
	2M2-8
	3F2-8
	3M2-8

	1F2-56
	1M2-72
	2F2-10
	2M2-9
	3F2-9
	3M2-9

	1F3-4
	1M3-14
	2F3-1
	2M2-10
	3F2-10
	3M2-10

	1F3-11
	1M3-25
	2F3-2
	2M2-11
	3F3-1
	3M3-1

	1F3-47
	1M3-32
	2F3-3
	2M2-12
	3F3-2
	3M3-2

	1F3-49
	1M3-37
	2F3-4
	2M3-1
	3F3-3
	3M3-3

	1F3-64
	1M3-60
	2F3-5
	2M3-2
	3F3-4
	3M3-4

	
	
	2F3-6
	2M3-3
	3F3-5
	3M3-5

	
	
	2F3-7
	2M3-5
	
	

	
	
	2F3-8
	2M3-6
	
	

	TOT.
	50
	
	56
	
	52


Tabella 1

Immunofluorescenza indiretta

1) γH2AX

Fissazione per 4 minuti a 4°C con metanolo freddo, tre lavaggi con PBS, ed incubazione di 1 ora a temperatura ambiente in camera umida con l’anticorpo monoclonale di topo anti-fosfo-istone H2AX (Ser 139) contro γH2AX (diluito 1:5000 in PBS contenente 2% skim milk, Millipore). Dopo tre lavaggi con PBS, i vetrini vengono poi incubati per 1 ora a temperatura ambiente in camera umida con l’anticorpo secondario TRITC (anti-topo rodaminato) diluito 1:50 in PBS, quindi lavati tre volte con PBS al buio. Segue poi la controcolorazione con Hoechst 33258 (0,1 µg/ml) e relativi lavaggi con PBS. Infine, i vetrini vengono montati con vetrino copri oggetto con 30 µl di Antifade, una soluzione costituita da 2 mM Tris-HCl pH 7,5, 90% glicerolo e 2% DABCO (1,4-diazobiciclo-(2,2,2) ottano) per prevenire il decadimento della fluorescenza; i bordi dei vetrini coprioggetto vengono sigillati con smalto per unghie, ed i preparati sono conservati in frigorifero fino all’osservazione al microscopio a fluorescenza.

2) PAR
Fissazione con 2% paraformaldeide a 4°C per 15 minuti, 3 lavaggi con PBS in ghiaccio, permeabilizzazione con 0,1% Triton per 3 minuti sempre a freddo, e 3 lavaggi con PBS a temperatura ambiente. Dopo incubazione di 30 minuti con PTN (PBS contenente 10% siero e 0,1% Tween-20) in agitazione, i vetrini sono incubati 30 minuti a 37°C in camera umida con l’anticorpo monoclonale di topo 10H (diluito 1:100 in PBS; Alexis), quindi lavati 5 volte con PBS a temperatura ambiente, e nuovamente incubati per 30 minuti a 37°C in camera umida con anticorpo secondario  TRITC (antimouse rodaminato, diluito 1:50 in PBS). A questo punto i vetrini, mantenuti sempre al buio, vengono lavati 5 volte con PBS e controcolorati con 0,1 µg/ml Hoechst 33258 come precedentemente descritto. 

La metodica applicata per visualizzare γH2AX, PAR in linfociti è stata recentemente messa a punto nel nostro laboratorio (Grecchi et al., 2012).

3) Caspasi 3 attiva

I campioni vengono fissati con 2% paraformaldeide a 4°C per 15 minuti, lavati con PBS ed incubati 1 ora a temperatura ambiente in camera umida con l’anticorpo policlonale di coniglio che riconosce la caspasi 3 attiva (diluito 1:100 in PBS; Life Technology), quindi lavati 3 volte con PBS, e nuovamente incubati per 30 minuti a temperatura ambiente in camera umida con anticorpo secondario  FITC (anti coniglio coniugato a Cy2, diluito 1:100 in PBS). A questo punto i vetrini, mantenuti sempre al buio, vengono lavati 5 volte con PBS e controcolorati con 0,1 µg/ml Hoechst 33258 come precedentemente descritto. 

Osservazione al microscopio

I preparati vengono osservati con un microscopio a fluorescenza Olympus IX71; essi vengono eccitati con luce UV (con lunghezza d’onda compresa tra i 100 e 400 nm) per visualizzare l’Hoechst 33258 e luce rossa per osservare la fluorescenza dell’anticorpo secondario. I campioni si osservano con un ingrandimento 60X (obiettivo ad immersione), e vengono fotografati mediante una camera digitale Cool SNAPES (Photometric). Le immagini sono acquisite con il software MetaMorph ed elaborate con il programma Adobe Photoshop 11.0.1®.

Per ogni vetrino si contano dieci campi, considerando prima le cellule totali colorate con il colorante nucleare Hoechst 33258, e poi quelle positive, ossia con fluorescenza rossa. Tali conteggi vengono effettuati su tutti i preparati (linfociti e cellule HeLa). Vengono eseguiti 3 esperimenti indipendenti/campione/parametro.

Analisi statistica

L’analisi statistica è stata condotta dalla Dott.ssa Antonella Lisa (IGM-CNR, Pavia) attraverso l’applicazione di due test non parametrici: il test di Kruskal-Wallis e il test di Wilcoxon. I metodi d’inferenza non parametrici (o distribution free methods) non sono vincolati dalla definizione di un modello distributivo parametrico, sono validi a prescindere dalla numerosità del campione, il livello di misurazione può essere nominale o ordinale e il campione non deve essere aleatorio.

Il test di Kruskal-Wallis utilizza i ranghi dei dati campionari estratti da popolazioni indipendenti, e permette di testare l'ipotesi nulla che campioni indipendenti provengano da popolazioni con la stessa mediana (Triola e Triola, 2009). La statistica del test è essenzialmente una misura della variabilità delle somme dei ranghi. Se i ranghi sono distribuiti in maniera simile nei diversi campioni, allora la statistica assume valori bassi; se i valori dei ranghi sono molto diversi nei differenti gruppi (in alcuni gruppi i valori dei ranghi sono molto bassi e in altri molto alti) la statistica mostrerà valori molto alti. Il test di Wilcoxon (o della somma dei ranghi) è un test statistico non parametrico per la verifica dell’ipotesi che due campioni indipendenti provengano da due popolazioni con uguale mediana. L’idea del test della somma dei ranghi di Wilcoxon si basa sul fatto che se due campioni sono estratti da popolazioni con eguale mediana, ordinando i valori in ranghi come se fosse un unico campione, i valori dei ranghi sarebbero egualmente distribuiti nei due campioni. Se, invece, in un campione troviamo valori dei ranghi bassi e nell’altro valori alti, esiste evidenza statistica che le due popolazioni hanno mediana differente. 

Entrambi i test forniscono un valore di significatività statistica P che, se minore dello 0,05, indica che è possibile rifiutare l’ipotesi nulla in cui i campioni provengano da popolazioni con la stessa mediana.
Risultati
Analisi di γH2AX

In condizioni di rotture al DNA, come quelle indotte in cellule in coltura dagli agenti Bleomicina o Etoposide, si osserva la fosforilazione dell’istone H2AX, che si visualizza con anticorpi specifici per questa modificazione (anti-γH2AX). Infatti, come si osserva in Fig. 1, mentre nelle cellule HeLa di controllo il numero di cellule positive (fluorescenza rossa) è molto basso (A), in campioni trattati con Bleomicina (B) ed Etoposide (C) aumenta in modo significativo. Il risultato di 3 esperimenti indipendenti consente di ricavare un valore numerico percentuale pari a 4±2,3 per il controllo e 52±3,7 per le cellule trattate. 
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Figura 1. Analisi di γH2AX in cellule HeLa

I campioni oggetto dello studio (50 provenienti da Viterbo, 56 da Amiata e 52 da Taranto) sono stati analizzati per il marcatore γH2AX. I risultati di 3 esperimenti indipendenti sono riportati in Tabella 2.

	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3

	1F1-24
	41,80
	44,23
	31,82
	2F1-1
	26,98
	29,88
	24,30
	3F1-1
	21,06
	48,20
	30,86

	1F1-29
	39,67
	46,79
	34,48
	2F1-2
	19,19
	25,97
	26,18
	3F1-2
	42,37
	9,43
	8,59

	1F1-35
	55,84
	58,82
	54,24
	2F1-3
	25,27
	25,56
	23,02
	3F1-3
	59,70
	8,46
	8,97

	1F1-38
	40,32
	44,44
	42,47
	2F1-4
	12,50
	28,73
	36,56
	3F1-4
	40,73
	14,29
	12,68

	1F1-39
	38,22
	43,65
	36,72
	2F1-5
	20,63
	24,44
	24,72
	3F1-5
	19,21
	29,16
	40,89

	1F1-48
	40,00
	37,39
	35,71
	2F1-6
	23,29
	27,51
	34,75
	3F1-6
	25,73
	30,78
	40,73

	1F1-50
	35,96
	33,33
	37,60
	2F1-8
	44,55
	28,24
	28,35
	3F1-7
	61,04
	17,28
	24,06

	1F1-52
	40,54
	40,93
	45,79
	2F1-9
	15,77
	34,23
	38,75
	3F1-8
	10,72
	8,55
	14,83

	1F1-58
	31,76
	40,63
	37,41
	2F1-10
	33,74
	34,47
	39,19
	3F1-9
	63,49
	26,75
	9,99

	1F1-67
	45,54
	50,91
	40,11
	2F1-11
	20,68
	18,06
	22,10
	3F1-10
	21,33
	15,98
	36,19

	1F2-8
	28,57
	32,86
	49,18
	2F2-1
	21,02
	26,24
	22,13
	3F1-12
	19,34
	17,97
	46,72

	1F2-10
	27,34
	30,99
	41,27
	2F2-2
	22,97
	31,78
	28,05
	3F2-1
	31,17
	35,58
	26,37

	1F2-12
	23,04
	27,16
	50,00
	2F2-3
	21,98
	17,06
	32,56
	3F2-2
	50,19
	25,89
	34,92

	1F2-23
	19,59
	26,81
	36,43
	2F2-4
	31,15
	18,15
	21,83
	3F2-3
	28,44
	41,21
	35,58

	1F2-33
	47,06
	46,34
	57,30
	2F2-5
	20,55
	22,76
	27,58
	3F2-4
	35,54
	17,36
	16,38

	1F2-34
	47,47
	43,56
	45,87
	2F2-6
	21,29
	20,34
	29,45
	3F2-5
	33,33
	22,83
	23,17

	1F2-42
	32,04
	32,01
	27,69
	2F2-7
	30,64
	26,20
	35,11
	3F2-6
	41,55
	33,60
	70,48

	1F2-51
	41,24
	41,86
	42,63
	2F2-8
	27,88
	29,77
	38,83
	3F2-7
	31,76
	18,73
	13,50

	1F2-54
	40,45
	39,53
	47,27
	2F2-9
	25,69
	31,68
	34,15
	3F2-8
	44,84
	17,05
	23,40

	1F2-56
	41,24
	43,14
	39,83
	2F2-10
	32,99
	24,29
	43,00
	3F2-9
	58,41
	21,29
	87,54

	1F3-4
	35,71
	34,74
	45,76
	2F3-1
	35,27
	22,80
	20,39
	3F2-10
	7,58
	27,54
	12,32

	1F3-11
	47,18
	42,31
	38,70
	2F3-2
	46,56
	25,63
	40,85
	3F3-1
	85,50
	36,48
	45,27

	1F3-47
	35,78
	44,14
	48,75
	2F3-3
	26,12
	39,13
	32,14
	3F3-2
	4,90
	8,83
	11,01

	1F3-49
	43,14
	51,59
	36,05
	2F3-4
	34,55
	24,75
	33,59
	3F3-3
	39,56
	44,97
	47,51

	1F3-64
	41,72
	34,18
	47,78
	2F3-5
	53,93
	32,70
	35,27
	3F3-4
	15,73
	28,42
	55,72

	1M1-3
	36,45
	32,73
	52,05
	2F3-6
	39,35
	53,03
	38,39
	3F3-5
	22,69
	19,88
	27,79

	1M1-7
	42,31
	37,78
	46,32
	2F3-7
	39,57
	44,89
	40,81
	3M1-1
	40,97
	45,75
	71,13

	1M1-22
	42,31
	45,38
	37,44
	2F3-8
	41,62
	35,46
	35,16
	3M1-2
	34,70
	40,56
	45,53

	1M1-26
	28,39
	26,48
	42,68
	2M1-1
	29,70
	23,60
	30,04
	3M1-3
	31,76
	23,93
	35,24

	1M1-27
	40,91
	32,47
	52,78
	2M1-2
	36,39
	27,57
	28,40
	3M1-4
	63,60
	30,09
	22,29

	1M1-41
	52,07
	57,67
	42,62
	2M1-3
	18,77
	31,27
	40,05
	3M1-5
	52,80
	11,29
	48,49

	1M1-53
	44,29
	46,08
	37,14
	2M1-4
	30,23
	35,48
	30,13
	3M1-6
	20,26
	38,10
	56,63

	1M1-59
	54,67
	56,00
	38,59
	2M1-5
	21,61
	51,05
	32,55
	3M1-7
	57,14
	32,17
	73,74

	1M1-65
	40,54
	40,93
	45,79
	2M1-6
	27,20
	30,26
	18,08
	3M1-8
	45,99
	24,47
	38,93

	1M1-69
	42,62
	39,80
	33,33
	2M1-7
	28,72
	31,64
	35,35
	3M1-9
	35,73
	16,02
	11,4

	1M2-9
	33,15
	35,44
	43,02
	2M1-8
	24,63
	26,11
	36,58
	3M1-10
	55,49
	40,47
	42,88

	1M2-19
	39,17
	47,62
	40,00
	2M1-9
	24,79
	34,23
	38,75
	3M1-11
	8,11
	24,68
	29,98

	1M2-21
	60,69
	54,90
	45,71
	2M1-10
	26,84
	36,71
	27,75
	3M2-1
	46,98
	33,00
	47,54

	1M2-31
	53,33
	43,33
	53,33
	2M1-11
	26,80
	39,09
	27,88
	3M2-2
	56,27
	32,98
	56,68

	1M2-36
	46,74
	44,32
	47,83
	2M2-1
	23,65
	18,10
	18,42
	3M2-3
	16,54
	35,23
	42,30

	1M2-43
	46,10
	39,25
	43,48
	2M2-2
	27,80
	27,76
	13,99
	3M2-4
	31,34
	20,06
	15,73

	1M2-46
	44,44
	45,28
	36,11
	2M2-3
	23,53
	24,31
	29,44
	3M2-5
	42,94
	41,48
	39,19

	1M2-55
	45,86
	41,22
	59,46
	2M2-4
	32,74
	28,84
	40,00
	3M2-6
	38,89
	21,88
	29,25

	1M2-63
	44,23
	38,36
	62,96
	2M2-5
	27,42
	17,17
	25,98
	3M2-7
	68,33
	34,13
	78,03

	1M2-72
	43,90
	35,59
	52,78
	2M2-6
	33,80
	33,78
	40,58
	3M2-8
	13,17
	32,29
	60,72

	1M3-14
	41,03
	36,53
	47,09
	2M2-7
	30,52
	25,66
	38,01
	3M2-9
	52,62
	13,04
	40,88

	1M3-25
	42,22
	39,59
	37,50
	2M2-8
	27,88
	25,88
	35,70
	3M2-10
	39,59
	30,07
	36,56

	1M3-32
	41,10
	38,46
	38,62
	2M2-9
	39,02
	33,08
	43,63
	3M3-1
	81,13
	34,88
	70,70

	1M3-37
	47,06
	46,96
	65,16
	2M2-10
	31,35
	26,40
	33,45
	3M3-2
	37,11
	41,16
	50,47

	1M3-60
	24,56
	26,06
	48,45
	2M2-11
	20,34
	22,88
	18,06
	3M3-3
	57,99
	52,52
	58,82

	
	
	
	
	2M2-12
	30,71
	29,46
	42,42
	3M3-4
	57,32
	60,66
	72,58

	
	
	
	
	2M3-1
	25,33
	30,33
	23,26
	3M3-5
	69,17
	21,40
	47,70

	
	
	
	
	2M3-2
	26,09
	28,88
	36,51
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-3
	34,26
	32,73
	39,13
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-5
	33,03
	26,80
	34,63
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-6
	39,58
	39,56
	47,78
	
	
	
	


Tabella 2. Analisi di γH2AX
Analisi di PAR

Lo stress cellulare e le rotture al DNA inducono la sintesi di PAR, come evidenziato  in Fig. 2: mentre nelle cellule HeLa di controllo il numero di cellule positive (fluorescenza rossa) è molto basso (A), in campioni trattati con Bleomicina (B) ed Etoposide (C) aumenta in modo significativo. Il risultato di 3 esperimenti indipendenti consente di ricavare un valore numerico percentuale pari a 6±1,4 per il controllo e 63±7,8 per le cellule trattate.
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Figura 2. Analisi di PAR in cellule HeLa
I campioni oggetto dello studio (50 provenienti da Viterbo, 56 da Amiata e 52 da Taranto) sono stati analizzati per il marcatore PAR. I risultati di 3 esperimenti indipendenti sono riportati in Tabella 3.

	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	  Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3

	1F1-24
	52,73
	47,06
	60,83
	2F1-1
	34,75
	33,94
	27,65
	3F1-1
	23,21
	69,07
	32,75

	1F1-29
	46,15
	48,53
	50,59
	2F1-2
	43,84
	46,29
	36,15
	3F1-2
	6,65
	11,52
	4,23

	1F1-35
	62,50
	52,94
	53,92
	2F1-3
	41,18
	42,82
	26,01
	3F1-3
	15,83
	5,18
	66,52

	1F1-38
	48,00
	49,09
	52,58
	2F1-4
	37,94
	34,16
	34,52
	3F1-4
	25,11
	5,21
	42,92

	1F1-39
	50,59
	44,44
	52,85
	2F1-5
	31,02
	30,65
	43,04
	3F1-5
	30,08
	30,35
	45,19

	1F1-48
	39,42
	35,51
	43,22
	2F1-6
	53,97
	39,08
	26,34
	3F1-6
	50,23
	11,52
	80,14

	1F1-50
	43,32
	41,86
	51,22
	2F1-8
	34,55
	32,00
	39,71
	3F1-7
	27,13
	21,36
	53,55

	1F1-52
	29,86
	31,33
	56,31
	2F1-9
	36,74
	35,88
	41,25
	3F1-8
	24,11
	34,61
	59,22

	1F1-58
	57,98
	48,40
	64,82
	2F1-10
	45,19
	45,03
	59,61
	3F1-9
	24,82
	25,52
	66,73

	1F1-67
	45,86
	36,15
	54,82
	2F1-11
	28,63
	5,97
	10,29
	3F1-10
	10,63
	26,04
	22,06

	1F2-8
	41,32
	38,21
	50,39
	2F2-1
	21,56
	25,00
	23,68
	3F1-12
	15,15
	39,02
	51,00

	1F2-10
	31,65
	27,97
	44,53
	2F2-2
	11,32
	12,24
	18,04
	3F2-1
	23,86
	38,88
	59,76

	1F2-12
	32,20
	27,39
	61,15
	2F2-3
	33,74
	30,18
	29,96
	3F2-2
	63,41
	44,32
	66,88

	1F2-23
	38,49
	34,85
	40,95
	2F2-4
	40,92
	21,48
	33,52
	3F2-3
	18,79
	31,33
	20,54

	1F2-33
	32,00
	34,33
	62,16
	2F2-5
	29,77
	24,22
	29,96
	3F2-4
	15,97
	28,66
	17,13

	1F2-34
	31,54
	28,81
	46,61
	2F2-6
	42,93
	41,15
	21,95
	3F2-5
	18,12
	6,72
	5,69

	1F2-42
	40,80
	37,68
	27,14
	2F2-7
	20,23
	24,39
	30,09
	3F2-6
	22,74
	42,58
	82,71

	1F2-51
	40,99
	36,84
	53,95
	2F2-8
	26,56
	25,89
	29,78
	3F2-7
	14,91
	21,47
	21,61

	1F2-54
	47,10
	47,45
	50,60
	2F2-9
	40,73
	37,70
	25,67
	3F2-8
	65,04
	46,20
	63,86

	1F2-56
	51,50
	47,06
	36,10
	2F2-10
	39,62
	50,28
	44,39
	3F2-9
	35,35
	33,99
	57,73

	1F3-4
	36,33
	36,36
	44,79
	2F3-1
	31,91
	28,02
	29,58
	3F2-10
	50,54
	28,46
	54,13

	1F3-11
	41,55
	33,33
	48,26
	2F3-2
	25,97
	26,52
	28,66
	3F3-1
	28,89
	47,35
	59,17

	1F3-47
	48,18
	53,68
	57,26
	2F3-3
	25,55
	28,32
	27,73
	3F3-2
	21,82
	9,10
	5,91

	1F3-49
	36,51
	30,56
	53,85
	2F3-4
	44,86
	47,88
	48,88
	3F3-3
	65,02
	58,30
	49,05

	1F3-64
	53,76
	46,94
	52,73
	2F3-5
	45,09
	53,71
	47,73
	3F3-4
	59,42
	24,40
	39,91

	1M1-3
	37,91
	33,81
	31,43
	2F3-6
	54,20
	30,17
	26,62
	3F3-5
	52,15
	18,22
	55,16

	1M1-7
	55,26
	43,57
	45,37
	2F3-7
	46,13
	54,06
	58,51
	3M1-1
	40,15
	46,94
	66,32

	1M1-22
	49,42
	44,80
	53,15
	2F3-8
	30,40
	27,36
	32,13
	3M1-2
	46,06
	37,17
	57,64

	1M1-26
	40,76
	43,01
	35,26
	2M1-1
	14,81
	45,48
	46,41
	3M1-3
	12,84
	33,75
	36,84

	1M1-27
	51,67
	43,33
	46,55
	2M1-2
	30,65
	49,87
	34,67
	3M1-4
	46,44
	42,30
	50,27

	1M1-41
	62,58
	54,36
	55,06
	2M1-3
	21,85
	41,02
	49,66
	3M1-5
	51,48
	34,82
	61,00

	1M1-53
	45,09
	48,10
	55,67
	2M1-4
	24,02
	46,72
	34,46
	3M1-6
	34,46
	20,20
	31,57

	1M1-59
	50,69
	46,02
	40,57
	2M1-5
	22,86
	53,53
	53,37
	3M1-7
	37,52
	15,89
	11,24

	1M1-65
	64,75
	56,88
	59,43
	2M1-6
	36,19
	39,35
	36,97
	3M1-8
	60,55
	25,73
	28,67

	1M1-69
	44,36
	36,03
	39,27
	2M1-7
	42,46
	35,64
	30,61
	3M1-9
	45,58
	19,66
	8,98

	1M2-9
	47,26
	44,17
	43,92
	2M1-8
	22,20
	47,24
	44,36
	3M1-10
	58,06
	18,17
	6,47

	1M2-19
	57,35
	54,26
	53,52
	2M1-9
	36,74
	51,47
	45,01
	3M1-11
	53,59
	12,39
	10,86

	1M2-21
	57,32
	46,67
	56,98
	2M1-10
	39,92
	42,22
	44,70
	3M2-1
	38,37
	44,70
	49,44

	1M2-31
	49,12
	47,83
	67,74
	2M1-11
	23,88
	35,54
	32,33
	3M2-2
	40,00
	59,13
	52,68

	1M2-36
	65,12
	43,59
	63,21
	2M2-1
	30,08
	30,56
	30,55
	3M2-3
	40,10
	40,83
	56,68

	1M2-43
	54,97
	47,49
	45,16
	2M2-2
	29,27
	36,80
	40,24
	3M2-4
	40,99
	47,76
	13,39

	1M2-46
	48,09
	46,09
	25,00
	2M2-3
	17,71
	22,53
	32,30
	3M2-5
	39,58
	43,71
	55,88

	1M2-55
	42,33
	43,51
	46,88
	2M2-4
	38,92
	35,82
	33,50
	3M2-6
	4,42
	59,94
	64,91

	1M2-63
	60,17
	53,50
	51,39
	2M2-5
	25,77
	30,56
	29,93
	3M2-7
	42,08
	48,42
	57,72

	1M2-72
	57,45
	50,00
	58,33
	2M2-6
	28,01
	34,80
	27,90
	3M2-8
	48,91
	30,60
	36,57

	1M3-14
	37,67
	33,33
	44,85
	2M2-7
	40,31
	41,08
	38,27
	3M2-9
	14,65
	22,84
	46,76

	1M3-25
	51,39
	41,22
	36,94
	2M2-8
	34,20
	43,97
	40,57
	3M2-10
	53,22
	24,24
	29,45

	1M3-32
	51,92
	43,56
	48,98
	2M2-9
	40,38
	34,19
	30,84
	3M3-1
	60,30
	27,18
	21,57

	1M3-37
	59,89
	46,93
	60,34
	2M2-10
	38,71
	48,66
	46,25
	3M3-2
	6,25
	27,34
	37,15

	1M3-60
	45,27
	47,37
	39,04
	2M2-11
	38,58
	39,57
	32,17
	3M3-3
	23,98
	33,61
	43,60

	
	
	
	
	2M2-12
	32,06
	40,94
	46,95
	3M3-4
	37,35
	26,81
	43,04

	
	
	
	
	2M3-1
	42,22
	39,50
	35,37
	3M3-5
	23,47
	16,83
	32,17

	
	
	
	
	2M3-2
	31,79
	36,41
	37,15
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-3
	40,75
	42,50
	48,82
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-5
	22,99
	20,91
	20,04
	
	
	
	

	
	
	
	
	2M3-6
	17,23
	38,08
	43,87
	
	
	
	


Tabella 3.Analisi di PAR
Analisi di caspasi 3 attiva
Questa analisi, che rappresenta la stima dell’induzione di apoptosi, è stata condotta su campioni scelti, elencati in Tabella 4. Gli esperimenti effettuati su cellule HeLa hanno dimostrato che nei controlli (A) il numero delle cellule positive, ossia con fluorescenza verde, sono minori rispetto a quelle trattate con Bleomicina (B) ed Etoposide (C). Il risultato di 3 esperimenti indipendenti consente di ricavare un valore numerico percentuale pari a 5±1,3 per il controllo e 55±2,1 per le cellule trattate.
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Figura 3. Analisi della caspasi 3 attiva in cellule HeLa

I campioni selezionati in base ai risultati ottenuti per i due marcatori precedenti (10 provenienti da Viterbo, 10 da Amiata e 10 da Taranto) sono stati analizzati per la caspasi 3 attiva. In particolare, per i campioni di Viterbo sono stati scelti soggetti con valori > 40 PAR e > 40 γH2AX; per Amiata e Taranto con valori > 30 PAR e > 30 γH2AX.
I risultati di 3 esperimenti indipendenti sono riportati in Tabella 4.

	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3
	Campione
	Esp. 1
	Esp. 2
	Esp. 3

	1F1-24
	42,86
	47,01
	37,18
	2F1-10
	40,76
	40,00
	35,11
	3F1-6
	32,12
	36,50
	34,01

	1F1-29
	45,56
	46,73
	46,67
	2F2-10
	25,52
	41,99
	40,83
	3F1-7
	40,49
	39,25
	36,36

	1F2-54
	37,16
	45,68
	43,15
	2F3-5
	27,75
	37,30
	36,23
	3F2-2
	47,79
	40,08
	37,23

	1F3-47
	36,92
	48,60
	45,71
	2F3-6
	30,94
	44,79
	43,80
	3F2-9
	30,40
	34,57
	30,71

	1F3-64
	40,40
	57,60
	49,65
	2F3-7
	41,38
	53,47
	50,00
	3F3-3
	61,46
	50,57
	41,94

	1M1-7
	38,53
	45,31
	44,37
	2M1-4
	33,69
	21,41
	19,23
	3M1-1
	46,95
	46,81
	50,91

	1M1-41
	34,12
	45,77
	45,97
	2M1-7
	38,33
	33,18
	30,04
	3M2-2
	52,70
	51,54
	43,85

	1M1-65
	41,00
	60,24
	55,42
	2M2-10
	47,76
	27,57
	28,57
	3M2-7
	40,53
	44,69
	44,52

	1M2-43
	29,02
	37,50
	34,08
	2M2-12
	39,53
	32,95
	47,09
	3M3-1
	32,06
	45,72
	39,92

	1M3-37
	38,75
	33,53
	36,05
	2M3-3
	35,16
	33,60
	41,73
	3M3-4
	28,45
	37,43
	31,91

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Tabella 4. Analisi della caspasi 3 attiva
Analisi statistica

Al fine di analizzare le eventuali differenze tra i soggetti delle diverse UO, è stata condotta un'analisi statistica di tipo non parametrico che permette di stabilire se, in base all'analisi quantitativa effettuata tramite conteggio delle cellule positive sulle totali, esistono differenze significative tra i soggetti. La Tabella 5 mostra i valori delle mediane per PAR e γH2AX calcolate sui soggetti delle tre UO divisi in base al sesso. Da una prima osservazione emerge che i valori dell’UO1 (Viterbo) sono sempre più elevati rispetto alle altre UO; una causa possibile di questa evidenza potrebbe essere la qualità dei preparati, sicuramente inferiore alle altre UO. L’applicazione del test di Kruskal Wallis rivela una differenza significativa tra F e M per il marcatore γH2AX nei soggetti campionati dall'UO3 (Taranto). 
	Marcatore
	Sesso
	UO
	Mediana
	Significatività

	PAR
	F
	1
	43,93
	NO

	PAR
	M
	1
	48,16
	 

	γH2AX
	F
	1
	41,23
	NO

	γH2AX
	M
	1
	42,26
	 

	PAR
	F
	2
	34,80
	NO

	PAR
	M
	2
	36,50
	 

	γH2AX
	F
	2
	29,05
	NO

	γH2AX
	M
	2
	30,64
	 

	PAR
	F
	3
	39,16
	NO

	PAR
	M
	3
	36,04
	 

	γH2AX
	F
	3
	29,09
	p=0,001123

	γH2AX
	M
	3
	39,46
	

	
	
	
	
	


Tabella 5. Analisi statistica per sesso
La Tabella 6 riporta i valori ottenuti distribuendo i soggetti in base alle classi di età. Con questa analisi si osserva che:

· per l'UO1 è significativa la differenza tra i campioni F appartenenti alle classi di età 20-29 e 30-39; questo vale per PAR, mentre nessuna differenza significativa è stata riscontrata per  γH2AX.
· per l'UO2 è significativa la differenza per γH2AX tra i campioni F appartenenti alle varie classi di età; nessuna differenza significativa è stata riscontrata per  PAR.

· per l'UO3 è significativa la differenza per γH2AX tra i campioni M appartenenti alle varie classi di età; nessuna differenza significativa è stata riscontrata per  PAR.
	Marcatore
	Sesso
	UO
	Età
	Mediana
	Significatività

	PAR
	F
	1
	20-29
	48,90
	20-29 vs 30-39

	PAR
	F
	1
	30-39
	41,50
	 p=0,02778

	PAR
	F
	1
	40-44
	41,10
	 

	γH2AX
	F
	1
	20-29
	39,90
	NO

	γH2AX
	F
	1
	30-39
	39,10
	 

	γH2AX
	F
	1
	40-44
	42,70
	 

	PAR
	M
	1
	20-29
	48,20
	NO

	PAR
	M
	1
	30-39
	44,60
	 

	PAR
	M
	1
	40-44
	43,50
	 

	γH2AX
	M
	1
	20-29
	41,90
	NO

	γH2AX
	M
	1
	30-39
	42,30
	 

	γH2AX
	M
	1
	40-44
	41,40
	 

	PAR
	F
	2
	20-29
	36,10
	NO

	PAR
	F
	2
	30-39
	29,63
	 

	PAR
	F
	2
	40-44
	33,48
	 

	γH2AX
	F
	2
	20-29
	26,50
	20-29 vs 40-44

	γH2AX
	F
	2
	30-39
	25,70
	30-39 vs 40-44
p=0,005849

	γH2AX
	F
	2
	40-44
	37,5
	 

	PAR
	M
	2
	20-29
	37,5
	NO

	PAR
	M
	2
	30-39
	35,8
	 

	PAR
	M
	2
	40-44
	35,1
	 

	γH2AX
	M
	2
	20-29
	30,8
	NO

	γH2AX
	M
	2
	30-39
	30,1
	 

	γH2AX
	M
	2
	40-44
	31,5
	 

	PAR
	F
	3
	20-29
	35,06
	NO

	PAR
	F
	3
	30-39
	41,59
	 

	PAR
	F
	3
	40-44
	41,84
	 

	γH2AX
	F
	3
	20-29
	28,01
	NO

	γH2AX
	F
	3
	30-39
	29,73
	 

	γH2AX
	F
	3
	40-44
	33,29
	 

	PAR
	M
	3
	20-29
	28,74
	NO

	PAR
	M
	3
	30-39
	43,63
	 

	PAR
	M
	3
	40-44
	33,73
	 

	γH2AX
	M
	3
	20-29
	38,33
	20-29 vs 40-44

	γH2AX
	M
	3
	30-39
	35,46
	30-39 vs 40-44
p=0,02568

	γH2AX
	M
	3
	40-44
	56,44
	 


Tabella 6. Analisi statistica per classi di età
Conclusioni
I boxplot illustrati in Fig. 4 illustrano quanto precedentemente descritto rispetto alla significatività dei risultati; infatti, nel primo boxplot relativo alle età delle F nell’UO1 (Viterbo) si può osservare un calo tra la prima fascia d’età e la seconda per il marcatore PAR, mentre nel secondo boxplot (UO2, Amiata) si notano gli aumenti significativi tra la prima e la terza classe, così come tra la seconda classe e la terza, ma questa volta per il marcatore γH2AX. La stessa situazione si riscontra nel terzo boxplot (UO3, Taranto), con aumenti significativi per γH2AX tra 20-29 e 40-44, e 30-39 e 40-44 anni.
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Figura 4. Boxplot relativi alla correlazione tra espressione dei marcatori e fasce di età. Sono illustrati solo i risultati significativi

Un’ulteriore analisi è servita a confrontare la distribuzione dei valori in funzione del sesso. La Fig. 5 mostra il boxplot con i dati statistici ottenuti riguardo il marcatore γH2AX all’interno dell’UO3 (Taranto), dove si osserva una differenza tra F e M con un aumento significativo nei M. Al contrario, per entrambi i marcatori nelle altre UO non si è riscontrata alcuna differenza significativa. 
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Figura 5. Boxplot dei valori di γH2AX rispetto al sessonell’UO3 (Taranto)

Un’ultima indagine statistica è stata condotta incrociando i dati relativi ai due marcatori per le varie unità; come si può osservare nei boxplot illustrati nelle Fig. 6 e 7, all’interno della classe dei dati delle UO1 (Viterbo) e 2 (Amiata) i valori relativi a PAR mostrano un livello maggiore rispetto a γH2AX, e tale differenza si è dimostrata significativa sia nella popolazione generale, così come all’interno della popolazione F ed in quella M. Per quanto riguarda l’UO3, invece, non si sono mai evidenziate differenze significative.
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Figura 6. Boxplot relativo al confronto tra γH2AX e PAR nell’UO1 (Viterbo)
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Figura 7. Boxplot relativo al confronto tra γH2AX e PAR nell’UO2 (Amiata)
Riassumendo i risultati dell’analisi statistica:

· l’UO1 (Viterbo): i valori sono mediamente più alti rispetto alle altre due UO. Esiste una differenza significativa tra le F di età compresa tra 20-29 e quelli della classe 30-39 anni per il marcatore PAR. I livelli di PAR sono significativamente maggiori rispetto a quelli di γH2AX all’interno dell’intera popolazione, oltre che nei due sessi. 

· l’UO2 (Amiata):aumento significativo confrontando le F di età compresa tra 20-29 e 40-44 anni, così come quelle tra 30-39 e quelle di 40-44 anni per il marcatore γH2AX. Anche per questa UO caso i livelli di PAR sono significativamente maggiori rispetto a quelli di γH2AX sia nell’intera popolazione, che nel confronto tra i sessi. 

· l’UO3 (Taranto) mostra un aumento significativo nei M rispetto alle F per γH2AX. Il confronto tra i M di età compresa tra i 20-29 e 40-44 anni, e tra i 30-39 e 40-44 anni mostra un aumento significativo per il marcatore γH2AX.
Considerando globalmente i risultati da noi ottenuti, si evince che i valori relativi ai marcatori nei linfociti isolati dall’UO1 sono generalmente maggiori rispetto all’UO2 e all’UO3, il che può indicare difetti nella procedura di isolamento dei linfociti che possono aumentare il livello di stress e/o danno provocato in modo artifattuale. I dati relativi alle UO2 e 3 si sono rivelati più omogenei. Per questo motivo, l’evidenza di un maggior livello di sintesi di PAR rispetto al livello di fosforilazione di H2AX in tutte le tre UO potrebbe indicare un discreto livello di stress cellulare, senza però essere necessariamente associato ad un elevato danno al DNA. Le analisi statistiche condotte considerando i dati delle tre UO tutti insieme, hanno ostacolato l’interpretazione creando un’estrema complessità nell’interpretazione dei risultati. 

Ulteriori conclusioni possono essere tratte in merito all’analisi della caspasi 3 attiva, infatti osservando le medie dei dati ottenuti mediante immunofluorescenza indiretta (Tab. 4), si può notare che i valori relativi all’UO1 (Viterbo), pari a 43,02 ± 5,527 sono più elevati rispetto alle altre due UO (UO2 = 36,66 ± 5,974; UO3 = 41,05 ± 7,010), risultato che rispecchia quanto ottenuto nell’analisi degli altri due marcatori. In questo caso non sono state condotte ulteriori analisi statistiche in quanto il numero dei soggetti analizzati e la distribuzione delle diverse fasce d’età non rispecchiano esattamente i criteri adottati per gli altri due marcatori. 

Esperimenti futuri potrebbero essere condotti al fine di ampliare la casistica su un numero maggiore di soggetti, perfezionando inoltre le procedure di isolamento in modo da diminuire il più possibile le variabili che possono portare alla dispersione dei dati
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UO6
CRITICITA’ RISCONTRATE NELLO SVOLGIMENTO DELL’ATTIVITA’ SPERIMENTALE PREVISTA DAL PROGETTO SEpiAs

Campioni UO4 (Gela)
L’UO4 ha a capo il Dott. Salvatore Migliore, e sede nell’UO di Epidemiologia, Distretto di Gela, ASP di Caltanissetta, Gela. Compito dell’UO4 era reclutare i soggetti secondo i criteri prestabiliti, e procedere al campionamento e all’invio dei campioni alle varie UO di ricerca.

Per quanto riguarda la separazione dei linfociti e l’allestimento dei vetrini necessari alle analisi da effettuare presso l’UO6 (IGM-CNR, Pavia), sono state subito riscontrate alcune difficoltà tecniche. Per ovviare alla difficile applicazione del protocollo sperimentale, è stato realizzato a Pavia un video relativo alla procedura di separazione dei linfociti.

Con una mail del 26/04/2012, il coordinatore del progetto Dott. Bianchi ha invitato la Dott.ssa Scovassi a contattare il Dott. Migliore per prendere accordi sull’opportunità di mandare dall’UO6 una persona che mostrasse al laboratorio di Gela la procedura di separazione dei linfociti.

Infatti, il giorno 11/05/2012 la Dott.ssa Claudia Prestipino si è recata presso il laboratorio di Gela per effettuare una prova della separazione dei linfociti in presenza dei componenti del laboratorio. La Dott.ssa Prestipino ha però riscontrato un’oggettiva difficoltà per l’isolamento del materiale biologico, rendendosi conto che nessuno aveva preso visione del video mandato in rete precedentemente, e che l’attrezzatura necessaria per l’isolamento dei linfociti (centrifuga) era assente. Contatti successivi con altro personale dell’UO4 non hanno permesso di superare questa carenza, né è stato ritenuto opportuno procedere all’acquisto di una centrifuga dedicata alla procedura sperimentale.

Con una mail del 12/05/2012 la Dott.ssa Scovassi ha informato il responsabile dell’UO4 Dott. Migliore dell’impossibilità di eseguire le analisi sui soggetti dell’UO4; a questa comunicazione ha fatto seguito in data 25/05/2012 una mail inviata dalla Dott.ssa Cori in cui veniva formalizzata la decisione di sospendere l’analisi dei marcatori di stress nei campioni dell’UO4. 
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UO6

RILEVANZA DEI RISULTATI E PROSPETTIVE FUTURE

Analisi dei dati rispetto ai valori di As urinario

Tra le varie analisi di correlazione eseguite dai colleghi epidemiologi nell’ambito del progetto SEpiAs, particolarmente interessanti si sono rivelati i risultati ottenuti dall’incrocio dei marcatori PAR e γH2AX misurati nei linfociti dei soggetti, con due classi di valori relative ad As urinario: quelli sopra il cutoff di >3,86 per ASi e quelli >19,3 per Asi+mma+dma. 

I dati hanno mostrato una tendenza all’aumento dei due marcatori di esposizione in corrispondenza di valori elevati di As. L’osservazione che i soggetti con As sopra il cutoff presentano valori di PAR e γH2AX più alti si riferisce a tutte le aree e risulta valida sia nei maschi che nelle femmine. 

Questo dato risulta particolarmente interessante se inserito nell’attiva ricerca di biomarcatori di esposizione all’As. A questo scopo, facendo tesoro dell’esperienza maturata all’interno del SEpiAs, sarebbe opportuno esplorare la possibile validazione di questi marcatori secondo una strategia operativa che prevede di:

1.
affiancare all’analisi finora svolta, basata su esperimenti di immunofluorescenza che forniscono dati semi-quantitativi, una metodica di tipo quantitativo facilmente riproducibile e più affidabile che prevede l’impiego di kit di laboratorio per valutare la quantità di PAR e γH2AX in un campione biologico tramite misure densitometriche (saggio ELISA). Questo nuovo approccio metodologico consentirebbe di ottenere dati quantitativi, facilmente confrontabili, per monitorare la riproducibilità delle misure. 

Come ogni innovazione, questa fase del lavoro richiede un investimento economico non indifferente, essendo il costo del saggio per ogni campione di circa 10 €. Inoltre, la messa a punto del metodo può richiedere qualche mese, nel tentativo di applicarlo oltre che a linfociti separati da sangue periferico, che sono finora stati utilizzati per il progetto SEpiAs, anche a campioni di sangue intero, un materiale molto più semplice da ottenere. In considerazione della necessità di calibrare il saggio su linee cellulari umane trattatte con arsenico, tutta la fase preliminare potrebbe richiedere 6 mesi di tempo ed avere un costo di circa 5.000 €.

2. standardizzare il protocollo di raccolta ed invio del materiale biologico, una volta definito se si tratta di sangue totale o linfociti isolati (1 mese).

3. definire, come primo obiettivo, l’impatto della variabilità individuale su ogni marcatore, esaminando un numero sufficientemente alto di soggetti residenti in aree non inquinate ed appartenenti alle classi di età di interesse, ripartiti tra i due sessi (2-3 mesi, 10.000 €).

4. estendere l’analisi ai soggetti residenti nelle aree interessate (12 mesi, 25.000 €). 

I costi e la durata del progetto sono indicativi e non tengono conto del personale da reclutare con borsa di studio.  
PAGE  
19

[image: image8.png]


