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Editoriale

La genetica ha assunto un ruolo centrale nella moderna biologia ed ancora
dobbiamo aspettarci dei contributi enormi nel campo della medicina da questa

sua branca.
I processi biologici vengono oggi analizzati a livelli impensabili solo due decadi fa

e, da calcoli confidenziali, si ritiene che nei prossimi cinque-dieci anni potrà essere nota
la struttura dell’intero genoma umano.

Più volte in questa collana ci siamo occupati di argomenti che sono entrati ormai
nel bagaglio comune quali la tecnologia del DNA ricombinante, l’ingegneria genetica,
il clonaggio dei geni, la reazione polimerasica a catena etc.

In questa monografia ci occupiamo di una particolare test di citogenetica che è
conosciuto con il termine di sister chromatid exchange (SCE).

La replicazione del DNA, che avviene poco prima della divisione cellulare,
comporta la formazione per ciascun cromosoma di una copia esatta di se stesso. Le
due copie sono tenute insieme in corrispondenza del centromero ed il cromosoma, in
questa configurazione, si dice che sia composto da due cromatidi. In questa fase si
verifica la rottura del DNA, talvolta spontaneamente o più spesso per influenze
esterne alla cellula, con conseguente processo di autoriparazione durante il quale,
talvolta, porzioni uguali dei due cromatidi opposti (sister chromatids) del cromosoma
scambiano la loro posizione. Tecniche speciali di colorazione ci permettono di colorare
un cromatide scuro e l’altro chiaro evidenziando ogni scambio che si verifica.

Il SCE è un indicatore sensibile della esposizione della cellula a sostanze
pericolose anche se non è possibile individuare il danno che può essersi verificato
durante la replicazione del DNA, prima che le cellule vengano messe in coltura. 

Il SCE, insieme al test del micronucleo della rottura del cromosoma (aberrazioni)
ed al G-banding, rappresenta quindi uno dei test di citogenetica particolarmente utili
quando è importante determinare se c’é stata una esposizione ad un agente
potenzialmente carcinogenico. Infatti la frequenza dei SCE è un indicatore sensibile di
lesioni del cromosoma ed è quindi ampiamente utilizzato in tossicologia genetica.

Per avere un’idea della potenziale utilità di questo test basti pensare che studi fatti
sulla frequenza del SCE nei linfociti in una corte di 33 civili obbligati dalle autorità
militari sovietiche ad andare a Chernobyl ed a partecipare alle operazioni di pulizia
dopo il disastro del 1986 hanno dimostrato una frequenza media di SCE, rispetto ad
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un gruppo di controllo, significativamente superiore anche a distanza di 6-8 anni
dalla esposizione, confermando così delle modificazioni citogenetiche ancora
significative a distanza di tanti anni. Questo stesso tipi di risultati sono stati registrati
nei lavoratori a contatto con i pesticidi ed in tante altre condizioni.

In questa monografia vengono analizzate tutti gli sviluppi metodologici del SCE a
partire dalla prima descrizione fatta nel 1957 da Taylor e dai suoi colleghi,
utilizzando come marcatore la timidina triziata, sino alle tecniche più recenti che
utilizzano la 5 bromodesossiuridina ed un colorante fluorescente (Hoechst  33258);
vengono ancora discussi tutti i fattori che influenzano la formazione del SCE fornendo
un quadro che difficilmente è reperibile nella letteratura e pertanto può costituire un
utile strumento di aggiornamento in un campo che richiede la massima attenzione per
non rimanere travolti e superati dai rapidi mutamenti.

Gli Autori hanno ovviamente una conoscenza diretta della metodica e pertanto
possono rappresentare anche un punto di riferimento per tutti coloro che vorranno
ulteriormente approfondire questi temi.

La Prof.ssa Elisa Calzolari, Professore Ordinario della Cattedra di Genetica
Umana dell’Università degli Studi di Ferrara, è responsabile del Servizio di
Citogenetica dell’Istituto di Genetica Medica dell’Università degli Studi di Ferrara. E’
inoltre responsabile del Gruppo IMER (gruppo di Studio sulle Malformazioni
Congenite dell’Emilia Romagna).

Dott. Vincenzo Aiello è Biologo specializzato in Genetica Medica e lavora come
tecnico di laboratorio nel Servizio di Citogenetica dell’Istituto di Genetica Medica
dell’Università degli Studi di Ferrara.

La signora Patricia Palazzi è tecnico nel Servizio di Citogenetica dell’Istituto di
Genetica Medica dell’Università di Ferrara.

Siamo sicure che questa monografia permetterà di aprire nuove finestre sullo
sconfinato campo della conoscenza scientifica.

Sergio Rassu
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Introduzione

Dopo incorporazione di 5-bromodeossiuridina (BrdU) nel terreno di
coltura per almeno due cicli cellulari e una particolare colorazione dei
preparati citogenetici, si ottengono cromosomi che presentano i due
cromatidi di diversa colorazione, questa struttura dei cromosomi è detta
“Sister Chromatid Differenzation” (SCD) (Fig. 1a).

I Sister Chromatid Exchanges (SCE), rappresentano l’interscambio del
DNA prodotto di replicazione tra i loci omologhi del cromosoma. L’SCE è
uno scambio simmetrico tra un cromatide duplicato (Fig. 1 b-c).

Lo studio dei Sister Chromatid Exchanges coinvolge il campo della
citogenetica morfologica, della mutagenesi e delle patologie legate a
instabilità del genoma.

Il significato biologico degli SCE è incerto: essi si verificano normalmente
nelle cellule, ma la loro frequenza varia in rapporto a fattori esogeni ed
endogeni e possono essere usati come indice aspecifico di danno cellulare, in
condizioni sperimentali e cliniche. 

Figura 1. Alcuni cromosomi che evidenziano SCD (a) e SCE con singolo
scambio (b) e con doppio scambio (c) dopo trattamento con Hoechst 33258 e
Giemsa (Da Verma R.S. e Babu A. 1995).



V. Aiello, P. Palazzi, E.Calzolari Tecniche per la visualizzazione degli scambi cromatidici (SCE)

6

Caleidoscopio

Sister Chromatid Differentiation

1. Replicazione semiconservativa del DNA

Il DNA è costituito da due filamenti, uno considerato positivo (+) e l’altro
negativo (-), strutturalmente complementari nel senso che le basi puriniche e
pirimidiniche sono disposte sui due filamenti in modo tale che vi è sempre
corrispondenza fra una base di adenina (A) su un filamento (+) ed una base
di timidina (T) sull’altro (-) e viceversa, ed analoga corrispondenza tra le basi
di citosina (C) e guanina (G).

Durante la sintesi di nuovo DNA (replicazione cellulare), i due filamenti
si separano e su ciascuno di essi si ricostruisce un nuovo filamento comple-
mentare (replicazione semiconservativa).

La precisione dei legami idrogeno che si stabiliscono tra DNA stampo e
nucleotidi che vengono via via aggiunti, pone delle restrizioni sul tipo di
analoghi che possono essere sostituiti per un particolare nucleotide. Basi a
struttura simile a quella delle quattro basi normali (A, T, G, C) possono
inserirsi selettivamente al posto di ciascuna di esse e risultare alla fine
incorporate nei filamenti di DNA di nuova sintesi (fig. 2).

Questo meccanismo è di facile comprensione e spiegazione nel caso della
timidina marcata con trizio (3H), perché questa ha una struttura chimica
identica alla timidina normale.

La 5-bromocitosina o la 5-metilcitosina possono essere usate per
sostituire il deossiribonucleotide della citosina. In modo analogo l’uracile, il
5-bromouracile o il 5-fluorouracile possono sostituire la timina e l’ipoxantina
può sostituire la guanina. La sostituzione della timina con il suo analogo 5-
bromouracile non dà nessun effetto sulla sintesi in vitro di DNA. La
morfologia molecolare del 5-bromouracile, è simile a quella della timina,
perché un atomo di bromo prende il posto di un gruppo metilico (-CH3)
nell’anello pirimidinico in posizione 5, perciò la 5-BrdU (la Bromo-
deossiuridina è il deossiriboside del 5-Bromouracile) può inserirsi sul nuovo
filamento, cioè di fronte alla adenina situata nel filamento opposto (fig.3).

L’inserimento della BrdU non interferisce sensibilmente sui successivi
cicli di replicazione, che avvengono normalmente con la incorporazione
inversa corrispondente di adenina e quindi con apparente normale
proseguimento della attività cellulare. Ci riferiremo da ora in poi solo alla
BrdU, normalmente utilizzata negli studi presentati. 

Per le caratteristiche di replicazione semiconservativa del DNA, dopo un
solo ciclo cellulare in presenza di BrdU i due cromatidi costituenti il
cromosoma metafasico avranno ciascuno un filamento nuovo nel quale è
stato incorporato l’analogo della timidina ad un filamento originario vecchio
normale.



Figura 2. Basi che ricorrono nel DNA e loro analoghi. Le aree colorate indicano le
c a r a t t e r i s t i c he    degli analoghi delle basi (Da Strickbergher MW 3 ed. ) .
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Dopo un ulteriore ciclo sempre in presenza dello stesso nucleotide
(BrdU), tre filamenti su quattro saranno sostituiti (fig. 4), cioè uno solo dei
due cromatidi contiene ancora un filamento di DNA originario normale.

In altre parole il cromosoma metafasico sarà formato da un cromatidio
monosostituito da BrdU e da un altro bisostituito.

Le cellule, coltivate sempre in presenza di BrdU, che hanno superato due
cicli cellulari e si trovano in metafase dopo il terzo o quarto ciclo, avranno un
numero sempre minore di cromosomi con un cromatidio monosostituito,
mentre la maggior parte dei cromosomi avranno cromatidi bisostituiti: in
teoria a partire dal terzo ciclo in poi, il numero dei cromosomi che conten-
gono un filamento di DNA originario dovrebbe dimezzare ad ogni divisione
successiva (fig. 5-6).
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Figura 3. Possibili appaiamenti del 5-Bromouracile. a) nella forma
chetonica il 5-Bromouracile si appaia con l’adenina; questo appaiamento
non produce mutazioni. b) nella rara forma enolica il 5-Bromouracile si
appaia con la guanina, dando una mutazione del tipo transizione.

Figura 4. Diagramma illustrativo del meccanismo di formazione di sister
chromatid differenzation (SCD) e dei sister chromatid exchanges (SCE). Il
DNA parentale è indicato con tratti marcati, quello neoformato che ha
incorporato la BrdU è indicato con tratteggi. (Da Verma R.S. e Babu A.
1995).
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Figure 5 A e 5 B. Piastre metafasiche dopo un ciclo cellulare (a) e dopo due
cicli (b) in presenza di BrdU.

Figura 6. Due piastre metafisiche ravvicinate in alto dopo tre cicli cellulari
con incorporazione di BrdU, in basso dopo quattro cicli.
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2. Modalità di evidenziazione della Sister Chromatid
Differentiation (SCD)

Il primo metodo usato per evidenziare la Sister Chromatid Differentia-
tion era basato sulla utilizzazione della timidina triziata (3H) (fig. 7), ma at-
tualmente si preferiscono metodi basati sull’impiego di nucleotidi alogenati
come la BrdU. La osservazione degli effetti della BrdU sulla colorazione
differenziale dei cromosomi è stata casuale durante le indagini per
individuare gli effetti  di questo nucleotide sulla integrità e sulla
condensazione dei cromosomi.

Durante una serie di studi diretti a valutare gli effetti di agenti chimici,
tra cui la BrdU, su cromosomi di topo Hung (20) notò che cromosomi in me-
tafase preparati dopo aver incorporato per due cicli successivi BrdU presen-
tavano i cromatidi fratelli colorati in modo differente.

Zakharof ed Egolina (50), poi Palmer (35) hanno osservato che le cellule
esposte ad alte concentrazioni di BrdU durante la fase terminale della sintesi
del DNA, avevano un difetto di condensazione delle regioni cromosomiche
a replicazione tardiva (8-52).

Zakharov ed Egolina (51) hanno inoltre mostrato che questo nucleotide,
incorporato alla fine della fase S di due cicli cellulari successivi, dava con il
Giemsa una colorazione diversa dei due cromatidi fratelli nei cromosomi a
replicazione tardiva bloccati in metafase. In contrasto a quanto sopra detto,
se si esponevano le cellule alla BrdU per ciclo cellulare si aveva uno scarso
effetto sulla morfologia dei cromosomi. 

Un tentativo per trovare, mediante l’impiego della fluorescenza, una al-
ternativa all’autoradiografia (con timidina triziata) per individuare il DNA
di nuova sintesi, è stato condotto da Latt (26). Egli ha esaminato la capacità
della BrdU di smorzare la intensità della fluorescenza dei fluorocromi legati
al DNA. Dopo l’incorporazione di BrdU da parte delle cellule in coltura per
due cicli replicativi e l’allestimento dei vetrini, fu osservato che utilizzando
per la colorazione il fluorocromo Bisbenzimide (Hoechst 33258) i cromatidi
bisostituiti contenenti BrdU, dimostravano una fluorescenza più debole
rispetto a quelli monosostituiti. L’ipotesi di spiegare questo fenomeno, è che
la BrdU può attenuare l’intensità della fluorescenza per effetto della
presenza di un atomo pesante (cloro). 

Nei vari esperimenti condotti da Latt oltre all’Hoechst 33258, sono stati
usati altri coloranti fluorescenti come l’arancio di acridina, la proflavina,
l’etidium e la chinacrina, ma l’Hoechst 33258 ha dato i risultati più evidenti. 

Un miglioramento tecnico per la SCD si è avuto grazie alla introduzione
della sovracolorazione con Giemsa dopo l’Hoechst 33258 (37).

L’introduzione di questa metodica ha portato vantaggi notevoli, perché
questi studi possono essere eseguiti con attrezzature semplici di microscopia
in campo chiaro (luce trasmessa): i preparati possono essere osservati a
lungo senza deterioramento delle immagini e conservati senza difficoltà.



V. Aiello, P. Palazzi, E. Calzolari Tecniche per la visualizzazione degli scambi cromatidici (SCE)

11

Caleidoscopio

Sister Chromatid Exchanges

I “Sister Chromatid Exchanges (SCE)” rappresentano l’interscambio del
DNA di replicazione prodotto in loci cromosomici apparentemente corri-
spondenti. Questi scambi presumibilmente coinvolgono rottura e riunione
del DNA e l’analisi degli SCE offre una opportunità per la dimostrazione
citologica degli scambi del DNA. 

I Sister Chromatid Exchanges nelle cellule somatiche, sono stati
dimostrati per la prima volta nel 1957 da J.H. Taylor e coll.(42) (fig. 7). La
scoperta è stata fatta mediante lo stesso tipo di esperimenti condotti per la
dimostrazione della semiconservatività del DNA. Le cellule sono state colti-
vate per due cicli di sintesi in terreno contenente timidina triziata (3H) e per
successivi cicli in terreno senza trizio; la autoradiografia delle metafasi ha
mostrato non solo che un cromatidio era marcato e l’altro no, ma anche che
erano chiaramente riconoscibili scambi tra cromatidi fratelli. 

Attualmente tutti gli studi sugli SCE si basano su metodi di sovracolo-
razione con Giemsa, come descritto precedentemente (SCD).

Figura 7. Piastre metafisiche con tracce di marcatura radioattiva con
timidina triziale. (E) Punti di scambio; (T) posizione del centromero.
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Formazione degli SCE

La formazione di SCE è strettamente collegata con la riparazione del
DNA e coinvolge una classe di enzimi noti come “Topoisomerasi”.

Questi enzimi consentono di superare gli ostacoli “topologici” che sono
collegati al grado di avvolgimento e di superavvolgimento delle catene di
DNA nel processo di duplicazione attraverso tre momenti:

1. Taglio di uno o di entrambi i filamenti di DNA (“cleavage” e
“incision” o “nick”).

2. Passaggio del DNA attraverso il taglio. 
3. Risaldatura (“ligation”) dei capi del filamento di DNA.
Le Topoisomerasi possono tagliare un singolo filamento (Topoisomerasi

I) (fig. 8), oppure entrambi i filamenti di DNA (Topoisomerasi II) (fig. 9).
I dettagli di meccanica molecolare dei vari modelli proposti da Pommier,

Ischii e Bender, Kato e Cleaver, sono stati discussi da Dillehay e coll. (11), ma
molti aspetti rimangono ancora da chiarire.

Quali che siano i meccanismi di formazione degli SCE, il risultato è
essenzialmente quello di avere una continuità fra tratti di filamenti di DNA
di vecchia e di nuova sintesi.

Figura 8. Il meccanismo di azione delle topoisomerasi è procariotica. (a)
L’enzima si lega al DNA svolgendo la doppia elica. (b) Esso successiva -
mente interrompe un filamento e impedisce la libera rotazione della elica
rimanendo legato ad ogni estremità interrotta. (c) L’enzima fa passare il
filamento attraverso la rottura e lega le estremità interrotte aumentando di
fatto di uno il numero di legami del DNA. (d) L’enzima si stacca e i
filamenti si rinaturano, lasciando il DNA con un giro di superelica in meno.
(da Watson J.D. e coll. 1969 4 ed.).
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Figura 9. Un possibile meccanismo d’azione per la Topoisomerasi II
procariotica (Girasi). Per semplicità, il DNA di partenza è rappresentato
con un solo superavvolgimento positivo attorno all’enzima. Di fatto, il
DNA di partenza può avere superavvolgimenti sia negativi che positivi.
L’azione della Topoisomerasi II consiste nel diminuire il numero di legame
di due, un cambiamento che, in questo caso, è rappresentato dalla differenza
tra un giro di superavvolgimento positivo ed uno negativo. (Da Watson J.D.
e coll. 1989 4 ed.).

Molecola di DNA con un
superavvolgimento negativo

L’utilizzo del-
l’energia immagaz-
zinata nel legame
proteina-DNA per-
mette alla girasi di
legare le estremità
tagliate e quindi di
staccarsi dal DNA

Molecola di DNA che
presenta un superavvolgi-
mento positivo. Un’altra
parte del DNA attraversa
le subunità con le estremi-
tà tagliate e, mediante un
cambiamento di confor-
mazione dell’enzima, lo
attraversa da parte a parte.

I filamenti del DNA ven-
gono tagliati ed entram-
be le estremità della dop-
pia elica rimangono le-
gate ad una delle subuni-
tà A del tetramero della
girasi, così che l’energia
del legame fosfodieste-
rico è mantenuta

Il DNA si avvolge
attorno ad un tetra-
mero della girasi in
un superavvolgimen-
to positivo (destrorso)

A A B
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SCE e crossing-over mitotico

Potrebbero esistere correlazioni fra SCE e il fenomeno molto più raro del
crossing-over mitotico (oltre che con la stessa meiosi).

Nelle cellule somatiche in mitosi, figure interpretabili come analoghe a
chiasmi fra cromosomi omologhi (paterno-materno analoghi a quelli
osservati nella meiosi) sono osservabili raramente (0,1-1 su 1000 metafasi) in
condizioni normali, ma sono frequenti nella sindrome di Bloom (5-150 su
1000 metafasi) (fig. 10).

Vi è una sostanziale differenza fra SCE e crossing-over mitotico, in
quanto nelle SCE lo scambio avviene fra cromatidi identici, quindi, in linea
di principio, il messaggio informativo genetico rimane invariato, mentre dal
crossing-over mitotico possono originare omozigosi per geni recessivi
scambiati, con possibilità di espressione neoplastica.

Peraltro i due fenomeni sono collegati dal fatto di coinvolgere rotture e
riunioni fra filamenti di DNA e dal fatto che sono entrambi aumentati di
frequenza nella sindrome di Bloom. 

Va ricordato anche che gli SCE possono avvenire in posizioni non esat-
tamente corrispondenti e perciò dare origine ad amplificazione o delezione
di geni sui rispettivi cromatidi (fig. 11).

La variazione della regione eterocromatica (q distale) del cromosoma Y
potrebbe derivare da SCE irregolari. 

Figura 10. Segregazione dopo crossing-over in bivalenti meiotici (rappres -
entazione di sinistra) e un chiasma mitotico (rappresentazione di destra).
Nella segregazione meiotica i cromatidi distali al chiasma non sono fratelli,
nella segregazione mitotica sono fratelli. (Da Therman E. 1986 2; ed.).
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Fattori che influenzano la formazione degli SCE

L’applicazione delle nuove metodiche per la evidenziazione degli SCE,
hanno permesso ai ricercatori di utilizzare il loro studio in vari campi (tab. 1).

Gli SCE sono stati trovati in tutti gli organismi in cui si è applicata questa
metodica; in numerosi mammiferi compreso l’uomo, in diverse varietà di
uccelli, nei pesci, negli insetti ed anche nelle piante (39). La maggior parte
degli studi sugli SCE sono stati condotti in vitro, ma studi in vivo sono stati
fatti su midollo osseo, milza, fegato rigenerato e spermatogoni di mammi-
fero (22).

Che i Sister Chromatid Exchanges avvengano spontaneamente è
dimostrato dal comportamento dei cromosomi ad anello: essi hanno aspetto
variabile per dimensioni e per numero di centromeri, talvolta con forme
multiple concatenate e questa variabilità è spiegabile con SCE che avven-
gono in fase di sintesi prima della mitosi (14).

Il miglioramento delle metodiche per l’analisi cromosomica ha permesso
di determinare le regioni lungo i vari cromosomi in cui i Sister Chromatid
Exchanges sono più frequenti. 

La distribuzione degli SCE sui vari cromosomi non è casuale, ed è
differente da quella delle rotture cromosomiche. Sembra che i cromosomi
dei gruppi A e B abbiano più scambi cromatidici di quelli che ci si attende-
rebbe in base alla lunghezza, mentre un numero minore si formano sui cro-
mosomi dei gruppi E, F e G (43).

Figura 11. Amplificazione e riduzione di segmenti cromosomici attraverso
un crossing-over ineguale. (Da Therman E. 1986 2 ed).
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Molti studi sugli SCE hanno confermato che, a livello delle regioni di così
detta eterocromatina costitutiva (bande-C positive) la frequenza degli
scambi cromatidici è minore rispetto alle regioni di eucromatina, comunque
sembra che le regioni di confine tra eterocromatina ed eucromatina, cioè i
bordi che si ottengono con il bandeggio-C, siano ad alta frequenza diSCE (2).

Nei cromosomi umani, gli SCE si formano preferibilmente a livello delle
bande Q-negative o nei punti di giunzione tra le bande Q-negative e Q-
positive (fig. 12). Da studi condotti da S.A. Latt e L.A. Juergens (29), sono
stati osservati degli “hot spots” o punti caldi ad alta frequenza di SCE.
Risulta tuttavia difficile disegnare una mappa dettagliata del cariotipo
umano con i punti caldi per gli scambi cromatidici, visto che numerosi sono i
lavori al riguardo, ma non sempre viene trovata coincidenza tra questi hot
spots. Alcuni di questi punti sono: 1q25, lq31, 2p21, 4q31, 6q21, 8q13, 18q21,
Xq22 e Xq26 (fig. 13) (29). Le costrizioni secondarie dei cromosomi 1, 9 e 16
sembra che non siano zone ad alta frequenza. Ulteriori studi condotti su
cromosomi di muntjac indiano, di canguro e di criceto, hanno messo in
evidenza una maggiore frequenza di SCE nei punti di unione tra le regioni
di eterocromatina e dell’eucromatina (4-5-19).

Lin e Alfi (31) dopo aver trattato i cromosomi di topo con BrdU e
mitomicina-C, hanno osservato un aumento di scambi cromatidici nelle
regioni vicino ai centromeri rispetto al resto delle braccia del cromosoma. 

Scambi mitotici

a.   SCE:
- Analizzare la polarità dei cromatidi.
- Comprendere la segregazione dei cromosomi omologhi.
- Determinare gli interscambi “Punti caldi o hotspots”.
- Risolvere domande riguardo le isomarcature.
- Induzione degli SCE per la determinazione di mutageni e carcinogeni sia in vivo
che in vitro.
- Caratterizzare e differenziare le malattie derivate da fragilità cromosomica.

b.   Scambi tra cromosomi:
- Verificare l’associazione tra ricombinazione somatica e la formazione di figure
quadriradiali.

Scambi meiotici (scambi tra Omologhi)

- Dimostrazione diretta di crossing over.
- Individuazione mediante alta risoluzione di punti di scambio.

Tabella 1. Alcuni usi degli SCE mediante la determinazione con BrdU.
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Figura 12. Rappresentazione scematica dei cromosomi umani con il quadro
del bandeggio e la numerazione secondo la conferenza di Parigi. Ripreso
dalla conferenza di Parigi (1971).

Figura 13. Distribuzione dei Sister Cromatid Exchanges nei cromosomi
umani.
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Un aumento sensibile è stato inoltre riscontrato nei cromosomi umani
dopo allungamento con la metodica usata da Yunis (48). Anche un eccesso
di BrdU (come di timidina triziata) oltre a consentire la evidenziazione di
SCD e conseguentemente di SCE, può indurre questi ultimi. 

Adolph e coll. (1) hanno osservato che i siti di formazione dei Sister
Chromatid Exchanges, sono in relazione al DNA associato alle proteine
strutturali dei cromosomi e secondo Rawin e coll. (38), questo DNA contiene
sequenze ripetute che producono caratteristici frammenti dopo digestione
con endonucleasi di restrizione. 

Risulta estremamente difficile trovare, nelle varie cellule in studio, il
valore medio “normale” degli SCE per metafase. Nelle cellule di criceto
cinese il valore medio stimato di SCE va da 2,5 a 5 per cellule dopo due cicli
cellulari (47), mentre nel midollo osseo di topo il valore va da 1,5 a 2 per
ogni cellula. 

Il numero degli SCE nelle cellule normali umane varia nei diversi tipi di
cellule esaminate, il range per cellula va da 2 a 20 con una frequenza media
di SCE compreso tra 5 e 8 (6). Il valore medio di SCE non differisce tra i sessi,
ma può essere influenzato dall’età. la frequenza massima di scambi
cromatidici è osservata tra l’età di 30 e 40 anni (9). 

Tra i fattori che possono, influenzare gli scambi cromatidici vi sono i
mutageni, i clastogeni, il fumo e i fattori genetici.

a . Mutageni e clastogeni

Mutazioni spontanee si verificano in tutti gli organismi ad una frequenza
bassa (1 su 2000 gameti nell’uomo) (40), ma misurabile, dipendente
presumibilmente dal tasso di errore intrinseco al processo di duplicazione e
di trasformazione del genoma. I “mutageni” facilitano il verificarsi di tali
errori, i “clastogeni”, una sottoclasse dei mutageni, facilitano le rotture
cromosomiche. Tra le applicazioni degli SCE, una delle più diffuse riguarda
la valutazione dell’impatto di mutageni e di clastogeni sui cromosomi
umani. Se si esaminano le cellule sottoposte a mutageni e a clastogeni, la
frequenza di SCE è molto spesso aumentata. Nella figura 14 sono riassunti i
dati relativi alla induzione di SCE da parte di vari mutageni, da cui appare
evidente che la mitomicina-C ed il N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNG) sono particolarmente efficaci da questo punto di vista.

La capacità di indurre Sister Chromatid Exchanges è correlata con la
mutagenicità generale di una data sostanza, mentre, piuttosto sorprenden-
temente, la formazione di SCE non è molto correlata con la capacità ad agire
come clastogeno.

La capacità che hanno gli agenti alchilanti e le proflavine ad indurre gli
SCE è stata per prima dimostrata da Kato (24), mediante l’uso dell’autora-
diografia.
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Si è osservato che basse dosi di agenti alchilanti, quali la mitomicina-C o
la mostarda azotata, influiscono notevolmente sugli scambi cromatidici
aumentandone il numero a concentrazioni molto al di sotto di quelle che
portano alla formazione di rotture cromosomiche (27). 

Numerosi studi successivi hanno confermato queste osservazioni e sono
state estese su altri agenti noti per danneggiare i cromosomi direttamente o
dopo attivazione metabolica (30).

Tra i numerosi agenti capaci di indurre gli scambi cromatidici, sono da
considerare oltre ai mutageni ed ai clastogeni, anche i carcinogeni. Mediante
queste prove si è dedotto che l’analisi degli SCE può essere utilizzata per
controllare l’effetto di questi agenti sulle cellule in vitro, ma anche in vivo
(36) (tab. 2-3).

Figura 14. Curve dose-effetto per la frequenza di SCE in cellule CHO (ovaio
di hamster cinese) espressa in funzione del log della concentrazione iniziale.
MMC mitomicina-C; AM adriamicina: MNNG N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidine QM mostarda di quinacrina; 4NQO 4-nitrochinolina-1-
ossido; HN2 mostarda azotata; DEB diepossibutano; H33258 Hoechst 33258;
BLM bleomicina; MMS, metilmetansulfonato: BPL B-propiolattone; EMS
etilmetansulfonato; CP ciclofosfamide; MH idrazide maleica. (I)e
Strickberger M.W. 3 ed 1992).
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Vari altri agenti noti come causa di danni genetici, sono relativamente
inefficienti nel provocare aumento di SCE (raggi-X, acrilamide monomerica,
bleomicina), mentre hanno capacità di indurre rotture cromosomiche e/o
riarrangiamenti (tab. 4).

Tabella 2. Agenti capaci di indurre SCE.

Acetaldeide Ciclofosfamide
N-Acetilaminofluorene N-Dibutilamina
N-Acetossiacetinoaminofluorene Dibubutilnitrosamina
N-Idrossiacetilaminofluorene Difenile
Aminofluorene Etilmetansolfato
4-Aminochinolina-1-assido 33258 Hoechst
Anilina Mitomicina C
Benzopirene Proflavina
Betapropiolactone Mostarda di chinacrina
Busulfan Saccarina
5-Bromodeossiuridina Deossitimidina triziata
N-n-Butilurea Raggi UV della lunghezza d’onda 254 nm
N-n-Butil-N-nitrosourea Raggi-X
Clorambucil Virus (SV-40)
Clorpropamide

Acridina orange Deossicitidina
Acrilamide Deossitimidina
Antracene Fenantrene
Arsenico Potassio metabisolfito
Bleomicina Pirene
Butilbutanolamina Piridina
Butilidrossianisolo Sodio benzosto
Caffeina Virus (Vaccini)
Citosina arabinoside

Tabella 3. Agenti capaci di indurre debolmente gli SCE.
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La combinazione degli SCE e delle aberrazioni cromosomiche, quando si
esaminano i mutageni-carcinogeni, sembra dare pochi “falsi negativi”. Vi
sono sostanze cancerogene come l’anilina e il difenile che non provocano
rotture cromosomiche e non sono nemmeno dei potenti induttori di SCE.
Altri composti che non sono mutageni o carcinogeni, provocano aumento di
SCE. Lo studio degli SCE sembra anche importante per valutare danni
citogenetici da agenti clastogeni somministrati come chemioterapici.

Da studi condotti su alcuni virus, si è constatato che tra questi sono
presenti ceppi capaci di modificare la frequenza di SCE. Per esempio la
frequenza degli scambi cromatidici in fibroblasti umani infettati con SV40
risulta più che triplicata. Anche in altre cellule umane trasformate da questo
virus, gli SCE risultano aumentati sensibilmente rispetto alle cellule non
trasformate (34). Linee cellulari di linfociti umani trasformate dal virus
Epstein-Barr, mostrano una frequenza normale di SCE o in qualche caso un
sensibile aumento. Fibroblasti embrionali di topo infettati con il virus della
leucemia di Rauscher, presentano più del doppio di SCE, mentre sono

Acetone
Alcoli:

Butanolo
Etanolo
Metanolo
Propanolo 

Aminopiridina 
Bilirubina 
Dimetilsulfossido 
8-Etossicaffeina 
Glicole etilene 
Idrossiurea 
Ozono Penicillina G 
Chinolina 
Soluzioni saline:

Sodio acetato
Soluzione salina di Hanks
0.3 M NaCl + 0.1 M citrato
0.2 fosfato + 0.1 M citrato 

Sodio deidroacetato 
Streptomicina 
Tetraciclina

Tabella 4. Agenti che non provocano SCE.
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diminuiti nei linfociti del sangue periferico umano dopo vaccinazioni, o in
individui che presentano infezioni virali (Herpes simplex, epatiti o in-
fluenza) (25). Il virus herpes simplex somministrato alla fine della fase “S”
del-ciclo cellulare, non provoca alcun aumento di scambi cromatidici nei
fibroblasti diploidi umani. Questi ultimi risultati possono essere dovuti,
almeno in parte, all’insensibilità delle cellule agli SCE durante l’ultima fase
“S”, una risposta diversa si può avere se la somministrazione nelle cellule o
nelle cavie si fa all’inizio della fase “S”. 

b. Azione del fumo sugli SCE

Il fumo di sigaretta, che è stato considerato uno dei fattori più importanti
nella genesi di alcuni tumori, induce un aumento degli scambi cromatidici
nei linfociti (23). 

Lo studio delle aberrazioni cromosomiche, SCE e siti fragili condotti su
linfociti di sangue periferico e cellule di midollo osseo sono usati per deter-
minare l’effetto di mutageni o carcinogeni ambientali trovati nel fumo di
sigaretta (23).

In un’indagine condotta da Chien-Song Kao-Shan e coll. (23) in pazienti
di età compresa tra i 21 e i 40 anni (età media 25), il consumo giornaliero di
sigarette superiore alle 20 è stato associato ad un aumento consistente di
SCE; è stato osservato anche un aumento di frequenza di siti fragili e di
punti di rottura cromosomici. 

Questi risultati suggeriscono che il DNA cromosomico dei linfociti di
sangue periferico sia sensibile al fumo di sigaretta. La valutazione degli
scambi cromosomici in queste cellule può dare un indice del danno causato
da questi agenti esogeni nei fumatori e la capacità individuale di riparare
questi danni e forse può essere un elemento predittivo del rischio di
proliferazione maligna (23).

c. Fattori genetici

Nell’uomo, le aberrazioni cromosomiche (fenomeni di non disgiunzione
e gli scambi strutturali), aumentano con l’età. Altro fattore che determina la
frequenza delle aberrazioni cromosomiche è il genotipo degli individui:
alcune persone presentano maggior rischio di altre nell’acquisire una di
queste alterazioni che possono portare conseguentemente allo sviluppo di
patologie o di una neoplasia (43). Sono conosciuti infatti, geni (autosomici
recessivi) che si associano ad incremento dell’incidenza di aberrazioni
cromosomiche in alcune condizioni come la sindrome di Bloom, l’anemia di
Fanconi e l’atassia telengectasia (tab. 5).
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1. La sindrome di Bloom presenta deficit di accrescimento, facies allun-
gata con padiglioni auricolari prominenti, lesioni eritematose e telean-
gectasiche sul viso, elevata frequenza di SCE (circa 12 volte il valore medio).
In questa patologia è stata dimostrata un’anomalia di una DNA-ligasi. I
pazienti hanno un elevato rischio oncogeno, soprattutto di leucemia, linfomi,
sarcomi, carcinomi del tubo digerente.

2. L’anemia di Fanconi ha come caratteristiche: bassa statura, panci-
topenia, iperpigmentazione cutanea, malformazioni renali ipo-aplasia del
pollice, instabilità cromosomica non associata ad aumento degli SCE. Non è
noto il difetto primitivo: le ipotesi più accreditate suggeriscono un difetto
nella riparazione del DNA o una incapacità a rimuovere i radicali reattivi
dell’ossigeno che si formano durante il metabolismo cellulare .

3. L’atassia telangectasia presenta teleangectasia oculo-cutanee, aprassia
oculomotoria, atassia cerebellare, difetto dei linfociti T e non presenta au-
mento della frequenza degli SCE. Un gene responsabile della malattia è stato
localizzato sul braccio lungo del cromosoma 11. Il difetto primitivo riguarda
la riparazione del DNA.

Malattia SCE

- Anemia di Fanconi N

- Sindrome di Bloom

- Atassia telangectasia N

- Xeroderma pigmentosum: 
gruppi A, B, C e D N

- Varianti (difetti riparativi
post-replicativi) N

- deSanstis-Cacchine N

Tabella 5. Valore degli SCE in alcune malattie genetiche. (N = n° di SCE
normale).
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d. Siti fragili, rotture cromosomiche ed SCE

La definizione originale di “sito fragile” deriva da Sutherland nel 1977
(41), che con questo termine indicava un punto su un cromosoma che non
presentava la stessa colorazione dell’intero cromosoma, ma appariva più
chiara e normalmente coinvolgeva entrambi i cromatidi. 

Il sito fragile si presentava sempre sullo stesso cromosoma e nello stesso
punto, sia nel particolare paziente che in vari componenti della famiglia che
presentavano la stessa patologia. 

Da studi condotti, è stato osservato che queste zone possono andare più
facilmente incontro a rotture (10-21), questo è stato studiato in modo più
approfondito nei tumori. 

Sono stati fatti studi che dimostrano la possibilità di mettere in evidenza
siti fragili con sostanze di vario tipo come BrdU, MTX, FUdR, DAPI e molte
altre messe in coltura a diverse concentrazioni.

Fino a qualche tempo fa i siti fragili venivano divisi in “ereditabili” e
“costituzionali” dove per ereditabili si intendevano quelli più rari nella
popolazione, mentre costituzionali erano quelli riscontrabili con maggior
frequenza nella popolazione. Attualmente questa distinzione non è più
considerata valida (17), perché tutti i siti fragili sono ereditabili, ma vi sono
siti fragili che ricorrono nella popolazione più frequentemente di altri,
quindi la nuova terminologia riconosce i siti fragili in: “rari”, “polimorfici” e
“comuni” a seconda della loro frequenza nella popolazione.

Recentemente è stata proposta la distinzione dei siti fragili in due classi:
“ereditabili” più rari e “comuni” (3). Si può fare un’altra distinzione a
seconda della sostanza che induce in vitro i siti fragili (45).

Molti autori affermano che esiste una relazione tra “siti fragili” e “rotture
cromosomiche”, osservabili nelle cellule tumorali. Questo è stato visto
mettendo a confronto il punto sui cromosomi in cui si verificava la rottura,
con la banda dei siti fragili. Sono stati riportati individui con tumori maligni,
che presentavano nella stessa regione sia siti fragili che rotture cromo-
somiche (49).

Tra i siti fragili l’unico legato con una patologia è il sito fragile del cro-
mosoma X che si associa con una forma di ritardo mentale (sindrome di
Martin-Bell) relativamente frequente (1 su 1300 maschi).

Numerosi sono i lavori che mettono in relazione gli SCE con i siti fragili.
Tra questi T.W. Glover e C.K. Stein (15) in una analisi su due siti fragili
comuni (3p14 e 16q23) hanno mostrato che questi siti sono hot spots (punti
caldi) non solo per lesioni cromosomiche, ma anche per gli SCE. In questi
casi il numero di SCE per metafase rimane invariato, ma aumenta la
frequenza di SCE in corrispondenza dei siti fragili.

Altri lavori (13-18) hanno trovato nuovi siti fragili comuni con un
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aumento di frequenza, in corrispondenza dei siti, di SCE. L’aumento di
frequenza di SCE è stata dimostrata anche per il sito fragile del cromosoma
X (Xq27) (54).

e. Sindrome di Prader Willi e SCE

Circa metà dei casi di sindrome di Prader Willi presentano una delezione
15ql2 ed un piccolo numero presenta altri tipi di riarrangiamenti
coinvolgenti il cromosoma 15ql2, l’incidenza è di 1 su 25.000. 

Lo studio condotto su 10 pazienti con sindrome di Prader Willi e la
delezione 15ql2, su 15 pazienti con Prader Willi ma senza la delezione e su
11 casi di controllo, ha rilevato che in tutti i casi non si aveva aumento
significativo della frequenza degli SCE per cellula, veniva però osservato un
aumento significativo di SCE nella regione 15q11-13 dei pazienti con Prader
Willi che non portavano la delezione (46).

Questo dato suggerisce una relativa instabilità del DNA nella regione
15q11-13 nei pazienti Prader Willi senza delezione. 

f. SCE e inattivazione del cromosoma X

Secondo l’ipotesi della “Lyonizzazione”, uno dei due cromosomi X della
femmina è quasi completamente inattivo.

A. Zhang (53), in donne che presentavano i(Xq), non ha riscontrato
differenze significative della frequenza di SCE nei due cromosomi X (su
quello attivo e quello inattivo) tenuto conto delle diverse dimensioni. Lo
stato della condensazione cromatidica e la tarda replicazione del DNA del
cromosoma X inattivo, sembra non influenzare la frequenza degli SCE.



V. Aiello, P. Palazzi, E.Calzolari Tecniche per la visualizzazione degli scambi cromatidici (SCE)

26

Caleidoscopio

Metodiche per evidenziare la SCD

A. Incorporazione della BrdU
(metodica proposta da Latt 1973) (26) 

BrdU 10 mg
Fluorodeossiuridina (FUdR) 0,05 mg 
acqua distillata 10 mg

la FUdR può essere preparata separatamente ad alte concentrazioni e
aggiunta alla soluzione di BrdU (sciogliere 1 mg di FUdR in 10 ml di
acqua distillata e aggiungere 0,5 ml di questa soluzione a 9,5 ml alla
quale è stata aggiunta la BrdU). La soluzione di BrdU può essere usata
come tale o filtrata sterilmente. Questa soluzione può essere tenuta in
freezer al buio e può essere conservata in queste condizioni per 2 o 3
settimane.

- Procedimento

1. Allestire le colture di sangue periferico con le normali metodiche di
routine per 24 ore.

2. Aggiungere 0,1 ml di soluzione di BrdU a ciascuna coltura contenente 10
ml di terreno e incubare al buio per altre 40-48 ore.

3. Alla fine del periodo di incubazione, aggiungere la colchicina (0,1 µg) e
lasciare per l’ultima ora d’incubazione. Preparare poi i vetrini in accordo
con le metodiche convenzionali adottate per la routine.

B. Metodica con Uridina
(metodica proposta da Dutrillaux e coll. e Latt nel 1973) (12-26)

- Soluzioni

1. Soluzione stock di Fluorodeossiuridina (FUdR) (4x10-4 M)
FUdR 1 mg
acqua distillata 10 ml

conservare in freezer in vials scure.
2. Soluzione stock di Uridina (3x10-3 M) 

Uridina 1 mg
acqua distillata 1 ml

conservare in freezer in piccole aliquote.
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3. Soluzione di BrdU di lavoro
BrdU 3 mg (10-2 M)
soluzione stock di FUdR (4x10-4 M) 0,1 ml (4x10-5 M)
soluzione stock di Uridina (3x10-3 M) 0,2 ml (6x10-4 M)
acqua distillata 0,7 ml

conservare in freezer in vials scure. La filtrazione non è necessaria. La
soluzione può essere usata anche dopo alcune settimane.

- Procedimento

1. I linfociti di sangue periferico vengono incubati in termostato a 37°C per
60-65 ore.

2. Aggiungere alle colture, contenenti 10 ml di terreno, 0,1 ml di soluzione
di BrdU (la concentrazione finale di BrdU, di FUdR e di Uridina nel
terreno di coltura è rispettivamente 10-4 M, 4x10-7 M e 6x10-6 M).

3. Incubare le colture a 37°C per circa 24 ore e tenere al buio (avvolte da
foglio di alluminio).

4. Aggiungere 0,02 ml di colcemid e incubare per una ulteriore ora.
5. Raccogliere le colture con i metodi usuali e preparare i vetrini. 

C. Colorazione per fluorescenza con Hoechst 33258
(metodica proposta da Latt e coll. 1974) (27)

- Soluzioni

1. Soluzione stock di Hoechst 33258 (150 µg/ml)
Hoechst 33258 l,5 mg
acqua distillata 10 ml

conservare in freezer in vials scure. Questa soluzione può essere utiliz-
zata per qualche mese. 

2. Soluzione di lavoro di Hoechst 33258
soluzione stock Hoechst 33258 0,15 ml
acqua distillata 45 ml

conservare in bottiglia o in jar al buio e in frigorifero a 4°C, questa
soluzione può essere conservata per circa un mese.

3. Soluzione tampone a pH 7,5 (fosfato di sodio 0,2 M) 
fosfato di sodio bibasico (Na2HPO4 ) 2,8 g
acqua distillata 100 ml

questa soluzione può essere conservata a 4°C per 3-4 settimane.
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- Procedimento

1. Colorare i vetrini con la soluzione colorante di Hoechst 33258 (0,5 µg/ml)
al buio per 10 minuti.

2. Lavare in acqua distillata e asciugare all’aria. .
3. Montare il vetrino con coprioggetto in tampone fosfato a pH 7,5.

Osservare poi con un microscopio in fluorescenza a lunghezza d’onda
compresa tra 360 e 400 nm.

D. Colorazione con Giemsa
(metodica proposta da Perry e Wolff nel 1974) (37)

Soluzioni

1. Soluzione stock di Hoechst 33238 (150 µg/ml)
2. Soluzione salina di citrato di sodio 2x (2xSSC)

cloruro di sodio 17,5 g 
citrato di sodio 2 idrato 8,8 g
acqua distillata 1 l

3. Tampone di Sorensen (pH 7)
fosfato di potassio monobasico (KH2PO4) 5,26 g
fosfato di potassio bibasico (Na2HPO4) 8,65 g
acqua distillata 1 1

4. Soluzione di Giemsa (2%)
tampone di Sorensen (pH 7) 49 ml
colorante Giemsa 1 ml

- Procedimento

1. Incubare BrdU (concentrazione finale 10 µm) nel terreno di coltura 24 ore
prima dello scadere delle 72 ore.

2. Mettere alcune gocce di soluzione Hoechst 33258 (150 µg/ml) su ciascun
vetrino, coprire con coprioggetto e lasciare per 10-15 minuti al buio e a
temperatura ambiente

3. Lavare i vetrini in acqua distillata ed asciugare all’aria.
4. Montare sui vetrini un coprioggetto con soluzione 2xSSC (pH 7) ed

esporre agli U.V. ad una distanza dalla sorgente di circa 20-25 cm per 1-2
ore circa (fig. 15).

5. Rimuovere il coprioggetto, lavare il vetrino in acqua distillata ed incubare
in 2xSSC in bagnomaria a 60-65°C per 1-2 ore.

6. Lavare i vetrini in acqua distillata e fare asciugare, all’aria .
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7. Colorare i vetrini in una soluzione fresca di Giemsa al 2% per 15-20
minuti.

E. Colorazione con DAPI
(metodica proposta da Lin e Alfi nel 1976) (31)

- Soluzioni

1. Tampone di McIlveine a pH 7
acido citrico 0,63 g
fosfato di sodio bibasico (Na2HPO4) 6,19 g
acqua distillata 500 ml

2. Soluzione stock DAPI
DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindole) 1 mg.
acqua distillata 5 ml
questa soluzione può essere conservata in freezer per qualche mese in
vials scure.

3. Soluzione DAPI di lavoro
soluzione stock DAPI 50 µl
tampone di McIlvaine (pH 7) 15ml
questa soluzione è preparata fresca prima dell’uso. 

4. Tampone fosfato di sodio a pH 11 (0,2 M)
fosfato di sodio bibasico (Na2HPO4) 2,8 g
acqua distillata 100 ml

- Procedimento

1. Mettere su ciascun vetrino alcune gocce di soluzione DAPI (1 µg/ml) e
coprire con un coprioggetto. Tenere per circa 10 minuti al buio a tempera-
tura ambiente.

2. Togliere il coprioggetto e lavare in acqua distillata, asciugare all’aria. 
3. Coprire il vetrino con un coprioggetto mettendo tra i due il tampone

fosfato di sodio a pH 11 (0,2 M) ed eliminare l’eccesso. Esaminare al
microscopio in fluorescenza con una lunghezza d’onda di eccitazione
compresa tra 360 e 400 nm.
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Figura 15. Caratteristiche della lampada utilizzata per radiare i  preparati
nella colorazione per SCD e SCE.
a) Diagramma dello spettro di assorbimento; b) tipo di lampada utilizzata.
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Evidenziazione degli SCE mediante
anticorpi anti-BrdU

Una prima finalità della nostra ricerca è stata la messa a punto di una
nuova metodica per evidenziare gli SCE mediante l’utilizzo di anticorpi-
anti-BrdU. La tecnica utilizzata deriva da quella proposta per lo studio del
ciclo cellulare in colture di fibroblasti (33), dove gli anticorpi-anti-BrdU si
legano ai filamenti del DNA che hanno incorporato BrdU.

Contrariamente alle tecniche di sovracolorazlone con Giemsa, gli
anticorpi-anti-BrdU, danno una colorazione più intensa dei cromatidi
bisostituiti, rispetto ai monosostituiti con BrdU.

Una seconda finalità è stata di definire con maggiore precisione le regioni
cromosomiche che presentano gli SCE, mediante l’applicazione successiva
delle tecniche di bandeggio QFQ e delle tecniche per evidenziare gli SCE. 

Nello studio dei cromosomi umani i materiali che vengono utilizzati e la
loro scelta, sono condizionati dal tipo di problematica che si vuole affrontare. 

Il materiale più frequentemente usato per l’analisi cromosomica è il san-
gue periferico; con un prelievo di 0,5-1 ml si può allestire la coltura, dalla
quale si ottiene un numero di mitosi sufficiente per studiare il cariotipo
umano. 

I linfociti presenti nel sangue periferico, sono le cellule sulle quali si può
agire per indurre l’attività mitotica in vitro, mediante l’aggiunta al mezzo di
coltura di fitoemoagglutirina (PHA), una sostanza che è capace di trasfor-
mare, in qualche ora, questi elementi cellulari in blasti capaci di una attività
proliferativa.

L’incubazione del sangue nel terreno di coltura, avviene alla temperatura
di 37°C per un periodo di 72 ore. Un’ora prima dello scadere di questo
periodo di incubazione, si aggiunge la colchicina, una sostanza estratta dalla
Colchicum Autumnale, che interferisce nella formazione del fuso mitotico e
blocca la mitosi in metafase.

Dopo centrifugazione, le cellule risospese in soluzione ipotonica (solu-
zione di cloruro di potassio 0,56% o 0,075 M), che favorisce con un effetto
osmotico la separazione dei singoli cromosomi e successivamente la rotture
delle membrane cellulari. Dopo 20 minuti in bagnomaria a 37° C e succes-
siva centrifugazione le cellule vengono quindi fissate con una soluzione di
acido acetico e alcool etilico (al posto dell’alcool etilico si può mettere anche
l’alcool metilico) nelle proporzioni di 1:3 per almeno 30 minuti. Dopo
ulteriori lavaggi in fissativo, vengono preparati i vetrini (stesura e squash),
successivamente si possono eseguire le varie colorazioni.
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Per evidenziare gli SCE abbiamo seguito la metodica messa a punto da
Perry e Wolff (2), che prevede l’aggiunta di BrdU (concentrazione finale 10
µm) in coltura 24 ore prima dello scadere delle 72 ore. 

Il procedimento successivo fino alla stesura dei vetrini è quello usato
normalmente. Numerosi sono i lavori che consigliano di procedere con la
colorazione per gli SCE subito dopo aver preparato i vetrini, noi abbiamo
eseguito questa colorazione anche dopo diversi giorni ottenendo ottimi
risultati.

I vetrini sono messi in Hoechst 33258 (0,5 mg/ml) per 15 minuti. L’azione
di questo colorante sarebbe di legarsi alla BrdU, modificando il successivo
legame con altri coloranti (Giemsa, arancio di acridina).

Si monta con coprioggetto, mettendo sul vetrino qualche goccia di
tampone fosfato a pH 6,8, sigillando per evitare l’evaporazione .

Si mette sotto una lampada ad ultravioletti ad una distanza di circa 10 cm
per un’ora; per evitare il surriscaldamento del vetrino, bisogna raffreddare i
vetrini con aria fredda. 

Si rimuove il coprioggetto e si immerge in una soluzione 2xSSC (NaCl 0,3
M, citrato trisodico 0,03 M) in bagnomaria a 56°C per 20 minuti.

Risulta ora possibile, dopo un lavaggio in acqua corrente, colorare i
vetrini con Giemsa (al 5% in tampone fosfato a pH 6,8) per qualche minuto.
In alternativa si può effettuare una colorazione con coloranti fluorescenti
come l’arancio di acridina per 20 minuti.

Per la definizione delle bande cromosomiche in cui sono avvenuti SCE si
procede nel modo già descritto fino alla stesura dei vetrini, poi si esegue una
metodica di bandeggio in OFQ (84).

Dopo la fotografia dei vetrini, si procede con il processo di scolorazione,
che consiste nel lasciare i vetrini in alcool etilico a 95% per tutta la notte, poi
si applicano le tecniche di colorazione per gli SCE viste precedentemente
(15) (fig. 16).

- Immunofluorescenza con BrdU: metodica proposta

1. Preparazione dei vetrini nel modo descritto precedentemente. 
2. Denaturazione in HCl 4 N per 30 minuti a temperatura ambiente e al

buio. 
3. Disidratazione in etanolo 70-90-100% a -20°C, 5 minuti ogni passaggio. 
4. Asciugare i vetrini aIl’aria.
5. Incubare in camera umida con anticorpo primario per 2 ore a 37°C in

termostato.
6. Fare 3 lavaggi di 5 minuti ciascuno in PBS 1x.
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7. Incubare i vetrini con anticorpo secondario per 1 ora. 
8. Fare 3 lavaggi di 5 minuti ciascuno in PBS 1x. 
9. Disidratazione in etanolo 70-90-100%, ogni passaggio di 5 minuti a

temperatura ambiente.
10. Asciugare i vetrini all’aria.
11.Montare i vetrini con glicerolo-DABCO ed osservare al microscopio in

fluorescenza (360-400 nm).

Figure 16 A e 16 B. Stessa piastra metafasica fotografata in QFQ (a) e succ -
essivamente colorata per SCE con Heoechs 33258 e Giemsa (b).
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Conclusioni

L’utilizzo dell’immunofluorescenza si è dimostrata una tecnica molto vali-
da per evidenziare SCD ed SCE consentendo una buona distinzione fra i cro-
matidi fratelli con livelli di intensità di fluorescenza soddisfacenti (fig. 17).

La migliore differenza di colorazione tra i due cromatidi (monosostituito
e bisostituito) consente di determinare con maggior precisione gli SCE,
anche in quelle zone (regioni terminali o paracentromeriche) in cui si hanno
scambi di piccole porzioni di cromatidio, oppure ancora, dove si verificano
doppi scambi che coinvolgono piccole regioni di cromatidio; queste zone con
altri coloranti a volte risultano di dubbia interpretazione (fig. 18-19).

L’osservazione dei preparati con immunofluorescenza è meno disturbata
da fluorescenze parassite di fondo che degradano l’immagine ottenuta con i
normali fluorocromi. 

Ulteriori vantaggi dati dell’utilizzo di anticorpi-anti- BrdU rispetto l’uti-
lizzo di coloranti fluorescenti è di poter conservare i preparati anche per
diverso tempo (qualche mese a -20°C e al buio), i preparati si conservano
bene e sono anche protetti dal deterioramento causato dall’olio d’immersio-
ne, cosa che molte volte non risparmia nemmeno i vetrini colorati con
Giemsa.

Uno svantaggio del procedimento di immunofluorescenza e dato dal
maggior numero di passaggi richiesti e quindi dal tempo necessario rispetto
alla metodica tradizionale 

La seconda finalità dello studio proposto, è stata di trovare una metodica
che potesse individuare con maggior precisione la banda cromosomica in cui
si è formato l’SCE. Dagli esperimenti condotti è emerso che sarebbe
preferibile eseguire prima il bandeggio cromosomico e poi effettuare la
ricerca degli SCE (fig. 16-20).

Sono state effettuate prove applicando le metodiche di bandeggio GTG o
QFQ poi, dopo scolorazione dei vetrini in alcool etilico (95%), si sono
ricercati gli SCE. L’utilizzo del bandeggio GTG e poi degli SCE non ha dato
risultati soddisfacenti, perché rimangono sempre tracce del bandeggio GTG
che può portare ad errore. Migliori risultati sono stati ottenuti applicando il
bandeggio QFQ, poi la ricerca degli SCE.

La valutazione delle frequenze di SCE rimane ancora oggi un valido
metodo per indagare danni reali o potenziali sul genoma: ogni migliora-
mento dell’evidenziabilità morfologica, come forse può attenersi attraverso
l’impiego di anticorpi contro BrdU potrà risultare utile in futuro.
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Figura 17. Piastra metafasica dopo trattamento con anticorpi-antiBrdU.

Figura 18. Piastra metafasica dopo colorazione per evidenziare gli SCE con
Hoechst e arancio di acridina. Dopo due cicli con incorporazione di BrdU.
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Figura 20. Piastra metafasica dopo colorazione per evidenziare gli SCD,
scolorata e bandeggiata in QFQ. Si possono osservare ancora ben evidenti
gli SCD. Assente il bandeggio.

Figura 19. Piastra metafasica dopo colorazione per evidenziare gli SCE con
Hoechst 33258 e arancio di acridina. Dopo 5 cicli cellulari con
incorporazione di BrdU.
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