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Alta frequenza di micronuclel spontanel
osservati in linfociti di pazienti con scleros sistemica:
risultati preliminari*

The high frequency of spontaneous micronuclel observed in lymphocytes
of systemic sclerosis patients: preliminary results
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SUMMARY

Objective: aim of the study is to assess the presence of spontaneous chromosome damage in patients affected by lim-
ited (ISSc) or diffuse (dSSc) Systemic Serosis, using the micronucleus (MN) assay.

Methods: we evaluated MN frequency in cultured peripheral lymphocytes of 18 SSc and in a group of 20 healthy con-
trols. Patients were also classified as ACA+, Scl 70+, FAN+ according to the presence of the specific anti-nuclear an-
tibodies. We also explored the hypothesis that the extent of cytogenetic alteration might be related to the severity of
the pathological condition and/or to the immunological profile.

Results: compared to controls, the patient group as a whole showed significantly higher MN frequencies (10.8+4.5
vs. 27.8+13.7, p<0.001). No correlation was found between spontaneous chromosome damage and severity of the dis-
ease, being MN frequency 33.1+17.0 and 19.8+2.7 in ISSc and dSSc, respectively. Interestingly, ACA+ subjects dis-
played the highest MN frequency (36.9+ 15.0), as compared to patients with different antibody pattern (Scl70+, FAN+;
19.7£8.2).

Conclusions: our results confirm the presence of chromosomal damage in circulating lymphocytes of SSc patients and

would suggest a key role of antibodies to the centromere in determining the observed cytogenetic anomalies.

INTRODUZIONE

aSclerodermiao Sclerosi Sistemica(ScS) euna

malattia del connettivo caratterizzata da una
progressivafibrosi della cute e degli organi interni
e dalla presenza, nel siero del pazienti, di anticor-
pi antinucleari (ANA) (1). Sulla base dell’ esten-
sione della sclerosi cutanea la ScS s distingue in
unaforma limitata e una diffusa, caratterizzate da
differenze clinico-evolutive e sierologiche (2). Nel-
lamaggior parte dei casi il fenomeno di Raynaud
(FR) rappresentail sintomo d’ esordio della ScS ed
€ spesso caratterizzato dalla presenza di anticorpi
anti-nucleo e/o da specifiche alterazioni capillaro-
scopiche periungueali (FR secondario) (3, 4). Di-
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vers studi hanno rilevato la presenza di elevati li-
velli spontanei od indotti di anomalie citogenetiche
nei linfociti circolanti di pazienti affetti da ScS (5,
6). Per quanto riguarda il FR, invece, le evidenze
circa un aumento di alterazioni alivello cromoso-
mico sono, al momento, ancora piuttosto limitate
(7, 8). Oltre a ritrovamento di un fattore clastoge-
no nel plasma di questi pazienti (9, 10), anche la
presenza di un diverso profilo anticorpal e potreb-
be rendere conto, ameno in parte, delle anomalie
cromosomicherilevate nei linfociti del soggetti con
ScS. Lo scopo del presente lavoro, pertanto, € sta-
to quello di verificare la presenza di danni cromo-
somici spontanei utilizzandoiil test del micronucleo
(MN) in colture di linfociti periferici (11) di sog-
getti affetti da Sclerosi Sistemica (diffusaelimita-
ta). Questa metodica consente la contemporanea
valutazione di eventi di rottura e perdita cromoso-
mica. Infatti, sia frammenti cromosomici privi del
centromero, siacromosomi interi in ritardo migra-
torio durante |’ anafase, non riuscendo ad esserein-
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globati nel due nuclei di nuova formazione, sono
in grado di formare micronuclei. E stata anche va-
lutata I'ipotesi che |” estensione del danno citoge-
netico potesse essere proporzionale allagravitadel-
lamalattia od associato alla presenza di una speci-
fica classe di autoanticorpi.

PAZIENTI E METODI

Sono state studiate le aterazioni cromosomiche di
18 pazienti affetti da Sclerosi Sistemica (17 Fe 1
M, etamedia57.1+10.7 anni), distintain formali-
mitata (9 ScSl) e diffusa (9 dScSd ) secondo i cri-
teri di Le Roy (2). La maattia si presentava piu
grave nei pazienti con forma diffusa essendo pre-
sente un maggior impegno d’ organo (5 interstizio-
patie polmonari di cui 3 complicate daipertensio-
ne polmonare secondaria, 3 aritmie cardiache ven-
tricolari, 1 insufficienzarenal e cronica). Nel grup-
po con forma limitata I’impegno d’ organo era ca-
ratterizzato dall’ esofagopatia in 5 pazienti, da
un’ aritmia cardiaca sopraventricolare in 4; nessu-
no era affetto dafibrosi e/o ipertensione polmona-
re. Ogni paziente € stato poi caratterizato sotto il
profilo anticorpale ed assegnato ad una delle se-
guenti classi in base allapositivita: ACA+ (9 S¢S),
Scl 70+ (5 ScS), ANA+ tipo nucleolare (4 ScS). |
gruppo di controllo eracomposto da 20 soggetti sa-
ni appaiati per sesso (19 F ed 1 M) ed eta (eta me-
dia: 51.3+9.9 anni).

I MN sono masserelle rotondeggianti di cromatina
organizzate come piccoli nuclel accessori visibili
nel citoplasma di cellule interfasiche che hanno
compiuto un ciclo di divisione. Il trattamento del-
le colture con citocalasina B blocca la citodieres
delle cellulein mitos garantendone un facilerico-
noscimento per il classico aspetto binucleato che
esse assumono. Di ogni soggetto campionato ve-
nivano allestite due colture di sangueintero in ter-
reno contenente fitoemoaggl utinina ed incubate a
37°C per 72 ore. Alla44 oraveniva aggiuntalaci-
tocalasinaB. Il recupero delle cellule veniva effet-
tuato in accordo alla metodica classica (12). Per
ogni individuo, lafrequenzadi MN veniva espres-
sa come numero di cellule micronucleate (conte-
nenti 1 o pitt MN) per 1000 linfociti binucleati su
di un totale di 2000 cellule |ette. Differenze nei li-
velli spontanei di MN siatrapazienti e controlli sia
tra soggetti con formaclinica e profilo anticorpale
divers sono state valutate mediante analisi dellava
rianza assumendo come significativi valori di
p<0.05.

Tabella I - Risultati delle analisi di danno cromosomico (test del MN)
in linfociti periferici di soggetti con Sclerosi Sistemica limitata (ScSl)
e diffusa (ScSd).

No. Frequenza MN (%)

soggetti Media+D.S.
Soggetti (ScS) 18 27.8+13.7°
Controlli 20 10.8+4.5
Soggetti ScS| 12 33.1£17.0°
Soggetti ScSd 6 19.8+2.7°
Soggetti ACA+ 9 36.9+15.0°
Soggetti ACA- 9 19.748.2
(Scl70+, FAN+)

“Significativamente differente dal controllo (p<0.001, analisi della va-
rianza).

5 Significativamente differente dal controllo (p<0.001, analisi della va-
rianza).

¢ Significativamente differente dai soggetti ACA- (p<0.005, analisi del-
la varianza).

RISULTATI

Latabellal riportai risultati dell’ analisi citogene-
tica effettuata nel linfociti circolanti dei pazienti e
dei controlli. Lafrequenzamediadi cellule micro-
nucleate rilevata nel gruppo dei pazienti era di
27.8+13.7; tale valore risultava significativamente
piu elevato (p<0.001) rispetto aquello osservato nel
controlli sani (10.8+4.5). | livelli medi spontanei di
MN andavano da 19.8+2.7 a 33.1+17.0 per i pa
zienti affetti, rispettivamente, dallaformadiffusae
limitata; le differrenze osservate rispetto ai valori
dei controlli assumevano significativita stastistica
in tutte e due le forme di malattia considerate
(p < 0.001). Nella parte terminale della tabella |
vengono riportati i valori dei livelli basali di dan-
no cromosomico in rapporto a profilo immunolo-
gico. | soggetti caratterizzati daanticorpi anti-cen-
tromero (ACA+) mostrano una frequenza di MN
di 36.9 + 15.0, significativamente piu elevata
(p < 0.005) rispetto aquellade pazienti con diverso
pattern anticorpale (Scl70+, ANA+nucleolare:
19.7+8.2).

DISCUSSIONE

Il presente lavoro riporta i risultati dell’analisi di
danno cromosomico eseguitasu linfociti coltivati di
sangue periferico di un gruppo di 18 pazienti affetti
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da Slerosi Sistemica. Il livello di aterazioni cro-
mosomiche, espresse come frequenzadi cellule mi-
cronucleate, é risultato, nel complesso, significati-
vamente piu elevato rispetto ai controlli sani. Non
€ stata riscontrata alcuna correlazione, invece, tra
gravitadel quadro clinico dei pazienti affetti da ScS
ed entitadel danno citogenetico spontaneo. Infatti,
i soggetti che presentavano un minor impegno d' or-
gano (ScSl) mostravano, in media, frequenze di
MN piu elevate rispetto ai pazienti per i quali era
stata diagnosticata la forma diffusa, in cui I'impe-
gno d’ organo era presente in modo piu grave e dif-
fuso. Considerando inoltre che quest’ ultimo grup-
po, con impegno clinico pit grave e con minor fre-
guenzadi micronuclei, era anche quello in cui piu
frequentemente venivano impiegati farmaci con po-
tenziale effetto clastogeno (ciclofosfamide, griseo-
fulvina, D-penicillamina), possiamo ragionevol-
mente escludere unarelazione tra terapia farmaco-
logica e danno cromosomico. L'analisi dei dati in
funzione del profilo immunologico indicherebbe
che, sebbene la casistica sia ancora piuttosto limi-
tata, i livelli spontanei piu alti di MN caratterizzi-
no i soggetti con anticorpi anti-centromero.

Il nostro studio confermai risultati di lavori pre-
cedenti su pazienti affetti da ScSnei quali veniva-
no riscontrati elevati livelli di rotture e riarrangia-
menti cromosomici, di aneuploidiao di scambi tra
cromatidi fratelli (13, 14, 15). L’ osservazione di
questo danno cromosomico € stata associata alla
presenza, nel plasmadei pazienti, di un fattore cla-
stogeno. Sono stateidentificate alcune classi di so-
stanzetracui il fattore di necrosi tumorale alfa, di-
verse citochine ed atre molecole ossidanti coin-
volte nella perossidazione lipidica, tutte con pro-
vata attivita clastogena (9, 10). E probabile che

RIASSUNTO

I’induzione del danno cromosomico avvenga tra-
mite la produzione di specie radicaliche dell’ ossi-
geno altamente reattive (16-17). Altri studi hanno
cercato di stabilire quale fosse il ruolo svolto dal
pattern anticorpale nel determinare |’ insorgenza di
anomalie cromosomiche nei pazienti affetti da pa-
tologie autoimmunitarie del connettivo. Jabs et al.
hanno osservato incrementi significativi delle fre-
guenze di aneuploidiain colture di linfociti di pa-
zienti sclerodermici che presentavano anticorpi
contro il centromero (18), mentre pazienti con an-
ticorpi anti-topoisomerasi | mostravano unapreva-
lenza di anomalie cromosomiche dovute ad eventi
clastogeni (6). Al contrario, altri Autori non han-
no trovato differenze significative tra pazienti
ACA+ e ACA- nel livelli spontanei di anomalie
cromosomiche strutturali e numeriche (19). A que-
sto proposito, I’ inattivazione del centromerool’al-
terazione dell’ attivita della topoisomerasi |, enzi-
ma coinvolto nellefasi iniziali dellareplicazione e
riparazione del DNA, da parte delle due classi di
anticorpi, potrebbero infatti causare, rispettiva-
mente, una non corretta migrazione dei cromoso-
mi o laformazione di rotture nell’elica del DNA.
Tuttavia, allo stato attuale delle evidenze speri-
mentali, non é ancorapossibile chiarire seed in che
modo la presenza di determinati classi di anticor-
pi possainteragire con quelle sostanze (fattore cla-
stogeno) la cui presenza nel plasmadei pazienti &
causa di alterazioni cromosomiche. Alla luce di
gueste considerazioni, uninteressante sviluppo del
presente lavoro sarebbe quello di effettuare un’ ana-
lis in fluorescenza dei MN, negli stessi pazienti,
usando una sonda specifica per il centromero di
tutti i cromosomi. In questo modo saremmoin gra-
do di comprendere meglio il meccanismo alla ba-

Scopo dello studio € verificare la presenza di danni cromosomici spontanei, espressi come frequenza di micronuclei
(MN), inlinfociti periferici di 18 pazienti affetti da Sclerosi Sistemica (ScS) nelle sue varianti limitata e diffusa. | pa-
Zienti sono stati suddivisi in soggetti con anticorpi anti-centromero (ACA+), anti-topoisomerasi | (Scl70+) e anti-nu-
cleolo (FAN+ nucleolare). E stata quindi valutatal’ipotesi che |’ estensione del danno citogenetico potesse essere pro-
porzionale alla gravita della malattia €/od associato al pattern anticorpale. | risultati indicano che i pazienti mostrano
una frequenza di MN significativamente maggiore rispetto a quelladei controlli (ScS 27.8+13.7 vs 10.8+4.5). Non e
stata riscontrata alcuna correlazione tra gravita del quadro clinico ed entita del danno citogenetico spontaneo. Un’ ana-
lis dei dati in funzione dello stato anticorpale sembrerebbe indicare come le frequenze di MN maggiori caratterizzi-
no i soggetti ACA+.

Parolechiave: Sclerosi Sistemica, fenomeno di Raynaud, fattori clastogeni, danni cromosomici, micronuclei nei linfo-
citi umani.

Key words: Systemic Sclerosis, Raynaud phenomenon, clastogenic factors, chromosomal breakage, human lymphocy-
te micronuclel.
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sedellaformazionedei MN everificarel’ipotesi di
una associazione tra specifici autoanticorpi e tipo
di danno cromosomico.

In conclusione il presente studio conferma la pre-
senza di elevati livelli di anomalie cromosomiche
osservatein cellule periferiche di soggetti affetti da
Sclerosi Sistemica. Tali alterazioni, pur rappresen-
tandone un pattern ricorrente, non sembrano esse-
re correlate allagravitadel quadro clinico mapiut-
tosto a profilo immunologico. In particolare, gli
anticorpi anti-centromero sembrano giocare un cer-
to ruolo nll’ estensione del danno citogenetico.
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