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LAVORO ORIGINALE

Anomalie cromosomiche, valutate
come frequenza di micronuclei spontanei, in soggetti
con fenomeno di Raynaud sospetto prescleroder mico*

Chromosome aberrations, valued as frequency of spontaneous micronuclei,
in subjects with suspected presclerodermic Raynaud's phenomenon
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SUMMARY

Objective: To evaluate the preval ence of spontaneous chromosome damage in cultured peripheral lymphocytes of sub-
jects with suspected presclerodermic Raynaud’s phenomenon (RP), by means of molecular cytogenetic analysis.
Methods: We studied 20 suspected presclerodermic RP, 20 idiopathic RP and 25 healthy subjects. As marker of chro-
mosome alteration we used the micronucleus assay. All subjects were also classified as ANA-, ACA+ or <l70+. To
identify the mechanism of MN formation, a MN fluorescence in situ hybridisation (FISH) analysis using a pancen-
tromeric DNA probe was also performed.

Results: Suspected presclerodermic RP subjects, showed significantly higher MN frequencies than idiopathic RP and
controls (39+15.2 vs 10£2.1 and 9.8+3.5 respectively p<0.0001). Interestingly, subjects with idiopathic RP displayed
MN freguency comparable to that of controls. Furthermore, ACA+ subjects showed the highest MN frequencies
(4448.1) as compared to subjects with different antibody pattern (26+7.1).

Conclusions: Our results show the presence of higher levels of chromosomal damage in circulating lymphocytes of
suspected presclerodermic RP. They also would suggest a key role of anti-centromere antibody in determining the ob-
served cytogenetic anomalies. FISH analysis indicated that both aneuploidogenic and clastogenic events contribute

to the formation of MN observed in suspected presclerodermic RP.

INTRODUZIONE

n letteratura esistono numerose segnalazioni che

dimostrano la presenza di alterazioni cromoso-
miche (rotture, fenomeni di aneuploidia), sia in-
dotte (radiazioni, farmaci, sostanze tossiche) che
spontanee, in pazienti con Sclerosi sistemica(ScS)
(1-5, 26), mentre per quanto riguarda il fenomeno
di Raynaud (fR), che & spesso una delle manife-
stazioni piu precoci della ScS, esistono a tutt’ og-
gi, anostraconoscenza, solo duelavori (2, 6). Il pri-
mo risalea 1976 allorché Emerit riscontravaun’ a-

*Lavoro premiato al XXXVIII Congresso SR di Padova, 2001

Indirizzo per la corrispondenza:

Dott. Giovanni Porciello

Itituto di Reumatologia Policlinico Le Scotte
viale Bracci 53100 Siena

e-mail: g.porciello@katamail.com

Reumatismo, 2003; 55(1):28-33

tafrequenzadi anomalie cromosomichein 21 sog-
getti con fenomeno di Raynaud, 6 dei quali svi-
lupparono una Sclerosi sistemica dopo cinque an-
ni di follow-up. Il secondo lavoro, di Galeazzi del
1996, riportavai dati di uno studio condotto su una
piccolacasisticadi pazienti affetti dafenomeno di
Raynaud, in cui le aterazioni cromosomiche veni-
vano riscontrate in modo statisticamente significa-
tivo nel gruppo di soggetti con positivita di anti-
corpi antinucleo (fenomeno di Raynaud sospetto
secondario). Entrambi i lavori, eseguiti con meto-
di di analisi classica di tipo citogenetico, come lo
studio del cariotipo su colture di linfociti periferi-
ci, rilevavano sia fenomeni di aneuploidia che di
rottura cromosomica.

Il fenomeno di Raynaud, che spesso precede anche
di diversi anni la comparsa di una Scleros siste-
mica, € generalmente caratterizzato dalla presenza
di auto-anticorpi sierici e alterazioni capillarosco-
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piche periungueali, che lo contraddistinguono dal
fenomeno di Raynaud idiopatico, in cui gli anti-
corpi sono assenti e la capillaroscopia € normale
(7). Inoltre, un fR pud essere verosimilmente con-
siderato sospetto presclerodermico o sospetto se-
condario auna ScS, qualora presenti delle caratte-
ristiche anticorpali (soprattutto anticorpi anti-cen-
tromero e anti-topoisomerasi-1) e capillaroscopi-
che (dilatazioni, megacapillari, aree avascolari) che
sono tipiche della ScS e che quindi raramente si
possono riscontrarein quel fR sospetti secondari ad
altre malattie reumatiche, come I’ artrite reumatoi-
de, la polidermatomiosite, lasindrome di Sjogren,
laconnettivite mista, lacrioglobulinemia mistaetc
(8-13).

I micronuclel sono piccoli nuclei accessori che s
ritrovano nel citoplasma delle cellule che hanno
subito un danno cromosomico, sia spontaneo che
indotto: appaiono morfologicamenteidentici a
nucleo principale ma di dimensioni ridotte e sono
espressione sia di eventi di rottura (meccanismo
clastogeno) che di perdita cromosomica (meccani-
smo aneuploidogeno) (14). Infatti, sia frammenti
cromosomici privi del centromero, sia cromosomi
interi in ritardo migratorio durante I’ anafase, non
riuscendo ad essereinglobati nel due nuclei di nuo-
vaformazione, sono in grado di formare micronu-
clel. Per identificare quale dei due meccanismi, cla
stogeno o aneuploidogeno, sia coinvolto nellafor-
mazione di micronuclei, s pud usare I'analisi Fl-
SH (fluorescence in situ hybridization) con una
sonda a DNA pancentromerico, che riconosce il
centromero di tutti i cromosomi (15, 16); con que-
sta tecnica, se la sonda riconosce nel micronucleo
lapresenzadel centromero vuol dire cheal suoin-
terno s trova un intero cromosoma (meccanismo
aneuploidogeno), in caso contrario vuol dire che
nel micronucleo ¢’ e soltanto un frammmento di es-
S0, espressione di rottura (meccani smo clastogeno).
Sulla base delle suddette considerazioni abbiamo
selezionato, daunacasisticadi 300 fR, 20 fRidio-
patici e 20 fR sospetti presclerodermici. In questi
soggetti e in 25 controlli sani abbiamo valutato la
frequenza di danni cromosomici spontanei suli
linfociti periferici, usando il test del micronucleo e
I"analisi FISH con sondaa DNA pancentromerico.
Scopo del nostro studio & pertanto quello di verifi-
care laprevalenza di danni cromosomici nel grup-
po dei fR presclerodermici confrontandola con
quellariscontrabile nel fR idiopatico e nei controlli
sani e stabilire secondariamente la presenza di
un’ eventual e correl azione tradanni cromosomici e
profilo immunol ogico.

MATERIALI E METODI

Popolazione

Abbiamo valutato i danni cromosomici in 20 sog-
getti, tutte femmine, con fenomeno di Raynaud
sospetto presclerodermico (eta media45+5.2 an-
ni, durata media fR 7+7.5 anni), confrontandoli
con 20 soggetti con fenomeno di Raynaud idio-
patico (1 maschio e 19 femmine, etd media
42+5.4 anni, durata media fR 15+£8.7 anni) e 25
controlli sani (4 maschi e 21 femmine, eta media
48 £6.7 anni).

| fR per essere considerati sospetti prescleroder-
mici dovevano avere la positivita dell’ anticorpo
anticentromero (ACA+) o dell’ antitopoisomera-
si 1 (Scl70+) e presentare alla capillaroscopia pe-
ringueale, eseguita con Videocap 200, una o piu
alterazioni tipiche della ScS quali dilatazioni,
megacapillari o aree avascolari, in assenza pero
di lesioni cutanee o viscerali riferibili alla stessa
ScS. Ovviamente i fR idiopatici ei controlli sa-
ni dovevano presentare la negativita degli anti-
corpi antinucleo e un quadro capillaroscopico
normale e non dovevano operare con sostanze
tossiche, come benzene, toluene, cloruro di vini-
le, etc. Nessuno dei soggetti con fR e dei soggetti
sani assumeva 0 aveva assunto, nei 6 mesi pre-
cedenti lo studio, farmaci potenzial mente clasto-
geni; i soggetti che erano in trattamento farma-
cologico (11 fR presclerodermici e 13 fR idiopa-
tici) assumevano farmaci non clastogeni, come
vasodilatatori e reologici (buflomedil, isdradipi-
na, amlodipina).

In tutti i soggetti dello studio veniva valutatala
funzionalitarenale con il dosaggio della creati-
ninemia, dell’azotemia, dell’uricemia, degli
elettroliti, della clearance della creatinina e
dell’ azoto.

Laricercadegli anticorpi antinucleo (ANA) veni-
va fatta con I'immunofluorescenza indiretta (1Fl)
su cellule HEp-2 (Immuno-Concepts, USA), men-
tre quella degli anti-ENA con la tecnica di immu-
nodiffusione doppia, secondo Outcherlony. Dopo
essere stato caratterizzato sotto il profilo anticor-
pale, ciascun soggetto veniva assegnato ad uno dei
seguenti tre gruppi: ANA-, ACA+, Scl70+. Natu-
ralmente solo i fR sospetti presclerodermici veni-
vano sottoposti ad ulteriori indagini strumentali,
come Rx torace, prove di funzionalita respiratoria
(PFR) con diffusione alveol o-capillare del monos-
sido di carbonio (DLCO), ECG, ecocolordoppler-
cardiografia, ecografiarenae, Rx esofago baritato
e manometria esofagea.
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Sudio citogenetico

Lealterazioni citogenetiche sono state rilevate mi-
surando lafrequenzadi cellule binucleate che pre-
sentavano micronuclei. Con I’intento di compren-
dere i meccanismi alla base dell’ induzione dei mi-
cronuclei e stata realizzata un’analisi in fluore-
scenza, utilizzando una sonda specifica per tutti i
centromeri dei cromosomi umani.

Test del micronucleo

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 citodieresi
delle cellulein mitosi garantendone un facile rico-
noscimento per il classico aspetto binucleato che
esse assumono. Di ogni soggetto campionato ve-
nivano allestite due colture di sangueintero in ter-
reno contenente fitoemoagglutinina ed incubate a
37°C per 72 ore. Alla442oravenivaaggiuntalaci-
tocalasinaB. Il recupero delle cellule veniva effet-
tuato in accordo ala metodica classica (14). Per
ogni individuo, lafrequenzadi MN eraespressaco-
me numero di cellule micronucleate (contenenti 1
0+ MN) per 1000 linfociti binucleati su di un to-
taledi 2000 cellule lette.

Analis FISH

| vetrini contenenti i micronuclei venivano immer-
S per 2 minuti in unasoluzione denaturante al 70%
di formamide (pH 7.0), ad unatemperaturadi cir-
ca72°C, disidratati in unaserie di etanoli freddi e
lasciati asciugare all’aria. La sonda, marcata con
digossigenina (Appligene Oncor), specifica per le
sequenze centromeriche di tutti i cromosomi uma-
ni, veniva denaturata ad una temperaturadi 72 °C
per 5 minuti e distribuita sui vetrini, che venivano
lasciati inincubazionea37 °C all’ interno di unaca-
mera umida per tutta la notte. || giorno seguente,
s lavavano i vetrini due volte a 37 °C per 4 minu-
ti in una soluzione salina composta da sodio clo-
ruro e sodio citrato (2x SSC). Per I'immunofluo-
rescenzasi effettuavano incubazioni sequenziali di
30 minuti ciascuna a 37 °C con anticorpi mono-
clonali anti-digossigenina (ibridi cellulari topo-to-
po, Boheringer Mannheim), anti-topo (sviluppati
nel coniglio), coniugati con la tetrametilrodamina
isotiocianato-TRITC, Sigma), ed anti-coniglio
sempre coniugati con TRITC (Sigma). Gli anti-
corpi venivano ricostituiti in un tampone immuno-
logico costituito dal 5% di non fat dry milk in 4x
SSC. Al termine di ogni incubazione i vetrini ve-

nivano lavati per 2 minuti in una soluzione di 4x
SSC/Tween 20. | vetrini venivano poi disidratati se-
condo le modalitagiaviste e lasciati ad asciugare.
Poiché il fluorocromo TRITC da una colorazione
rossa, il DNA non marcato veniva controcol orato
con il 4,6-diamidino-2-fenilindolo (DAP!), che svi-
luppa una fluorescenza blu.

L’ibridazione realizzata con I’ utilizzo di questa
sonda permette I'identificazione dei meccanismi
alla base dell’induzione dei MN. La presenza in
cellule binucleate di MN privi di segnale rosso
(MN C-) indica che tali micronuclei sono formati
daframmenti acentrici generati in seguito ad even-
ti di rottura cromosomica. Al contrario, MN cen-
tromero positivi (MN C+) sono formati da interi
cromosomi, la cui presenza é il risultato di una
mal segregazione cromosomica avvenuta durante
I’ anafase (15, 16).

Analisi statistica

Differenze nei livelli spontanei di MN tra fR so-
spetti presclerodermici, fR idiopatici e controlli sa-
ni sono state valute mediante analisi della varian-
za assumendo come significativi valori di p<0.05.

RISULTATI

Valutazione clinica, strumentale e sierologica

Un attento esame obiettivo e gli esami strumenta-
li eseguiti nei R sospetti presclerodermici hanno
escluso lapresenzadi qualsiasi alterazione cutanea
(sclerosi, ulcere, teleangectasie, calcinosi, mela-
nodermia, pseudovitiligo) o viscerae (polmonare,
esofagea, cardiaca e renae), riferibile a ScS. La
media del DLCO era dell’ 88% (predetto), mentre
quella della pressione sistolica polmonare di 23
mmHg. Lafunzionalitarenale érisultatanellanor-
ma.in tutti i soggetti dello studio.

Le specificitaanticorpali dei fR sospetti presclero-
dermici erano caratterizzate da 14 positivita per
ACA+ e 6 per Scl70+, mentre il quadro capillaro-
scopico mostrava la presenza di dilatazioni, diffu-
se micro-emorragie ed edema sub-papillare in 16
casi e megacapillari, riduzione di numero e iper-
trofia delle papille in altri 4. Nessuno presentava
aree avascolari malariduzione del numero dei ca-
pillari eramolto evidente e presente soprattutto nei
soggetti Scl70+.

Nessuno dei fR idiopatici e dei controlli sani pre-
sentava anticorpi antinucleo e/o alterazioni capil-
laroscopiche, per cui venivano classificati come
ANA negativi (ANA-).
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Tabella I - Risultati delle analisi di danno cromosomico (test del MN)
nei linfociti periferici di soggetti con fR sospetto presclerodermico,
fR idiopatico e controlli sani.

Nedi | Frequenza di MN (%)

soggetti media£D.S.
fR sospetti presclerodermici | 20 39+15.2°
fR idiopatici 20 102.1°
controlli sani 25 9.8+3.5
fR ACA+ 14 44+8.1°
fR Scl70+ 6 26+7.1¢
fR ANA- 20 10+2.1

*Significativamente differente dai controlli e dai fR idiopatici (p<0.0001).
*Statisticamente non differente dai controlli (p=ns).
cSignificativamente differente dai fR Scl70+(p=0.0002) e dai fR ANA-
(p<0.0001)

“Significativamente differente rispetto ai fR ANA- (p<0.0001)

ACA+: anticorpo anticentromero. Scl70+: anticorpo anti-topoisomerasi 1.
ANA-: assenza di anticorpi anti-nucleo.

Analisi citogenetica

Latabellal riportai risultati dell’analisi citogene-
tica eseguita sui linfociti periferici dei fR sospetti
presclerodermici, dei fR idiopatici e dei controlli
sani. Lafrequenza media di cellule micronucleate
rilevatanel gruppo dei fR sospetti presclerodermi-
Ci e statisticamente piu atarispetto ai fR idiopati-
ci eai controlli sani (39+15.2 vs 10+2.1 €9.8+3.5
rispettivamente, p<0.0001). E molto interessante
notare che i fR idiopatici hanno una frequenza di
micronuclei sovrapponibile ai controlli sani.

In fondo alla tabella sono riportati inoltre i valori
dei livelli basali di danni cromosomici classificati
sullabase del profilo immunologico ACA+, Scl 70+
ANA-. | fR ACA+ mostrano una frequenza di mi-
cronuclel spontanei di 4448.1, significativamente
piul elevatarispetto aquelladel fR Scl 70+ (26+7.1,
p=0.0002), che a loro volta presentano una fre-
guenza di micronuclel significativamente piu ele-
vatadel fR ANA- edi conseguenza anche dei con-
trolli sani (p<0.0001).

Tabella Il - Risultati dell’analisi FISH nei soggetti ACA+ e Scl70+.

N° di soggetti Frequenza

media+SD di MN C+ (%)
ACA+ 14 74.7£11.4
Scl70+ 6 71.8£10.6

*Statisticamente non significativo rispetto ai soggetti Scl70+ (p= ns).
ACA+: anticorpi anti-centromero; Scl70+: anticorpi anti-topoisomerasi 1;
MN C+: presenza del centromero all'interno del micronucleo.

Latabellall riportainfineil risultato dell’ analisi Fl-
SH e indica che non c’e differenza nella percen-
tuale di micronuclei contenenti il segnale per il
centromero (C+MN) trai soggetti ACA+ e Scl70+.

DISCUSSIONE

Il presente lavoro riporta i risultati dell’analis di
danno cromosomico eseguitasu linfociti coltivati di
sangue periferico di un gruppo di 20 fR sospetti
presclerodermici, 20 fR idiopatici e 25 controlli sa-
ni. Il livello di aterazioni cromosomiche, espresso
come frequenza di cellule micronucleate, e risulta-
to significativamente piu elevato nei fR sospetti pre-
sclerodermici e I’analisi dei dati in funzione del
profilo immunologico ha rilevato che, sebbene la
casistica sia ancora limitata, i livelli spontanei piu
alti di micronuclei caratterizzino i soggetti ACA+.
Possiamo escludere in questo studio che i danni
cromosomici siano stati “indotti” da sostanze far-
macologiche €/o tossiche, in quanto nessuno dei
soggetti aveva assunto farmaci potenzialmente cla-
stogeni 0 adoperato sostanze tossiche.

Molti studi condotti sia con metodi di analisi clas-
sicadi tipo citogenetica, come lo studio del cario-
tipo, (1-4) siacon metodi piti moderni chefanno uso
del test del micronucleo e di sonde specifiche a
DNA o microsatelliti (17, 26) confermano |’ esi-
stenza di anomalie cromosomiche nella ScS e nel
fR. Einteressante notare che nello studio dellaEme-
rit 6 fR con evidenti danni cromosomici sviluppa-
vano una ScS dopo 5 anni di follow-up e che, non
essendo stati in precedenza classificati sotto il
profilo immunologico e capillaroscopico, la loro
natura presclerodermica era, in quel caso, proba-
bilmente segnalata solo dall’ ata frequenza di ano-
malie cromosomiche. D’ altronde anche nel lavoro
di Galeazzi |e anomalie cromosomiche venivano ri-
scontrate in modo statisticamente significativo so-
lo nei fR ANA+, anche sein questo studio non era
stataeseguitalacapillaroscopia, per cui i fR non po-
tevano essere considerati, in senso stretto, sospetti
presclerodermici e non sappiamo quindi, in assen-
za di un adeguato follow-up, se la maggior fre-
guenzadi danni cromosomici s riscontrava soprat-
tutto in quei TR a maggior rischio di sviluppo di
una ScS. L'importanza di ricercare i danni cromo-
somici nel fR sospetti presclerodermici risiede nel
fatto che essi sono presenti nella ScSpit chein a-
tre connettiviti (17). Esistono infétti evidenze che
permettono di correlare tali anomalie con la pre-
senzanel siero dei pazienti con ScSdi unfattorecla
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stogeno circolante inferiore ai 10.000 daltons (18).
Tale fattore sarebbe prodotto a seguito di un’au-
mentata produzione di radicdi liberi per un aumento
dei processi ossidativi pittipico dellaScSchedi al-
tre malattie sistemiche del connettivo. L’ aumento
dei processi ossidativi € stato recentemente confer-
mato (19, 20) tramite la dimostrazione che nei pa
Zienti sclerodermici esiste un aumento di anticorpi
circolanti diretti contro lipoproteine ossidate a bas-
sa densita e che il burst respiratorio € alterato so-
prattutto nei pazienti con ScS di recente insorgen-
Za, 0 comunque, con uno stadio iniziale di malattia.
Relativamente al ruolo svolto da certi auto-anti-
corpi specifici di alcuneformedi ScS, quali gli an-
ti-centromero, nel determinare la comparsa di al-
terazioni cromosomiche, il dibattito & ancora aper-
to (17,21, 22, 26). Non échiaro seess sianoingra
do, dasoli, di determinaretali alterazioni ovvero se
gli autoanticorpi rappresentino soltanto I’ epifeno-
meno di un danno cromosomico gia verificatos a
seguito dell’ aumento dell o stress ossidativo. Jabs et
a. (21) hanno osservato incrementi significativi
delle frequenze di aneuploidiain colture di linfo-
citi di pazienti sclerodermici che presentavano an-
ticorpi contro il centromero, mentre pazienti con
anticorpi anti-topoisomerasi 1 mostravano unapre-
valenza di anomalie cromosomiche dovute ad
eventi clastogeni (17) Al contrario, altri Autori non
hanno trovato differenze significative tra pazienti
ACA+ e ACA- nel livelli spontanei di anomalie
cromosomiche strutturali e numeriche (22). A que-
sto proposito, I’ inattivazione del centromerool’al-
terazione dell’ attivita della topoisomerasi 1, enzi-
macoinvolto nellefasi iniziali dellareplicazione e
riparazione del DNA, da parte delle due classi di
anticorpi, potrebbero infatti causare, rispettiva-
mente, una non corretta migrazione del cromoso-
mi (evento aneupl oidogeno) o laformazionedi rot-
ture nell’ elica del DNA (evento clastogeno).

Nel nostro studio attualmente non & possibile spie-
gare per qualeragionelealterazioni cromosomiche
risultino piu frequenti nel fR sospetto presclero-
dermico, rispetto aquelloidiopatico, anchese éra
gionevole pensare che un fR, caratterizzato dalla
presenza di anticorpi anticentromero o antitopoi-
somerasi 1 e specifiche alterazioni capillaroscopi-
che, possa essere soggetto agli stessi eventi clasto-
geni e/o aneuploidogeni (specie radicali dell’ ossi-
geno, TNFa, citochine, anticorpi) tipiche della ScS,
ancor primadi una sua possibile comparsa (23-25).
E probabile quindi che, come nellaScS, divers fat-
tori contribuiscano ala comparsa di danni cromo-
somici nel fR sospetto presclerodermico, come la

presenza dell’ anticorpo anticentromero, che po-
trebbe essere responsabile dei fenomeni di aneu-
ploidiao dell’ antitopoisomerasi 1 e dello stress os-
sidativo, che invece potrebbero essere responsabi-
li dei fenomeni clastogeni. Allaluce di queste con-
siderazioni, abbiamo effettuato un’analisi in fluo-
rescenzadel MN nei fR sospetti presclerodermici,
usando una sonda specifica per il centromero di
tutti i cromosomi. In questo modo abbiamo visto
che entrambi gli eventi clastogeni e aneuploidoge-
ni sono responsabili della formazione dei micro-
nuclei, suggerendo che verosimilmente gli anticor-
pi anticentromero e antitopoisomerasi 1 interagi-
scono con altri fattori, probabilmente lo stress os-
sidativo, nel determinare I’anomalia citogenetica.

In conclusione il presente studio conferma la pre-
senza di elevati livelli di anomalie cromosomiche
nei linfociti periferici di soggetti con fR sospetto
presclerodermico, soprattutto con specificita anti-
corpale ACA+. L'analisi FISH indica che nel mi-
cronuclei si trovano interi cromosomi o frammen-
ti di in uguale misura sia nel soggetti ACA+
che Scl 70+, suggerendo che entrambi gli eventi
clastogeni ed aneupl oidogeni sono responbabili del
danno cromosomico.

Infine se i dati fossero confermati da altri studi e
daun follow-up a5 anni dei fR sospetti presclero-
dermici, si potrebbe ipotizzare un ruolo diagnosti-
co e predittivo del test del micronucleo nei fR. Ta-
le test potrebbe essere aggiunto ad altri gia utiliz-
zati a questo scopo, quali la ricerca appunto degli
autoanticorpi specifici e’ esame capillaroscopico.
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Scopo dello studio: Verificare la presenzadi danni cromosomici nel linfociti periferici di 20 soggetti con fenomeno di
Raynaud (fR) sospetto presclerodermico, confrontandoli con 20 fR idiopatici e 25 controlli sani.

Metodi: | danni cromosomici sono stati valutati con il test del micronucleo (MN) el’analisi FISH con sondaa DNA
pancentromerico.

Risultati e conclusioni: | fR sospetti presclerodermici mostrano unafrequenzadi MN significativamente maggiore ri-
spetto ai fR idiopatici e ai controlli sani. L’analisi dei dati in funzione dello stato anticorpale indica che le frequenze
maggiori di MN caratterizzino i soggetti ACA+. L’analisi FISH suggerisce che entrambi gli eventi clastogeni ed aneu-
ploidogeni sono responsabili dellaformazione dei micronuclei nei fR sospetti presclerodermici.

Parolechiave- Sclerosi Sistemica, fenomeno di Raynaud, fattori clastogeni, danni cromosomici, micronuclei nei linfo-
citi umani.
Key words - Systemic sclerosis, Raynaud’ s phenomenon, chromosomal breakage, micronucleus assay.
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