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Introduzione

Lo sviluppo tecnologico della nostra società procede di pari passo con una
serie di possibili rischi che potrebbero recare danno alla popolazione. Ciò
è esempli�cato dall'impiego della radiazione ionizzante in svariati campi.
La cronaca degli ultimi decenni ha visto veri�carsi incidenti presso centra-
li nucleari a causa dei quali anche individui non professionalmente esposti
sono stati interessati da dosi di radiazione non trascurabili. Similmente, la
possibilità di attacchi terroristici su larga scala che impieghino ordigni esplo-
sivi convenzionali per disperdere nell'atmosfera materiali radioattivi (dirty
bombs) è tuttora considerata una minaccia realistica dalle agenzie di sicu-
rezza di molti Paesi. In�ne, pazienti di radioterapia potrebbero incorrere in
sovraesposizioni per errati piani di trattamento. In tutti questi casi, le perso-
ne esposte non avrebbero con sé dosimetri in grado di misurare e registrare la
dose realmente assorbita: pertanto, rappresenta un interesse primario riusci-
re ad analizzare in maniera e�ciente e veloce tutti gli individui che ritengono
di essere stati esposti, in maniera tale da poterli indirizzare verso le cure me-
diche adeguate. Una valida alternativa alla mancanza di una dosimetria
�sica è rappresentata dalla cosiddetta dosimetria biologica.

È noto che la radiazione ionizzante provoca dei danni al DNA ed il ti-
po e la distribuzione spaziale delle lesioni riportate dipende dalla qualità ed
intensità della radiazione. In particolare, la quantità di danno radioindot-
to può essere tipicamente espressa come una funzione crescente della dose
assorbita. La biodosimetria sfrutta l'esistenza di tali curve dose-e�etto per-
mettendo di risalire retrospettivamente alla dose assorbita la cui stima è
possibile misurando speci�ci indicatori di danno.

Tra i danni radioindotti al DNA più comunemente usati in biodosimetria
per la relativa facilità di individuazione e per l'estesa caratterizzazione che ne
è stata fatta negli anni ci sono le cosiddette aberrazioni cromosomiche ovvero
le anomalie in numero e/o struttura dei cromosomi. La radiazione ionizzante
infatti è in grado di provocare una o più rotture della doppia elica del DNA
(double-strand breaks o DSB), per il cui riparo esistono diversi meccanismi
intracellulari. Errori in tali processi risultano in alterazioni nella struttura
originaria che possono essere visualizzati quando il DNA si compatta sotto
forma di cromosomi durante la fase del ciclo che prelude alla divisione cellu-
lare, ossia la metafase, e che si presentano come riarrangementi di �pezzi� di
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cromosomi.
Di tutte le possibili con�gurazioni cui le aberrazioni cromosomiche pos-

sono dare origine, so�ermeremo il nostro interesse sul dicentrico, ovvero un
cromosoma dotato di due centromeri. Si è scelto il dicentrico perché stori-
camente ha rappresentato il primo biomarcatore di utilità in biodosimetria
essendo facilmente individuabile al microscopio tramite un'opportuna colo-
razione in quanto dotato di una struttura caratteristica e richiedendo una
metodica relativamente semplice ed economica.

Il saggio del dicentrico (DCA o DiCentric Assay), però, nonostante sia
considerato il gold standard in ambito biodosimetrico, presenta delle tempi-
stiche piuttosto lente: per analizzare 50 metafasi manualmente si impiegano
mediamente 60 minuti [1]. Per avere una stima che sia statisticamente ri-
levante è necessario analizzare almeno 500 metafasi [2]. L'esigenza di avere
risposte su segmenti ampi di popolazione in tempi rapidi ha spinto lo svilup-
po dell'automazione nel campo della biodosimetria, e, più in generale, nei
software dedicati al riconoscimento ed alla quanti�cazione di marcatori di
danno radioindotto. Il Laboratorio di Bio�sica delle Radiazioni del Dipar-
timento di Fisica �E. Pancini� dell'Università di Napoli Federico II ha una
pregressa esperienza nel campo della ricerca in questo ambito e si è da tempo
dotato di una workstation dedicata alla rivelazione e quanti�cazione di di-
versi indicatori di danno citogenetico radioindotto. Recentemente, ha infatti
acquisito anche uno speci�co software dedicato alla rivelazione dei dicentri-
ci. Tali software sono prodotti sulla base di generiche indicazioni desunte
dalla letteratura esistente e non possono essere utilizzati tout court per una
qualsiasi linea cellulare e/o metodica sperimentale.

Questo lavoro di tesi triennale è stato quindi volto alla veri�ca dell'accu-
ratezza nella capacità di tale software nel rivelare e conteggiare i dicentrici
presenti i cellule irraggiate in vitro con raggi X.

Il software adoperato, Metafer (v. 4 , Metasystems, Germania), permet-
te di e�ettuare una scansione di un vetrino in pochi minuti: le posizioni
delle metafasi riconosciute vengono memorizzate e quindi si procede ad una
scansione ad alto ingrandimento durante la quale il programma enumera i
dicentrici trovati. La bontà del programma dipende dal numero di falsi posi-
tivi (dicentrici riconosciuti erroneamente come tali) e falsi negativi (dicentrici
non rilevati) registrati.

Nel primo capitolo sono descritte le principali aberrazioni cromosomiche
e le tecniche �nora sviluppate atte alla loro individuazione. Inoltre, si è
discusso dell'andamento delle curve dose-risposta.

Nel secondo capitolo è esposta la procedura sperimentale adoperata,
quindi com'è stata preparata la coltura cellulare da irraggiare e lo strumento
di cui ci si è avvalsi per analizzarla, il software Metafer v. 4.

Nel terzo capitolo in�ne sono presentati i risultati forniti dal software
confrontandoli con quelli ottenuti da un riesame dei piani metafasici svolto
dall'operatore.



Capitolo 1

Biodosimetria e principali saggi

La biodosimetria è una tecnica bio�sica che si pre�gge di stimare la dose
di radiazione assorbita da un individuo valutando speci�ci e�etti biologici
radioindotti e sfruttando il fatto che esiste una relazione funzionale tra questi
e la dose (curva dose-e�etto).

Esiste una di�erenza tra dose �sicamente assorbita e dose biologicamente
rilevante: non tutta l'energia depositata in un volume (ad esempio una cel-
lula) produce un e�etto biologicamente signi�cativo in quanto una frazione
di tale energia può essere trasportata al di fuori del volume di interesse (ad
esempio da elettroni secondari veloci) mentre il danno inizialmente indotto
all'interno della parte �sensibile� della cellula può essere rimosso enzimatica-
mente dai meccanismi di riparo intracellulari. Il danno residuo è quindi una
misura della dose biologicamente rilevante.

Secondo il paradigma dell'azione biologica della radiazione ionizzante, il
DNA è il bersaglio per eccellenza in quanto unica macromolecola depositaria
dell'informazione genetica. Esistono molteplici tipi di danno al DNA radioin-
dotto: alterazioni delle basi, formazione di cross-link, rotture del singolo e
del doppio �lamento, e diverse tecniche per rivelarli e quanti�carli.

Figura 1.1: Possibili e�etti della radiazione sul DNA.
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CAPITOLO 1. BIODOSIMETRIA E PRINCIPALI SAGGI 4

Poiché è possibile determinare curve dose-e�etto per la maggior parte
di tali lesioni, una strategia conveniente per stimare la dose biologicamente
e�cace, essa stessa legata alla dose �sica assorbita, consiste nel misurare la
frequenza di opportuni biomarcatori al variare della dose. La curva dose-
e�etto così costruita rappresenta una sorta di curva di calibrazione, rispetto
alla quale la frequenza misurata di danno da campioni esposti ad una dose
incognita fornisce quindi una stima della dose che lo ha causato. È questo,
in estrema sintesi, il razionale che sottende la tecnica radiobio�sica della
biodosimetria.

In biodosimetria esistono numerose tecniche, ognuna delle quali si basa
sullo studio di uno speci�co biomarcatore. Nell'ambito della nostra tratta-
zione ci occuperemo di analizzare le aberrazioni cromosomiche come biomar-
catori di interesse, con focus su un tipo speci�co di aberrazione, il dicentrico.

1.1 Aberrazioni cromosomiche

Una radiazione ionizzante è in grado di provocare due o più rotture del dop-
pio �lamento. I meccanismi di riparo intervengono per ripristinare l'integrità
del DNA. Tuttavia, errori nei processi di legame delle porzioni �rotte� posso-
no veri�carsi e diventano visualizzabili quando la cellula si trova in metafase
ossia quando il DNA si compatta e suddivide in cromosomi: si de�niscono
quindi aberrazioni cromosomiche strutturali le alterazioni nella struttura dei
singoli cromosomi. Queste possono a loro volta provocare la perdita o altera-
zione di parte dell'informazione genetica contenuta nella sequenza modi�cata
che possono essere trasmesse alla progenie della cellula che le contiene e poi
manifestarsi a tempi successivi all'irraggiamento (e�etti tardivi), oppure le
aberrazioni cromosomiche possono impedire la divisione cellulare causando
la morte della cellula che le contiene (e�etti acuti). È chiaro come le aberra-
zioni trasmissibili siano anche �stabili� ossia durature nel tempo, al contrario
di quelle che provocando la morte della cellula alla prima divisone post-
irraggiamento vengono eliminate dalla popolazione cellulare esposta e sono
pertanto classi�cate come �instabili�. Come è facile intuire, se la ricostruzione
retrospettiva della dose tramite biodosimetria si riferisce a presunte esposi-
zioni lontane nel tempo, le aberrazioni utili saranno quelle stabili, mentre le
aberrazioni instabili possono essere usate per esposizioni recenti [3].
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Figura 1.2: Percentuale di dicentrici e traslocazioni in funzione del tempo.

In base al numero di rotture distinguiamo due principali tipi di scambi:
semplici e complessi. Uno scambio semplice coinvolge al più due cromosomi
e si origina da due rotture, si parla invece di scambio complesso quando il
numero di rotture è pari o superiore a tre.

Gli scambi semplici sono a loro volta distinti in due categorie: interscambi
quando lo scambio avviene tra due cromosomi distinti, intrascambi quando
lo scambio avviene tra cromatidi di uno stesso cromosoma.

I fondamentali scambi semplici sono:

• Le traslocazioni, ovvero quando un frammento acentrico (cioè privo di
centromero) di un cromosoma si ricombina con un frammento centrico
di un altro cromosoma;

• I dicentrici se la ricombinazione avviene tra due frammenti centrici ed
i rispettivi frammenti acentrici come visibile in Fig. 1.3 (a);

• Gli anelli che invece sono delle particolari aberrazioni cromosomiche
causate da una rottura su entrambi i bracci di uno stesso cromosoma
ed il conseguente ricongiungimento delle estremità. Oltre all'anello si
originerà anche un frammento acentrico formatosi per ricombinazione
dei due frammenti acentrici come si può osservare in Fig. 1.3 (b).

Le traslocazioni sono un classico esempio di aberrazioni stabili poiché
la struttura dei cromosomi anche se invertita è integra e pertanto la cellula
madre non riscontrerà problemi nel corso della divisione cellulare.
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Figura 1.3: In (a) è indicato un dicentrico, facilmente individuabile al micro-
scopio ottico poiché dotato di una caratteristica forma "a caramella". In (b)
si può invece osservare un cromosoma ad anello ed il frammento acentrico
che si origina insieme ad esso. [2]

Questo signi�ca che anche numerosi anni dopo essere stati esposti ad
una radiazione ionizzante si potrebbe ancora osservare la presenza di una
traslocazione nel cariotipo.

I dicentrici e gli anelli sono invece aberrazioni instabili in quanto la mor-
fologia del cromosoma viene compromessa e l'alterazione strutturale subita
dal cromosoma comporta numerose problematiche durante la fase di divisio-
ne cellulare. È infatti noto che il fuso mitotico al momento della divisione
si lega al cinetocoro, che è una struttura proteica associata al centromero.
Ne consegue che i frammenti acentrici andranno irrimediabilmente perduti
durante questa fase del ciclo cellulare in quanto privi di centromero. Nel
caso del dicentrico invece ci sono due centromeri appartenenti ad uno stes-
so cromosoma e a secondo dell'orientazione che questo assume rispetto al
fuso mitotico (perpendicolare o parallela) possono veri�carsi fenomeni dif-
ferenti, ma entrambi implicanti una perdita dell'informazione genetica, ed
eventualmente la morte della cellula. Quest'ultima ha maggiori probabili-
tà di veri�carsi se il dicentrico si dispone parallelamente al fuso mitotico
in quanto impedirà la segregazione dei due cromosomi di cui è composto
bloccando meccanicamente la divisione cellulare (catastrofe mitotica).

Le aberrazioni instabili dunque possono essere eliminate già alla prima
divisione cellulare, ed in generale sono in grado di trasmettersi per pochi cicli
cellulari prima che la cellula che li ha ereditati muoia tentando di dividersi.
Da ciò si può concludere che è piuttosto improbabile riscontrare la presenza di
un dicentrico a seguito di un'esposizione avvenuta molto indietro nel tempo.



CAPITOLO 1. BIODOSIMETRIA E PRINCIPALI SAGGI 7

1.2 Tecniche di analisi delle aberrazioni cromoso-

miche

Come accennato sopra, al �ne di individuare correttamente le aberrazioni
contenute nel cariotipo è necessario che il DNA si trovi sotto forma di cro-
mosomi, dunque in cellule che si trovino nella fase del ciclo cellulare nota
come metafase. Questa rappresenta solo una minima frazione della vita me-
dia di una cellula umana (la metafase dura 1-2 h sulle circa 24 h di durata del
ciclo cellulare). Per tale motivo si adopera un agente chimico di nome deme-
colcine (commercializzato come colcemid) il cui scopo è quello di bloccare le
cellule che già si trovano in metafase e quelle che vi entrano. In questo modo
è possibile aumentare il numero di metafasi e quindi di piastre cromosomiche
analizzabili. A secondo della linea cellulare che si utilizza vanno ottimizzati
i protocolli per quanto concerne la concentrazione di utilizzo di tale sostanza
ed il tempo in cui la si lascia agire.

Solitamente, in biodosimetria si analizzano le aberrazioni cromosomiche
radioindotte in linfociti del sangue periferico. Il motivo è duplice: la maggior
parte di queste cellule non si riproduce per molti anni nel corso della vita di
un individuo, ovvero permangono nella fase del ciclo cellulare detta G0. Que-
sto signi�ca che anche se esposte ad una radiazione molto indietro nel tempo
il loro DNA conserva �memoria� dell'esposizione in quanto il danno indotto
al momento dell'esposizione non è stato espresso e quindi ciò le rende il per-
fetto candidato per un saggio biodosimetrico. È infatti possibile stimolare le
cellule a duplicarsi in vitro grazie ad un agente mitogeno, la �toemoaggluti-
nina, in modo tale da poter osservare le metafasi. Inoltre, essendo i linfociti
circolanti in tutto il corpo meglio si prestano alla ricostruzione dosimetrica
di eventuali esposizioni a corpo intero o nel caso in cui non si sia certi di
quale parte del corpo è stata irraggiata.

1.2.1 Ibridizzazione In Situ con Fluorescenza (FISH)

Le traslocazioni sono aberrazioni stabili e simmetriche. La stabilità, come
abbiamo evidenziato in precedenza, permette a queste aberrazioni di tra-
smettersi, in linea di principio, senza di�coltà dalla cellula madre alle cellule
�glie e ciò rappresenta un vantaggio nel caso in cui sia passato molto tempo
dall'esposizione alla radiazione. La simmetria invece è uno svantaggio per
quanto concerne l'individuazione di tali aberrazioni poiché non avendo subìto
modi�cazioni a livello morfologico risulta impossibile determinare la presen-
za di una traslocazione adoperando una colorazione aspeci�ca del cariotipo
come quella mostrata in Fig. 1.3 e che funziona bene per la rivelazione dei
dicentrici.

Per ovviare a tale problema è stata ideata la FISH (Fluorescence in Situ
Hybridization), una tecnica che permette di rivelare e localizzare la presenza
di speci�che sequenze di DNA nei cromosomi tramite l'utilizzo di opportune
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sonde a �uorescenza. Le sonde sono costruite in maniera tale da legarsi per
complementarità alle coppie di basi contenute in caratteristiche regioni del
DNA.

Al �ne di individuare le traslocazioni si adoperano delle sonde speci�che,
ovvero dotate di omologia per un intero cromosoma. In questo modo è
possibile visualizzare senza ambiguità le coppie di cromosomi omologhi.

Un modo di procedere consiste nell' utilizzare due sonde speci�che per
due diverse coppie di cromosomi omologhi, ad esempio per i cromosomi 1 e
2, mentre il resto del cariotipo viene colorato tramite una sonda aspeci�ca.
Così facendo si può determinare se è avvenuta una traslocazione tra le coppie
1 e 2 o tra queste e tutte le altre coppie di cromosomi restanti.

Figura 1.4: Confronto tra un cariotipo normale e di uno dotato di una
traslocazione mediante FISH

Attraverso l'utilizzo di sonde �uorescenti si è anche in grado di visualiz-
zare l'intero cariotipo d'interesse, con una tecnica detta mFISH (multicolor
FISH). Nonostante si possa associare un singolo �uoroforo soltanto a 5 coppie
di cromosomi, è possibile per combinazione di tali �uorofori dare un pattern
caratteristico di ibridazione a ciascuna coppia di omologhi. In questo modo
possiamo stabilire con accuratezza tra quali coppie di cromosomi è avvenuto
uno scambio semplice.

Evidenziando ogni coppia di omologhi possiamo anche determinare in ma-
niera molto accurata gli scambi complessi e determinare tra quali cromosomi
avvengono [4].

L'uso limitato di questa tecnica è dovuto al costo piuttosto elevato e
alle lunghe tempistiche richieste dalla procedura. È comunque preferibile
adoperarla in caso di esposizioni avvenute molto tempo prima dell'analisi.
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Figura 1.5: Traslocazione avvenuta tra i cromosomi 3 e 7 evidenziata tramite
mFISH

1.2.2 Saggio del dicentrico

Il dicentrico è un'aberrazione instabile ed asimmetrica. L'instabilità è dovuta
proprio all'asimmetria di tale aberrazione che può provocare problemi alla
cellula in fase di duplicazione, pertanto un dicentrico sarà eliminato, se non al
primo, dopo pochi cicli cellulari. Si può dunque concludere che un'analisi dei
dicentrici è utile se e�ettuata poco tempo dopo l'esposizione alla radiazione.

Essendo dotati di una forma peculiare, i dicentrici possono essere visua-
lizzati attraverso una semplice colorazione, per esempio quella con Giemsa.
Poiché tale tecnica è relativamente economica, richiede un semplice micro-
scopio in campo chiaro ed in generale presenta tempi più brevi di FISH, è
stato il saggio che storicamente ha trovato la maggior applicazione in biodo-
simetria. Inoltre il dicentrico presenta una scarsa incidenza spontanea (circa
0.5-2 per 1000 cellule) ed esistono pochi fattori in grado di provocarne un
aumento. Una bassa incidenza spontanea è importante laddove si cerchi di
monitorare esposizioni a dosi molto basse. I risultati ottenuti tramite questa
tecnica sia in vivo che in vitro presentano una buona corrispondenza [5].

Alcuni studi hanno anche mostrato che tale tecnica fornisce buoni ri-
sultati non solo per quanto concerne l'esposizione totale, ma anche per le
esposizioni parziali [6].

Nonostante ciò un'analisi di questo tipo presenta delle limitazioni se la
dose assorbita è inferiore ai 1 Gy; infatti anche se si tenta di migliorare
l'accordo tra le curve di dose-frequenza di dicentrici considerando l'età dei
soggetti, non si riesce ugualmente ad ottenere un accordo ottimale [7].
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Il saggio del dicentrico è già stato impiegato con successo per monitorare
gli individui coinvolti in incidenti su larga scala come quello della centrale
nucleare di Fukushima Dai-ichi [8].

Figura 1.6: In a) si osserva un cariotipo normale mentre in b) un cariotipo
che presenta un dicentrico (DC), entrambe le immagini sono state ottenute
mediante colorazione Giemsa.

1.3 Curve dose-risposta

L'induzione di danno citogenetico è funzione della dose assorbita. Ciò, come
detto, è alla base della biodosimetria. La costruzione di curve dose-risposta in
laboratorio è pertanto un passaggio fondamentale. La dipendenza funzionale
dell'incidenza di biomarcatori quali i dicentrici è in�uenzata da diversi fattori
�sici, il più importante dei quali è il trasferimento lineare di energia (LET),
de�nito come la quantità di energia trasferita da una radiazione ionizzante
ad un materiale per unità di lunghezza lungo la traccia (espresso tipicamente
in keV/micron). Esso pertanto caratterizza le particelle cariche e de�nisce la
qualità della radiazione. Si osserva che gli e�etti biologici provocati di�eri-
scono in base al LET, con la radiazione ad alto LET (dai 20-30 keV/micron
in su) mediamente più e�cace di quella a basso LET (essenzialmente fotoni)
a parità di dose.

Per radiazioni a basso LET si è osservato sperimentalmente che la curva
dose-risposta per la frequenza misurata di aberrazioni cromosomiche presen-
ta un andamento lineare-quadratico, del tipo:

Y = Y0 + αD + βD2 (1.1)

Dove Y rappresenta la frequenza delle aberrazioni, Y0 indica un possibile
livello di aberrazioni cromosomiche preesistenti (spontanee), D la dose, ed
in�ne i coe�cienti α e β sono legati alla qualità della radiazione ed al rate
della dose.
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Per le radiazioni ad alto LET l'andamento della curva dose-risposta di-
venta lineare. La pendenza della curva è più ripida per le radiazioni ad alto
LET mentre il coe�ciente quadratico diminuisce per quelle a basso LET.

Figura 1.7: Curva dose/risposta per il saggio dei dicentrici ottenuti tramite
irraggiamento con raggi X a basso LET[9]

Avere una buona curva di calibrazione sperimentale è indispensabile per
riuscire a stimare la dose assorbita da un soggetto. La frequenza di dicentrici
per cellula a parità di radiazione è simile per esperimenti e�ettuati sia in
vitro che in vivo, il che rappresenta uno dei motivi fondamentali per cui il
saggio dei dicentrici è una delle tecniche ancora più di�usamente adoperate
in biodosimetria [5].



Capitolo 2

Procedura sperimentale

2.1 Descrizione breve e �nalità dell'esperimento

Lo scopo di questa tesi è validare un modulo del software Metafer 4 (Metasy-
stems, Germania) per la rivelazione ed il conteggio dei dicentrici radioindotti.
L'introduzione dell'automazione nella scansione di vetrini per preparati ci-
togenetici è stata favorita dall'esigenza di ricorrere a metodologie più veloci
ed e�cienti per monitorare la popolazione esposta nel caso in cui si veri�-
casse un incidente su larga scala implicante un rilascio di dose di radiazione
ionizzante.

In questi casi, la IAEA (International Atomic Energy Agency) consiglia
di e�ettuare un'analisi manuale di almeno 50 metafasi per evidenziare l'even-
tuale presenza di dicentrici. Uno studio compiuto su 46 individui coinvolti
in un incidente presso Dakar (Senegal) ha però mostrato che se si e�ettua
un confronto dei risultati ottenuti analizzando 50 metafasi rispetto alle 500
necessarie per una statistica più robusta c'è il 50% di errata classi�cazione
della categoria di rischio del soggetto, ovvero per 23 su 46 individui l'analisi
di soltanto 50 metafasi ha fornito una sottostima della dose assorbita [10].

Si comprende altresì come non solo le tempistiche ma anche la preci-
sione della stima e�ettuata sia un prerequisito fondamentale che deve essere
veri�cato nel caso dell'automatizzazione del processo di scoring di un vetrino.

Per poter testare l'a�dabilità del software si è dunque proceduto all'ir-
raggiamento con dosi note di un campione cellulare presso il Laboratorio di
Bio�sica delle radiazioni, che si è negli anni dotato di una workstation atta
all'identi�cazione semi-automatica di vari biomarcatori di danno citogenetico
radioindotto, basata appunto sull'impiego della piattaforma Metafer. Nel-
l'ambito di questo lavoro di tesi è stata adoperata la linea cellulare MCF-10
(cellule epiteliali mammarie immortalizzate).

Per l'analisi dei campioni cellulari irraggiati si è adoperato il modulo
DCScore del software Metafer 4 per il conteggio dei dicentrici. Le immagini
delle metafasi acquisite dal programma sono poi stati rianalizzati manual-

12
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mente per valutare prima l'e�cienza di riconoscimento delle metafasi stesse
e poi la presenza di eventuali falsi positivi (FP) o falsi negativi (FN). Le dosi
somministrate sono state pari a 2.5 e 5 Gy. Campioni non irraggiati (0 Gy)
sono stati usati come controllo.

2.2 Preparazione dei campioni, irraggiamento e trat-

tamento post-irraggiamento

2.2.1 La coltura cellulare

La prima procedura e�ettuata è stata lo scongelamento della linea cellulare
MCF-10, questa infatti era conservata in azoto liquido all'interno di apposi-
te ampolle di plastica. Lo scongelamento deve avvenire in maniera rapida,
quindi il contenitore delle cellule viene immerso direttamente in acqua alla
temperatura di 37◦C. Una volta scongelate, le cellule devono essere centri-
fugate in modo da rimuovere dal terreno eventuali residui di DMSO (dime-
tilsolfossido), un agente crioprotettore ma tossico per le cellule se lasciato
agire a temperatura ambiente. Le cellule vengono quindi trasferite in appo-
siti supporti per la crescita (tissue culture �asks) mantenute in incubatore
alla temperatura di 37◦C in un'atmosfera con CO al 5%.

Una volta raggiunto un numero su�ciente per la preparazione dei campio-
ni da essere irraggiati, le cellule sono staccate, contate e diluite trasferendole
in altre �asche preparate ad una densità di 105 cellule/�asca (super�cie di
crescita pari a 25 cm2) ed irraggiate dopo circa 48 h.

2.2.2 Irraggiamento

Sono state irraggiate 2 �asche per ciascuna dose utilizzando l'apparecchio
radiogeno Stabilipan 2 della Siemens in dotazione ai Laboratori di Bio�sica
delle Radiazioni, con un rateo di dose di circa 1.3 Gy/min. Le dimensioni
delle �asche consentivano infatti l'irraggiamento simultaneo di due campioni
entro un campo in cui la dose è uniforme al 5%.

2.2.3 Raccolta delle metafasi (harvest)

I processi di riparazione intracellulare si espletano entro le prime 24 h dall'e-
sposizione. Pertanto, per evidenziare alterazioni radioindotte a livello cromo-
somico quali i dicentrici, i campioni irraggiati sono stati processati il giorno
dopo l'irraggiamento. Poiché il saggio dei dicentrici si basa sull'analisi di
queste alterazioni in cellule metafasiche, e dal momento che la metafase è
una frazione piuttosto esigua del ciclo cellulare, un problema è rappresenta-
to dall'avere un numero su�ciente di cellule in metafase quando si procede
all'estrazione dei cromosomi (raccolta o harvest) ed alla preparazione dei ve-
trini per l'analisi citogenetica. I protocolli classici prevedono l'impiego della
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demecolcine (uno dei nomi con cui è commercializzata essendo cui nome Col-
cemid), una sostanza che impedisce alle cellule che si trovano in metafase di
dividersi e che arresta quelle che entrano in questa fase. Da prove preliminari
condotte in laboratorio si è visto che per questa linea cellulare la maggiore
resa (yield) di metafasi si ottiene usando una concentrazione di 2 µg/ml per
4 h.

Le cellule sono quindi state staccate dal sostrato di crescita e sottoposte
alla procedura per l'estrazione cromosomica. Questa prevede il trattamento
mediante una soluzione ipotonica di cloruro di potassio che viene lasciata
agire per circa 25 min a 37◦C. Segue il �ssaggio del campione che viene
realizzato usando una miscela 3:1 metanolo/ acido acetico glaciale detta
Carnoy's per 30 min ponendo le provette contenente i campioni in ghiaccio.
A questo punto il preparato è pronto per essere messo su vetrino (squash)
adoperando un contagocce. La parte restante del campione è conservato
freezer nel caso in cui fosse necessario produrre dei nuovi vetrini.

2.2.4 Colorazione

I vetrini così preparati, lasciati asciugare per almeno 24h, sono sottoposti
poi a colorazione mediante un colorante aspeci�co detto Giemsa.

La procedura di colorazione prevede l'utilizzo di una coupling jar in cui
si sistemano i vetrini cui si aggiunge quindi una quantità di Giemsa in con-
centrazione 10x tale da ricoprire interamente i vetrini lasciandola agire per
30 min. I vetrini vengono quindi rimossi dalla coupling jar e sciacquati con
abbondante acqua distillata. Una volta asciugatisi (circa 24h), i vetrini sono
pronti per essere analizzati al microscopio.

2.3 Il software Metafer v. 4

Metafer v. 4 è una piattaforma di scansione che permette numerosissime
applicazioni, che vanno dalla microbiologia alle scienze forensi. Oltre alla
trasversalità delle sue applicazioni, un punto di forza di tale software risiede
nella sua �essibilità; esso infatti è in grado di ottimizzare la procedura di
scansione ed acquisizione in base alle tipologie dei campioni da analizzare
tramite opportuni classi�catori.

Nell'ambito di questo elaborato di tesi ci si è so�ermati sulle funzionalità
per la diagnostica citogenetica ed in particolare sulle aberrazioni cromoso-
miche strutturali note come dicentrici.

La piattaforma infatti possiede due moduli ad hoc pensati per questo
tipo di saggio: Msearch che permette l'acquisizione delle piastre metafasi-
che (o piani metafasici) e DCScore che rianalizza tali metafasi evidenziando
l'eventuale presenza di dicentrici.
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2.3.1 Il modulo Msearch

Il modulo Msearch fornito dalla Metafer (v. 4) permette di acquisire i piani
metafasici lungo tutto il vetrino (o una sua regione a seconda delle esigenze
speci�che) tramite una scansione a basso ingrandimento (con un obbiettivo
10x).

Prima di cominciare con la scansione vera e propria è necessario impo-
stare:

• il nome con cui si vuole memorizzare il set di scansione;

• il modulo che si vuole adoperare, nel nostro caso Msearch;

• il classi�catore d'interesse per il particolare tipo di analisi che si deve
andare a svolgere;

• il numero massimo di metafasi da individuare;

• in quale zona del vetrino si vuole far avvenire la scansione.

E�ettuate queste operazioni si può quindi procedere con la ricerca delle
metafasi. È richiesto che ogni vetrino venga messo a fuoco dall'operatore ed
in�ne la scansione ha inizio.

La scansione mediante il modulo Msearch può essere e�ettuata sia in
luce trasmessa che in �uorescenza. Poiché la colorazione adoperata è quel-
la Giemsa, la scansione è avvenuta in luce trasmessa sfruttando il modulo
MsearchTL (transmitted light).

Non esistendo un classi�catore di default ottimizzato per la linea cellu-
lare MCF-10, si è resa necessaria, al termine della prima scansione a basso
ingrandimento, una cernita manuale sul numero totale di oggetti che il soft-
ware aveva riconosciuto come metafasi. Ciò è stato realizzato osservando
tutti gli oggetti acquisiti in una galleria predisposta dal programma da cui
è possibile selezionare gli oggetti scelti marcando le immagini corrispondenti
alle migliori metafasi da sottoporre all'analisi successiva, ossia il conteggio
delle aberrazioni.
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Figura 2.1: La schermata Msearch del software Metafer v. 4

2.3.2 Il modulo DCScore

Il modulo DCScore identi�ca e conta i cromosomi dicentrici automatica-
mente. Per poterlo adoperare è necessario e�ettuare una riacquisizione con
l'obbiettivo 63x ad immersione in olio.

Le posizioni delle metafasi sono state registrate dal programma tramite
il modulo MsearchTL, quindi sfruttando l'opzione AutoCapt ed impostando
come classi�catore CaptMetaTL_marked il microscopio va a riposizionarsi
sulle metafasi memorizzate di nostro interesse.

Mentre l'intero vetrino è scansionato in pochi minuti, per riacquisire ad
alto ingrandimento 1000 metafasi il programma impiega circa 3 ore.

A questo punto è possibile selezionare l'opzione Detect Dicentrics nel
menu a tendina della funzione AutoCapt e cliccare sulla voce DCScore.

Al contrario della riacquisizione in 63x, il DCScore prevede soltanto po-
chi minuti per scansionare un migliaio di piani metafasici alla ricerca di
cromosomi dicentrici.

Per poter agire in maniera soddisfacente, il DCScore richiede che i piani
metafasici rispettino alcuni canoni. Vengono eliminate automaticamente dal
programma tutte le metafasi in cui:

• Il DNA si trova in una forma despiralizzata rispetto ai cromosomi;

• C'è un numero di cromosomi superiore od inferiore rispetto al valore
di soglia impostato;

• La risoluzione dell'immagine è troppo scadente;

• Il vetrino presenta un fondo eccessivo;

• I cromosomi sono troppo ravvicinati o raggruppati (cluster).
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Una volta che il modulo DCScore ha terminato la sua ricerca, nella Galle-
ry del programma compariranno in verde le metafasi che il modulo è riuscito
ad analizzare con successo mentre in grigio quelle che non rientrano nei suoi
parametri.

È quindi possibile osservare tutti i piani metafasici ingranditi selezionan-
do l'opzione Relocate.

Figura 2.2: Un piano metafasico analizzato mediante il modulo DCScore
fornito dal software Metafer v.4

Quando il programma identi�ca un dicentrico, ne viene mostrato un in-
grandimento in alto a sinistra all'interno di un riquadro rosso. Se si vogliono
visualizzare soltanto le metafasi in cui il modulo ha individuato dei dicentrici
è su�ciente selezionare l'opzione "Aberrant Cells only".

Come si può osservare in Fig 2.2, a�anco all'immagine della metafase
analizzata è mostrato uno Scoring Sheet dove compare il numero di dicentrici
conteggiati automaticamente (ADics) ed è possibile modi�care manualmen-
te il numero di dicentrici individuati dall'operatore, cliccando sul riquadro
indicato come CDics. Questa funzionalità è pensata appositamente per il
modulo DCScore.

Ogni cellula è dotata di 2 "coordinate" che permettono all'operatore di
ritrovarle in galleria senza ambiguità: queste sono il Cell no. ed il Cell ID,
visualizzabili in basso centralmente in Fig 2.2.

Tutte queste informazioni sono visualizzabili nell' Evaluation Report che
può essere esportato come �le e/o stampato. La possibilità di avere un re-
soconto di quante cellule sono state analizzate e di quanti dicentrici sono
stati individuati sia dal programma che dall'operatore in corrispondenza di
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quale metafase costituisce senza dubbio uno dei maggiori punti di forza del-
la piattaforma ed è fondamentale per poterne valutare il funzionamento in
termini di accuratezza e riproducibilità di analisi come discusso nel prossimo
capitolo.



Capitolo 3

Risultati

3.1 Metafasi analizzate dal modulo DCScore

Come si è già accennato nel capitolo 2, il modulo DCScore necessita che le
metafasi in esame rispettino alcuni canoni per poter essere correttamente
analizzate.

Una volta acquisiti i vetrini con l'obbiettivo 63x ad immersione in olio
ed applicato il modulo DCScore, questi sono stati i risultati restituiti dal
programma per quanto concerne le metafasi per i vetrini irraggiati:

Metafasi totali Metafasi accettate Metafasi scartate
2.5 Gy 884 419 465
5 Gy 571 217 354

Tabella 3.1: I risultati forniti dal modulo DCScore

In termine di percentuali rispetto alle metafasi totali:

% Metafasi accettate %Metafasi scartate
2.5 Gy 47.7 52.3
5 Gy 38.0 62.0

Tabella 3.2: I risultati forniti dal DCScore in percentuale

Si comprende quindi come il campione da analizzare sia ridotto ad oltre
la metà di quello iniziale.

Bisogna dunque stimare se il programma ha correttamente scartato i
piani metafasici dove non era possibile e�ettuare lo scoring di eventuali di-
centrici, oppure ha erroneamente eliminato delle metafasi dove si poteva
valutare la presenza dei cromosomi dicentrici.

È stata valutata la bontà delle metafasi acquisite soltanto per i vetrini
irraggiati in quanto per il controllo (0 Gy) non ci si aspetta di trovare cromo-
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somi dicentrici, avendo essi una bassa insorgenza spontanea (0.5-2 per 1000
metafasi). È chiaro quindi che lo scarto di metafasi per i vetrini irraggiati è
il dato critico dal momento che è molto maggiore la probabilità che il pro-
gramma abbia erroneamente non analizzato una metafase in cui era presente
un dicentrico.

Sono quindi stati osservati tutti i piani metafasici per i vetrini irraggiati,
sia quelli riportati come "marked" sia quelli riportati come "rejected" dal
programma.

3.1.1 Metafasi accettate

Inizialmente sono stati stimati gli errori di classi�cazione per le cellule ripor-
tate come "marked" dal software:

Totale accettate Accettate dall'operatore Scartate dall'operatore
2.5 Gy 419 359 60
5 Gy 217 167 50

Tabella 3.3: I risultati per la misclassi�cazione delle cellule approvate dal
programma

Da questa prima analisi manuale si può già evincere che sussistono de-
gli errori da parte del modulo quando seleziona le metafasi atte ad essere
sottoposte allo scoring.

Quello che resta da valutare è se il programma sbaglia nella sua classi-
�cazione sempre allo stesso modo, ovvero se le stime ottenute per i diversi
vetrini sono tra di loro confrontabili.

Assumiamo quindi che i nostri dati seguano la distribuzione poissoniana.
Sia allora:

f =
Numero di successi

Numero di prove
=

n

N
(3.1)

La frequenza dei successi, dove con successi si intende il numero di volte
in cui l'operatore ha concordato con il programma nell'approvare le metafasi
adatte allo scoring.

E sia:

σf =

√
n

N
(3.2)

L'errore sulla frequenza.
È quindi possibile e�ettuare un test per valutare se la discrepanza fra i

due valori è statisticamente signi�cativa.
Sia:

d = |f1 − f2| (3.3)

σd =
√
σ2f1 + σ2f2 (3.4)
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t =
|d|
σd

(3.5)

con d di�erenza fra le due frequenza trovate e σd l'errore ad essa associato.
In conclusione si hanno i seguenti dati:

f σf
2.5 Gy 0.86 0.05
5 Gy 0.77 0.06

Tabella 3.4: Frequenza dei successi con relativi errori

d σd t
2.5 Gy e 5 Gy 0.09 0.08 1.13

Tabella 3.5: Test di discrepanza

Il test di discrepanza in presenza di errori statistici a�erma che le discre-
panze sono signi�cative se t>1.96; nel nostro caso quindi la discrepanza tra
i vetrini non è signi�cativa.

3.1.2 Metafasi scartate

Dopo aver valutato i piani metafasici indicati come "marked" dal modulo, si
sono rianalizzati manualmente quelli contrassegnati come "rejected":

Totale scartate Accettate dall'operatore Scartate dall'operatore
2.5 Gy 465 210 255
5 Gy 354 130 224

Tabella 3.6: I risultati per la misclassi�cazione delle metafasi approvate dal
programma

Dall'analisi emerge chiaramente, come riportato in Tabella 3.6, che il mo-
dulo DCScore in questa fase perde una grande quantità di informazione utile
scartando metafasi che invece avrebbe dovuto accettare (ossia che sarebbe-
ro dovute essere classi�cate come �marked�). e dunque sarebbe opportuno
intervenire sui parametri pre-impostati per ottimizzare questa fase. Si noti
come sia comunque minore la frequenza di errori nell'accettare metafasi che
devono essere invece scartate (mediamente del 20% come visto nel paragrafo
precedente) rispetto all'errore commesso nel non accettare metafasi che in-
vece risultano essere analizzabili, errore questo che arriva �no a quasi il 40%
nel caso del vetrino con campione irraggiato con 5 Gy. Ciò potrebbe essere
cruciale in quanto il numero di metafasi è in questi casi di per sè piuttosto
esiguo proprio a causa dei danni provocati dalla radiazione per e�etto dei
quali molte cellule si arrestano ben prima di giungere in metafase. .



CAPITOLO 3. RISULTATI 22

In maniera analoga al caso precedente abbiamo valutato se le frequenze
delle metafasi rigettate sono uguali entro l'errore fra i due vetrini: stavol-
ta per successi si intendono quindi i casi in cui l'operatore ed il software
concordano nel rigettare una metafase non adatta al processo di scoring.

f σf
2.5 Gy 0.55 0.03
5 Gy 0.64 0.04

Tabella 3.7: Frequenza dei successi e relativo errore

d σd t
2.5 Gy 0.09 0.05 1.80

Tabella 3.8: Test di discrepanza

Si noti che anche in questo caso il valore di t è inferiore a 1.96, si è quindi
legittimati a concludere che le variazioni inter-campione sono �uttuazioni
casuali.

3.2 Scoring dei cromosomi dicentrici

3.2.1 Confronto tra procedura automatica e manuale

Tramite il modulo DCScore il programma ha e�ettuato una valutazione delle
metafasi che ha precedentemente accettato per rivelare e contare eventuali
cromosomi dicentrici. Tutte le metafasi reputate analizzabili dall'operatore
sono state rivalutate manualmente.

Si de�niscono quindi:

• Veri positivi (VP) i dicentrici correttamente riconosciuti dal modulo;

• Falsi positivi (FP) i cromosomi erroneamente individuati come dicen-
trici dal modulo;

• Falsi negativi (FN) i dicentrici che il modulo non ha riconosciuto.
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Figura 3.1: Alcuni esempi di falsi positivi: In (A) due cromosomi sovrapposti,
in (B) e (C) due cromosomi vicini, in (D) un cromosoma con i bracci dei
cromatidi sovrapposti ed in (E) un cromosoma normale, anch'esso a volte
erroneamente classi�cato come dicentrico [11].

Figura 3.2: Due falsi negativi indicati da una freccia

I risultati ottenuti dal confronto tra procedura automatica e manuale
sono i seguenti:

Totale cellule AD MD VP FP FN
2.5 Gy 569 55 42 13 42 29
5 Gy 297 46 53 16 30 27

Tabella 3.9: Risultati del confronto tra scoring manuale ed automatizzato

In Tabella 3.9 sono state inserite anche le metafasi che il programma non
ha valutato ma che sono state reputate analizzabili dall'operatore. I dicen-
trici trovati nelle metafasi scartate dal modulo compaiono nei falsi negativi
e nel conteggio manuale.

Nella colonna AD (automatic detection) sono riportati i dicentrici in-
dividuati dal programma, mentre in MD (manual detection) quelli che ha
individuato l'operatore.
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Si vuole adesso determinare se il modulo ha funzionato allo stesso modo
per i due vetrini, considerando allora le frequenze degli eventi riportati in
Tabella 3.9:

fAD fMD fVP fFP fFN
2.5 Gy 0.097 0.074 0.023 0.074 0.051
5 Gy 0.155 0.178 0.054 0.101 0.090

Tabella 3.10: Frequenze

σfAD
σfMD

σfVP
σfFP

σfFN

2.5 Gy 0.013 0.011 0.006 0.011 0.009
5 Gy 0.023 0.025 0.013 0.018 0.017

Tabella 3.11: Errori sulle frequenze

Dove l'errore sulle frequenze è stato stimato assumendo una distribuzione
poissoniana come in 3.2.

Dal test della discrepanza, è emerso che:

d σd t
fVP 0.031 0.014 2.21
fFP 0.027 0.021 1.23
fFN 0.041 0.019 2.05

Tabella 3.12: Test di discrepanza

Dalla Tabella 3.12 si osserva che l'unica discrepanza non signi�cativa tra
il vetrino a 2.5 Gy e quello a 5 Gy riguarda i falsi positivi. Una possibile
spiegazione riguardo la discrepanza signi�cativa per i veri positivi potrebbe
essere che il �background� del vetrino a 5 Gy fosse migliore di quello dell'altro,
ossia che fosse più pulito e con meno fattori confondenti (aloni del citoplasma
residui, polvere, etc) e pertanto il programma sia stato in grado di riconoscere
correttamente una percentuale maggiore di dicentrici. Per i falsi negativi si
può inoltre supporre che poiché ci si aspetta una percentuale maggiore di
cromosomi dicentrici per i 5 Gy su questo vetrino il programma potrebbe
averne "saltato" un numero superiore.

In�ne, assumendo lo scoring manuale come nostro gold standard, è sta-
ta costruita una curva di calibrazione dose-risposta per questa esperienza,
ottenendo:
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Totale cellule MD fMD σfMD

0 Gy 767 2 0.003 0.002
2.5 Gy 569 42 0.074 0.011
5 Gy 297 53 0.178 0.017

Tabella 3.13: Risultati dello scoring manuale

che ha un andamento in accordo con quello lineare-quadratico riportato
in letteratura (vedi Fig. 1.7). La linea riportata per la curva di calibrazione
non è derivante da un �t, bensì è una semplice guida per l'occhio.

Gli errori sulle frequenze sono stati stimati assumendo una distribuzione
poissoniana.

3.2.2 Sensibilità e potere predittivo del modulo

Sulla scorta dei risultati �nora mostrati, proviamo a fornire una valutazione
complessiva del funzionamento del software per la ricerca ed il conteggio delle
aberrazioni. Con il termine sensibilità del modulo de�niamo la capacità
di identi�care correttamente i cromosomi dicentrici. Se il modulo avesse
un'ottima sensibilità, allora il rischio di falsi negativi, cioè di dicentrici non
individuati, sarebbe basso.

Di contro, con il termine potere predittivo del modulo si indica la pro-
babilità che ciò che è stato riconosciuto dal sistema come dicentrico sia
e�ettivamente un dicentrico.

Si ha allora:

S =
V P

V P + FN
=

V P

MD
=
fVP

fMD
(3.6)

PP =
V P

V P + FP
=
V P

AD
=
fVP

fAD
(3.7)
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Dove con S si indica la sensibilità del modulo e con PP il valore predittivo
positivo.

I risultati ottenuti sono i seguenti:

S PP σS σPP
2.5 Gy 0.31 0.24 0.13 0.09
5 Gy 0.30 0.35 0.17 0.13

Tabella 3.14: Sensibilità e valore predittivo positivo del modulo

Gli errori sono stati stimati considerando la classica espressione della
propagazione degli errori alle derivate parziali:

σf(x) =
k∑

j=1

∣∣∣∣∂f(xj)∂xj

∣∣∣∣σxj (3.8)

Idealmente, S e PP dovrebbero essere 1, ossia dovrebbero veri�carsi zero
falsi negativi e zero falsi positivi. Tuttavia, anche considerando gli errori,
né la sensibilità né il potere predittivo del modulo superano il 50%. Ne
concludiamo che è necessario ottimizzare il modulo DCScore poiché con le
impostazioni di fabbrica il suo operato non è soddisfacente.



Conclusioni

Lo scopo del presente lavoro di tesi era la validazione manuale di un modu-
lo (DCScore) per il riconoscimento ed il conteggio dei cromosomi dicentrici,
parte della suite Metafer (Metasystems, Germania) specializzata nell'analisi
di danno citogenetico. In particolare, questo modulo è ampiamente usato
in applicazioni biodosimetriche per la ricostruzione retrospettiva della dose
assorbita, per esempio nel caso di individui esposti accidentalmente. Do-
vendo, in linea di principio, gestire molti campioni e fornire stime robuste
statisticamente, l'automazione del processo di analisi di preparati citogene-
tici rappresenta un passo obbligato che però necessita di una veri�ca per
quanto riguarda l'e�cienza e la fedeltà con cui tale riconoscimento avviene.

Dal collaudo manuale e�ettuato sul modulo DCScore possiamo conclu-
dere che il programma necessita di una ottimizzazione generale.

Per quanto concerne l'acquisizione delle metafasi sussiste una notevole
perdita di informazione utile in quanto oltre il 50% delle metafasi prelimi-
narmente individuate durante la scansione a basso ingrandimento vengono
poi rigettate dal primo dei due step in cui il DCScore analizza i cromo-
somi metafasici e individua quelli dicentrici. Possiamo supporre che uno
dei problemi riscontrati dal software in questa fase riguardi il fondo del ve-
trino: sia la presenza di pulviscolo sulla super�cie del vetrino, sia i tempi
e la concentrazione adoperata per la colorazione Giemsa potrebbero aver
in�uito negativamente sulla resa �nale dell'acquisizione. Quindi per quanto
concerne il nostro operato si potrebbe considerare di migliorare sia la conser-
vazione dei vetrini sia il protocollo della colorazione. Tuttavia, dall'analisi
manuale emerge che anche metafasi ben visibili e �di buona qualità" sono
inspiegabilmente rigettate.

Riguardo invece la sensibilità del modulo ed il suo potere predittivo i
risultati non sono migliori.

Una percentuale signi�cativamente elevata di dicentrici che erano stati
individuati dal modulo nelle metafasi ritenute adatte al processo di scoring,
è stata valutata in maniera di�erente dall'operatore (falsi positivi), confe-
rendo al modulo nel suo stato attuale un basso potere predittivo. Numerosi
sono stati anche i dicentrici che il programma non ha individuato (falsi ne-
gativi), mentre i casi in cui il programma e l'operatore hanno concordato
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nella determinazione di un cromosoma dicentrico (veri positivi) sono stati
relativamente pochi e ciò si traduce in una bassa sensibilità del programma.

In conclusione, si può dedurre dai risultati ottenuti che anche in questa
fase di analisi dei piani metafasici è opportuno e�ettuare un'ottimizzazione
del programma. Questa comporterà una modi�ca dei parametri mediante i
quali il software procede all'identi�cazione delle metafasi da sottoporre ad
analisi (marked) e del riconoscimento dei dicentrici.
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