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Citologia. — Relazione fra radiosensibilits e ploidia in cellule
di mammaferi coltivate in vitro ®. Nota di GUGLIELMO MARIN e
ANGELO GIiNo LEvis, presentata " dal Socio U. D’ANcoNa.

In molti tipi di cellule di organismi superiori la comparsa di aberrazioni
cromosomiche dopo. esposizione a radiazioni ionizzanti & Pespressione piu
precoce di un danno al materiale genetico. A sostegno dell’ipotesi che questo
danno cromosomico sia la causa principale della letalitd indotta dalle radia-
zioni, ¢ stata dimostrata ripetutamente una correlazione fra frequenza di
aberrazioni cromosomiche indotte e probabilita di sopravvivenza. Su sva-
riati tipi di cellule, in cui & possibile attuare l'irradiazione in una fase nota
del ciclo mitotico, si & constatato che le fasi piu sensibili all'induzione di
aberrazioni coincidono con quelle in cui & piu facile indurre inibizione mito-
tica o letalita [1, 2].

Le cellule di mammiferi coltivate 7% wvitro si prestano particolarmente
bene a questo studio, perché si tratta di materiale favorevole per un esame
cariologico e su cui & possibile una determinazione accurata della sopravvi-
venza [3]. Con cellule umane & stato messo in evidenza che 'induzione di
aberrazioni complesse e la sopravvivenza ai raggi X seguono una cinetica
simile [4]; su un ceppo di cellule di Cricetulus, Greenblatt [5] ha osservato
recentemente che la percentuale di cellule uccise, a diverse dosi di raggi X,
coincide con la percentuale di cellule che alla dose corrispondente presentano
due o pil aberrazioni.

E ancora dubbio, perd, se nel determinare la letalith abbiano piti peso
le conseguenze genetiche delle aberrazioni (delezioni, traslocazioni, ecc.) o
le sole' conseguenze « meccaniche » sulla mitosi (ponti anafasici). In termini
piu generali, non & chiaro se il danno letale indotto sia prevalentemente di
tipo « dominante » o ¢recessivo» M. In alcuni organismi & stato possibile
dimostrare una correlazione fra radiosensibilitd e grado di ploidia [6, 7],
e in base a considerazioni teoriche sulla distribuzione statistica del danno
fisico prodotto [8], una correlazione negativa ¢ stata considerata indice del

(*) Lavoro eseguito presso I'Istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Univer-
sita di Padova, con contratto n. 36 con !'International Atomic Energy Agency.

(**) Nella seduta del ¢ febbraio 1963.

(1) Ai due aggettivi viene qui attribuito un significato molto ampio: con ’attributo
di « dominante » vogliamo infatti definire qualsiasi modificazione del materiale genetico che
si esprima fenotipicamente anche se del Jocus modificato siano presenti altre copie intatte.
Un effetto che appaia solo quando tutte le copie del Jocus interessato vengano modificate,
sara invece considerato « recessivo». E chiaro che un eventuale impedimento alla divi-
sione per la presenza di un ponte anafasico, dovra considerarsi effetto dominante, se I'im-
pedimento stesso e la probabilitd di rottura e di fusione che determinano la formazione del
ponte, possano considerarsi indipendenti dal numero totale di cromosomi presenti.
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prevalere di un effetto genetico recessivo, mentre una correlazione positiva
dimostrerebbe il prevalere di un effetto dominante [9]. La variabilitd del
numero di cromosomi presente in quasi tutti i ceppi stabilizzati in vitro
di cellule di mammiferi, da la possibilitd di controllare se una simile correla-
zione -esiste anche per queste cellule.

Nel presente lavoro vengono riportati i risultati di due diversi approcci:
un confronto fra la radiosensibilita di linee isolate a diversa ploidia, e un
tentativo di selezionare mediante irradiazione linee con numero di cromosomi
superiore o inferiore alla media della popolazione parentale.
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Fig. 1. — Confronto fra le distribuzioni del numero di cromosomi per cellula (a sinistra)

e le sopravvivenze ai raggi X (a destra), di cellule EUE-G1 non trattate "(cerchietti scuri)

e di una popolazione derivata dai sopravviventi a sette irradiazioni di goo roentgens
ciascuna (cerchietti chiari).

Nel grafico a destra in ascisse le dosi di raggi X in roentgens, in ordinate le frazioni sopravviventi in scala logaritmica.
Dati di un esperimento.

Questo secondo approccio & stato tentato con un clone derivato da un
ceppo di cellule embrionali umane, designato EUE-G1 [10], che presentava
una distribuzione abbastanza ampia del numero di cromosomi. Una coltura
massiva di EUE-G1 & stata sottoposta ad una serie di irradiazioni con raggi X,
per una dose complessiva di 7200 roentgens (?. L'intera dose fu sommi-

(2) Venne usato un apparecchio Gilardoni Terapia 200/6, operato a 180 KV, 6 mA,
con filtro incorporato pari a 3 mm di Al. Le cellule furono irradiate sospese nel terreno di
coltura, a temperatura ambiente.
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nistrata in otto esposizioni di goo roentgens ciascuna (150 r/min), interval-
late da periodi sufficienti a permettere lo sviluppo di colture massive dai so-
pravviventi a ciascuna esposizione (20-30 giorni). La sopravvivenza (3
attesa a Qoo roentgens era dell’ordine di 10—3. Parallelamente, una coltura
di controllo veniva mantenuta nelle stesse condizioni colturali di quella irra-
diata. Alla fine dell’ esperimento fu determinata la distribuzione del numero
di cromosomi e la sensibilitd ai raggi X delle cellule trattate e di quelle
non trattate. Come risulta dalla figura 1, non esiste una differenza signifi-
cativa né nel numero medio di cromosomi né nelle percentuali di sopravvi-
venza delle due linee. Si deve concludere che ai diversi cariotipi presenti
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Fig. 2. '~ Confronto fra le sopravvivenze ai raggi X di cellule RCP non trattate e di
popolazioni derivate dai sopravviventi ad una (cerchlett1 chiari) e a due (triangoli chiari)
irradiazioni di 9oo roentgens ciascuna.

In ascisse le dosi di raggi Xin roentgens, in ordinate le frazioni sopravviventi in scala logaritmica. Dati di due esperimenti.

nella popolazlone parentale non corrlspondesse una diversa radiosensibilita,
oppure che una velocitd di accrescimento rldotta dei cariotipi pili resistenti
abbia annullato gli effetti della selezione operata dai raggi X.

Usando un ceppo derivato da cellule di rene di Cavia, designato RCP [11],
¢ stato invece possibile un controllo diretto della radiosensibilita di linee a
diverso cariotipo. In questo caso una coltura & stata sottoposta a due irra-
diazioni di 9oo roentgens ciascuna: I'unica colonia sopravvissuta alla se-
conda ‘esposlzlone presentava un numero di cromosomi ridotto rispetto al
ceppo parentale [12], ma la sensibilitd ai raggi X era immutata (fig. 2).

(3) La sopravvivenza fu calcolata dalla percentuale di colonie sviluppate in 12 giorni
da inoculi noti di cellule irradiate rispetto a controlli non irradiati (PUCK e MARCUS, 1956) [21].
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Successivamente, nel corso di esperimenti sull’azione radiomimetica
di una mostarda azotata [13], ¢ stato possibile isolare una linea (RCP-D26)
con numero di cromosomi molto pili alto del ceppo. Anche in questo caso
non si nota alcuna differenza di radiosensibilitd (fig. 3).
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Fig. 3. — Confronto fra le sopravvivenze ai raggi X del ceppo RCP (triangoli) e del clone
poliploide D—26 (cerchietti).

In’ alto, in ascissé le dosi di raggi X in roentgens, in ordinate le frazioni sopravviventi in scala logaritmica. In basso, le
distribuzioni del numero di cromusomi per cellula nelle due popolazioni, Dati di due esperimenti.
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L’insieme di questi dati sembra concordemente indicare che nelle cellule
da noi usate non vi & alcuna relazione fra radiosensibilitd e ploidia. Risul-
tati analoghi furono ottenuti da Lockart e Elkind [14] col ceppo HelLa di
cellule umane, e da Till [15] col ceppo L di cellule di topo. Viceversa, Rhynas
e Newcombe [16] osservarono che una linea radioresistente derivata dal ceppo
L dopo irradiazione con una dose totale di 5000 roentgens, presentava un
numero di cromosomi ridotto, mentre Silini e Hornsey [17] trovarono che
una linea tetraploide di cellule del carcinoma ascitico di Ehrlich era piu resi-
stente di una linea diploide dello stesso ceppo.

E difficile conciliare risultati cosi diversi. Ma se si considerano le caratte-
ristiche cariologiche del tipo di cellule usate, la mancanza di una relazione
semplice e costante fra radiosensibilita e ploidia non deve sorprendere, anche
se si ammette che il danno letale da irradiazione sia esclusivamente genetico.
I ceppi stabilizzati ¢z vitro sono quasi sempre eteroploidi, cioé presentano
variazioni numeriche irregolari a carico di una o piu coppie di cromosomi [18].
Se la sensibilita alle radiazioni & controllata da specifici Zocz, non ci si deve
attendere che il numero di copie di questi varii parallelamente al numero
totale di cromosomi.

Recenti risultati sembrano indicare che anche per le cellule somatiche
di mammiferi esiste effettivamente un controllo genetico specifico della sen-
sibilita alle radiazioni, come avviene per i microorganismi [19]. Whitfield e
Rixon [20] dimostrarono una associazione fra radiosensibilita e presenza
di un particolare cromosoma, in una linea derivata dal ceppo L di cellule di
topo. Un clone sensibile era caratterizzato dalla presenza di un lungo meta-
centrico nel 95°/, delle sue cellule e di un metacentrico pii1 corto caratte-
ristico ‘hel rimanente 5°,. In un clone resistente, e cosi pure nei sopravvi-
venti ad una irradiazione con 1000 roentgens del clone senéibile, le (;_ellule
col metacentrico corto erano diventate 71°/, e rispettivamente 59°,. Se
la locahzzazmne cromosomica dei fattori controllanti la radiosensibilitd &
sémpre cosl ristretta, la relazione fra sopravvivenza e p101d1a sara diversa
a seconda che la variazione numerica interessi o meno i cromosomi su cui
tali fattori sono localizzati.
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