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Chimica Farmaceutica. — S u l meccanismo d'azione delle fu ro
cumarine fotosensibilizzatrici^. Nota di Luigi M usajo e G iovanni 
R odighiero, presentata^ dal Corrisp. L. M usajo.

D a m olti anni le furocum arine sono oggetto di studio in questo Istituto 
per le proprietà fotosensibilizzatrici che alcune di esse posseggono [ i—6].

Infatti, come è noto, quando vengono applicate sulla cute dell’uomo o 
della cavia, per successiva esposizione alla luce del sole od ultravioletta, danno 
origine, dopo alcune ore di latenza, ad un eritema, talvolta accom pagnato 
da bolle, che lascia il posto dopo alcuni giorni ad una pigm entazione scura. 
Le radiazioni più efficaci nel provocare questo effetto sono risultate quelle 
con X =  3.655 À  [7].

Le nostre prim e ricerche in questo campo hanno chiarito i rapporti tra  
costituzione delle furocum arine e loro attiv ità fotosensibilizzatrice, che risulta 
legata a stru ttu re  molto specifiche. F ra  le sostanze naturali più attive di questo 
gruppo ricordiam o la furocum arina non sostituita, o psoralene (I), ed i suoi 
m onom etossiderivati, xantotossina (II) e bergaptene (III).
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Anche alcuni m etilderivati del psoralene possiedono una fortissim a atti
vità. Questi risu ltati sono stati in seguito conferm ati da analoghe ricerche di 
Autori am ericani [8, 9, io].

Oscuro invece è rim asto per molto tem po il meccanismo di azione di queste 
sostanze, nonostante le ricerche nostre e quelle del gruppo americano [11, 12, 13] 

U n prim o passo im portan te in questo campo è stato compiuto quando, in 
seguito ad un am pio confronto, sulla base di alcuni tests, con altre note sostanze 
fotodinam iche (em atoporfirina, bleu di metilene, coloranti fluoresceinici, ipe- 
ricina, ecc.) abbiam o potuto stabilire che le furocum arine m ancano comple
tam ente di quelle proprietà fotoossidanti, m ediante le quali viene interpretato 
il m eccanism o d ’azione dei predetti composti [14-18]. È così risultato che

(*  ̂ Lavoro * eseguito nell’Istituto di Chimica Farm aceutica dell’U niversità di Padova -  
Centro Nazionale di Chimica del Farm aco e dei Prodotti biologicamente attiv i del C.N.R., 
Sezione di Padova.

(**) Nella seduta dell’8 maggio 1965.
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esse costituiscono un gruppo di sostanze fotosensibilizzatrici, con proprietà 
particolari e con un  loro proprio meccanismo d ’azione.

Il passo successivo è stato la ricerca della possibilità di una fotoreazione 
tra  le furocum arine fotosensibilizzatrici e substrati biologicamente im portanti.

R isultati, in un prim o tem po molto suggestivi, sono stati ottenuti dallo 
studio delle fotoreazioni tra  furocum arine e flavin-m ono-nucleotide (FM N ) 
[6, 19-22]: infatti è risultato  che solo le furocum arine attive sulla cute formano

o
composti nuovi in seguito ad irradiazione a 3,655 A in presenza di FM N, 
m entre le sostanze inattive sulla cute non fotoreagiscono. Inoltre alcuni di 
questi nuovi prodotti formatisi, che contengono una parte fiavinica com binata 
ad  una  parte  cum arinica, e che abbiam o chiam ato flavin-foto-com posti, 
hanno dim ostrato di essere privi delle proprietà coenzimatiche proprie del- 
l’FM N  [23]. Si poteva quindi pensare ad una inattivazione biologica di questo 
ultim o come conseguenza dell’irradiazione della cute in presenza di forocu- 
m arine. M a vari altri risu ltati di ordine sperim entale ci hanno indotto a pen
sare che queste fotoreazioni con l’FM N non fossero la causa prim a dell’effetto 
fotosensibilizzante delle furocum arine sulla cute.

Interazione delle furocumarine con gli acidi nucleici.

Già in passato noi avevam o condotto delle ricerche sulla possibilità di 
una interazione tra  furocum arine ed acido desossiribonucleico (DNA) m ettendo 
in evidenza, per mezzo della dialisi ad equilibrio, la capacità delle furocum a
rine di « legarsi» al DNA [27]. Però, dopo irradiazione u.v. delle soluzioni 
acquose di DNA contenenti furocum arine, non era stato possibile ottenere 
sicure indicazioni di una avvenuta fotoreazione né in base a m isure di visco
sità o di potere rotatorio, né dall’esame degli spettri ultravioletti.

In  questi ultim i tem pi questa possibilità è stata  nuovam ente indicata 
da alcuni risultati emersi nel corso di esperienze biologiche, come la formazione 
di cellule giganti, osservata da Colombo [24] studiando, in collaborazione col 
nostro gruppo di ricerca, gli effetti dell’irradiazione u.v. (3.655 À), in pre
senza di psoralene, di cellule anim ali coltivate in vitro. C ontem poraneam ente 
negli U .S.A ., anche M athew s [25], avendo ottenuto lo sviluppo di ceppi m utati 
in una cultura di Sarcina lutea in seguito all’irradiazione u.v. (3.655 A) in 
presenza di xantotossina, ha prospettato la possibilità di un danno al DNA.

L ’ipotesi è stata  subito dopo avvalorata da alcune esperienze eseguite su 
virus [26]: in seguito ad irradiazione u.v. (3.655 A) in presenza di psoralene, 
tre  virus a DNA sono stati com pletam ente inattivati, m entre su altri tre virus 
ad  acido ribonucleico (RNA) gli effetti sono stati molto meno evidenti.

Volendo quindi riesam inare la questione, in primo luogo abbiam o appro
fondito ed am pliato i prim itivi dati sul « legame » delle furocum arine al DNA, 
applicando il procedim ento usato da Boyland e Green [28] e da L iquori e 
coll. [29] per studiare l ’interazione degli idrocarburi arom atici policiclici col 
DNA, determ inando cioè la solubilizzazione di queste sostanze nelle soluzioni 
acquose di DNA e, per confronto, anche in quelle di RNA. I risultati otte-
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nuti, in accordo con quelli da noi raccolti precedentem ente, hanno indicato 
una netta  capacità delle furocum arine di legarsi al DNA, m entre all’RNA tale 
legame si compie in m isura molto più rido tta [26].

Questo fatto però, che avviene al di fuori di ogni irradiazione, non appare 
essere in d iretta  relazione con le proprietà fotosensibilizzatrici delle furocum a
rine; infatti il « legame » (indubbiam ente debole) viene contratto dalle sostanze 
di questo gruppo sia attive che inattive sulla cute.

Fig. 1. -  Spettri di fluorescenza (prima e dopo irradiazione) di una 
soluzione acquosa 0 ,2%  di DNA contenente 16 pg/ml di psoralene.

Irradiazione: 90' a 3.655 A (lampada Philips HPW 125 alla distanza di 25 cm). X eccitante: 330 m[i.

Fotoreazione felle furocumarine fotosensibilizzatrici con DNA.

U na prim a sicura indicazione di una avvenuta fotoreazione, dopo irra 
diazione a 3.655 À delle soluzioni contenenti le furocum arine «legate» al 
DNA, è stata  o ttenuta dall’esame degli spettri di fluorescenza delle stesse solq-
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zioni: in presenza di furocum arine attive si è notato un evidente spostam ento 
del m assim o di fluorescenza verso m inori lunghezze d ’onda, m entre nelle 
soluzioni contenenti DNA e furocum arine inattive non si no tava alcuna modifi
cazione. R iportiam o come esempio nella figura 1 gli spettri di fluorescenza 
di una soluzione acquosa di DNA contenente psoralene prim a e dopo irra 
diazione: si nota uno spostam ento del massimo da 450 a 400 mjz [30].

M odificazioni analoghe a quelle ottenute con DNA sono state anche notate 
negli spettri di fluorescenza di soluzioni di basi, nucleosidi e nucleotidi piri- 
m idinici, contenenti furocum arine attive, irradiate a 3.655 À  (vedi come 
esempio Tabella I, in cui sono riportati i dati relativi al psoralene).

Tabella I.

Spostamenti (mfl) delle X max d i fluorescenza d i soluzioni acquose d i basi, 
nucleosidi e nucleotidi (0,1 % ) addizionati d i psoralene (16 pg/ml) ed irradiati

(90 m inuti) a 3.655 À.

B a s i  (*) N u c l e o s i d i N u c l e o t i d i

Tim ina — 50 Tim idina — 50 Ac. timidilico — 50

Gitosina — 50 Citidina — 50 Ac. citidilico — 50

Desossicitidina — 50 Ac. desossicitidilico — 5°
U racile — 50 U ridina — 50 Ac. uridilico — 50

A denina 0 Adenosina 0 Ac. adenilico 0

Desossiadenosina 0 Ac. desossiadenilico 0

G uanina 0 Guanosina 0 Ac. guanilico 0

j
Desossiguanosina 0 Ac. desossiguanilico 0

(*) Le soluzioni delle basi pirimidiniche, cioè timina, citosina e uracile, addizionate di psoralene, mostrano variazioni 
negli spettri di fluorescenza solo se vengono irradiate allo stato ghiacciato. I corrispondenti nucleosidi e nucleotidi invece fo- 
toreagiscono anche in soluzione non congelata.

Gli altri composti indicati nella tabella non fotoreagiscono in nessun caso.

In  questi casi la formazione di nuovi composti ha potuto essere confer
m ata  con la crom atografia su carta. D ifatti dopo irradiazione nei cromato- 
gram m i apparivano  evidenti nuove macchie fluorescenti in luce u.v., che non 
erano presenti nei crom atogram m i delle sostanze irradiate singolarm ente (vedi 
nella Tabella II i dati relativi sempre al psoralene). È attualm ente in corso 
Iso la m e n to  di questi nuovi fotocomposti e l’identificazione della loro costi
tuzione.

Le basi puriniche invece ed i loro corrispondenti nucleosidi e nucleotidi 
non hanno m ai m ostrato indizi di fotoreazione.
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Tabella IL

Rf dei nuovi composti che si form ano nelle fotoreazioni tra psoralene 
e basi, nucleosidi e nucleotidi p irim idinici.

(Condizioni sperim entali uguali a quelle indicate nella Tabella I).

Derivati
pirim idinici

R f delle macchie 
(fluorescenza violetta)

Alcool butilico-acido 
acetico-acqua

4 : 1 : 5

Acqua

Basi f*) : tim ina ...................................... 0,72 0,62

uracile ................. .... 0,63 o ,5 9

c i t o s i n a ................. ..................... 0 ,50 0,51

Nucleosidi : tim idina .................................. 0,64 0,68

u r i d i n a ....................................... o ,43 0,63

c i t i d i n a ...................................... 0,32 0 ,66

d e s o s s ic i t id in a .......................... 0,52 0,65

Nucleotidi : ac. timidilico .......................... o ,33 0,82

ac. u r i d i l i c o .............................. 0 ,26 o ,75

ac. c i t i d i l i c o .............................. 0 ,19 0.72

(*) Le basi dlànno queste nuove macchie cromatografiche solo se le soluzioni vengono irradiate allo stato ghiacciato. 
Un analogo comportamento presentano anche nei riguardi della dimerizzazione, quando vengano irradiate a 2.537 A [32].

Studio della fotoreazione con Vuso d i bergaptene marcato.

Lo studio della fotoreazione tra  furocum arine fotosensibilizzatrici e DNA 
è stato approfondito [31] con Fuso di una di queste furocum arine m arcata  e 
cioè il bergaptene -  0 14CH3 (form ula III), appositam ente preparato per m ed ia
zione del bergaptolo, o 5-idrossi-psoralene, con I14CH3.

L a fotoreazione tra  questa sostanza ed il DNA è stata seguita sia m ediante 
m isure di rad ioattiv ità  che di fluorescenza, facendo uso di quattro  campioni 
di DNA di Riversa provenienza e preparati con metodi diversi

Soluzioni acquose di DNA 0,1 % contenenti *20 ng/m l di bergaptene m ar
cato venivano irradiate a 3.655 A (0,98 m W /cm 2). Dopo aggiunta di cloruro 
sodico fino a concentrazione 1 M, il DNA veniva precipitato ,con 2 volumi di
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alcool etilico, centrifugato, lavato con alcool di 70° e ridisciolto in un volume 
di acqua uguale a quello iniziale. Le soluzioni o ttenute servivano per la deter
m inazione della rad ioattiv ità  (contatore a scintillazione per scintillatori liquidi 
Selo) e della fluorescenza (spettrofotofluorimetro Am inco-Bow m an).

Nelle prim e quattro  ore di irradiazione, in tu tti i quattro  campioni esam i
nati, si è avuto un graduale aum ento sia della rad ioattiv ità  che della fluore
scenza del DNA precipitato  e ridisciolto. Senza irradiazione invece il DNA 
non presentava né rad ioa ttiv ità  né fluorescenza. Nella fig. 2 sono riportate

Fig. 2. -  Fotoreazioni tra  bergaptene —0 14CH3 e DNA.
Soluzioni acquose di DNA 0,1 % contenenti 20 pg/ml di bergaptene marcato, irradiate a 3.655 A (0,98 mW/cm2). Le quan
tità di bergaptene sono quelle che dopo irradiazione risultano combinate ad 1 mg di DNA e sono state calcolate in base alla 
misura della radioattività dei campioni di DNA, precipitati e ridisciolti.
I) DNA da timo di vitello, estratto con soluzione M di cloruro sodico e deproteinizzato con soluzione satura di cloruro so

dico [34].
II) DNA da timo di vitello, estratto con l’uso di laurilsolfato sodico [35].
I li) DNA da timo di vitello, altamente polimerizzato (Mann Research Laboratories, New York).
IV) DNA da sperma di salmone, altamente polimerizzato (Mann Research Laboratories, New York).

le q uan tità  di bergaptene (dedotte dalle m isure di radioattiv ità) che risul
tano com binate al DNA in funzione del tempo di irradiazione.

Con tem pi di irradiazione molto lunghi la fotoreazione appare complessa 
(m entre la rad ioattiv ità  assunta dal DNA aum enta continuam ente, la fluore
scenza aum enta  fino ad un  massimo e poi decresce) intervenendo con ogni 
probabilità una decomposizione della prim itiva combinazione form atasi.

Resulta chiaro da ciò che quando si irrad ia una soluzione di DNA conte
nente bergaptene avviene una fotoreazione (anche se con resa quantica bassa: 
5 ,2 - i o - 3), che porta  ad una vera e propria combinazione della furocum arina 
con la macromolecola.
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Quali siano i nucleotidi interessati in questa fotoreazione, per ora non è 
possibile dire con assoluta certezza; però, poiché abbiam o chiarito che le furo
cum arine fotoreagiscono solo con i derivati pirimidinici e non con quelli puri- 
nici, si può dedurre che anche nel DNA siano i nucleotidi pirim idinici ad essere 
interessati nella fotoreazione.

Dai risultati delle esperienze su indicate risulta che, nelle concentrazioni 
da noi sperim entate, il rapporto  fra molecole di bergaptene com binate al 
DNA e nucleotidi presenti nello stesso DNA, dopo 2 ore di irradiazione è 1:154.

Comportamento delle fu ro  cismarine con RNA.

Accanto a queste ricerche con il DNA, abbiam o condotto analoghe espe
rienze anche con l ’RNA, estratto dal lievito [33].

L ’RNA che, come è stato detto, ha una capacità di « legare » le furocum a
rine molto inferiore a quella del DNA, appare anche fotoreagire molto meno

Fig. 3. -  Fotoreazioni tra  bergaptene — 0 14CH 3 e DNA (nativo o denaturato) od RNA.

Soluzioni acquose 0,1 % di DNA da timo di vitello (II; vedi fig. 2) o di RNA dal lievito, contenenti 5 (xg/ml di berga
ptene —014CH3 irradiate a 3-655 A (0,98 mW/cm2). La denaturazione del DNA è stata compiuta mediante riscaldamento

della soluzione acquosa a 98° per 6o'.

facilmente. Infatti, dopo irradiazione (sempre a 3.655 A) di soluzioni acquose 
di RNA e furocum arine, sono state notate lievi modificazioni negli spettri di 
fluorescenza I solo con qualche m etilderivato del psoralene (4 'm etil-psoralene, 
5', 4, 8-trim etil-psoralene); con lo stesso psoralene, la xantotossina, il bergap
tene e tu tte  le altre furocum arine saggiate, attive q inattive sulla cute, non si è 
potuto cogliere alcuna modificazione,
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Esperienze con bergaptene — 0 14CH3, condotte come è stato indicato per 
il DNA, hanno conferm ato questa scarsissima capacità di fotoreagire del- 
l’RNA (vedi fig. 3).

L a capacità delle furocum arine di fotoreagire col DNA, sem bra essere 
legata alla particolare stru ttu ra  di quest’ultimo; infatti abbiam o constatato 
che anche il DNA, che allo stato nativo si com porta come più sopra descritto, 
quando venga denaturato  m ediante riscaldapiento della sua soluzione acquosa 
a 98° per 6o', perde quasi com pletam ente la capacità di solubilizzare le furo
cum arine ed anche di fotoreagire per irradiazione a 3.655 À (vedi fig. 3).

Noi pensiam o che questa fotoreazione tra  furocum arine fotosensibiliz- 
zatrici e DNA debba essere considerata la causa degli effetti prodotti dalle 
furocum arine stesse in seguito ad irradiazione a 3.655 À, sui virus [26], sui 
m icroorganism i [25] e sulle cellule animali coltivate in vitro [24], e possa 
essere anche alla base degli effetti che esse producono nelle stesse condizioni 
sulla cute.
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SUMMARY. —  In  connection with their researches on the mechanism of action of the 
skin-photosensitizing furocoumarins, the AA. have recently pointed out the possibility of a 
photoreaction « in vitro » between the same furocoumarins and DNA, after irradiation  at 
3-655 A. Such a photoreaction is now confirmed and more extensively studied using a  labeled 
furocoumarin, i.e. bergapten — 0 14CH3. The formation has been ascertained of a chemical 
bond between the furocoum arin and DNA, after irradiation at 3.655 A. Moreover it has been 
found tha t the furocoum arins photoreact also with the pyrim idine bases and their nucleosides 
and nucleotides But they do not with the corresponding purine derivatives. Therefore, the AA. 
postulate tha t the pyrim idine bases m ay be the reactive sites also in DNA.

W ith RNA and therm ally denaturated DNA the furocoumarins photoreact in a much 
lesser extent.

Since this photoreaction is specific for the skin-photosensitizing furocoumarins, it appears 
likely tha t it could explain the m echanism of the till now observed biological photosensitizing 
effects of furocoumarins, as the skin-erithem a, the DNA- viruses inactivation and the lethal 
and m utagenic action on bacteria and on m am m alian cells adapted to in  vitro  growth.


