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Biofisica. — Spettro d ’azione per l ’effetto prodotto dalla radiazione 
ultravioletta sulla molecola del DNA del pago a in vitro (,). Nota di 
M a r t a  C r e m o n e s e 0 , presentata0 5  dal Corrisp. M . A g e n o .

Summary. — Action spectra fo r the effect given by u. v. radiation on the DNA molecule 
from phage oc irradiated in vitro. -  Action spectra have been obtained concerning the effect 
of ultraviolet radiation on the physico-chemical properties of the DNA of phage a irra­
diated in vitro. Through the use of the analytical ultracentrifuge and of the spectrophoto­
meter the following effects have been studied: a) production of interruptions in the single 
polinucleotide strand; b) local denaturation; c) presence of a fraction of molecules resistent 
to denaturation; d) increase in the bouyant density of irradiated DNA. All of the action 
spectra thus obtained show a slight variation of the radiation efficiency in the range between 
2600 and 2800 A, and a well ^defined peak at X ~  2880 A. Threshold values for all of the 
examined effects are at 3000 A.

E noto che la radiazione ultrav io letta  interagisce con il DNA sia in  vitro 
che in  vivo m odificandone le proprietà chimico-fisiche e biologiche. Dalle 
ricerche com piute fino ad oggi si può ritenere che le principali modificazioni 
subite dal DNA siano le seguenti: a) denaturazione [1]; b) addizione di una 
molecola di acqua su un doppio legame della citosina [2-3]; c) formazione 
di dim eri della tim ina [4—5]j d) ro ttu ra  del supporto zuccheri-fosfati.

In  questo lavoro ci si è proposti di iniziare la ricerca delle soglie energe­
tiche per tali processi e delle possibili correlazioni esistenti fra di essi.

Poiché il DN A  m ostra un m assimo d ’assorbim ento alla lunghezza d ’onda 
X =  2600 A  si sono esam inati gli effetti prodotti da radiazioni di lunghezze 
d ’onda più lunghe e precisam ente nell’intervallo 2600 À  <  X <  3000 A.

Il m ateriale usato è il DNA del fago oc attivo su B . megatherium , p a r ti­
colarm ente adatto  allo scopo in quanto costituisce una specie molecolare 
inizialm ente omogenea, ed in quanto le due eliche m ostrano, dopo dena tu ra­
zione, una notevole differenza di densità in gradiente di CsCl dovuta a d if­
ferenza della composizione m edia in basi e consentono quindi uno studio 
delle modificazioni subite da ciascuna elica separatam ente.

Gli irragiam enti sono stati fa tti con un m onocrom atore a prism a di quarzo, 
ad intervalli di 20 À, con una risoluzione AX ±  io  À, ed a parità  di dose 
m edia assorbita.

Per analizzare le modificazioni subite dalla molecola del DNA si sono 
eseguite una serie di m isure relative alle proprietà chimico-fisiche che ca ra t­
terizzano la molecola stessa: tali sono il coefficiente di sedim entazione della

(*) Questo lavoro è stato eseguito nel quadro delPattività svolta dai Laboratori di Fi­
sica dellTstituto Superiore di Sanità con l’appoggio del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

■((*) ** (***)). Laboratori di Fisica dellTstituto Superiore di Sanità, Roma.
(***) Nei]a seduta dell’8 gennaio 1966.
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molecola allo stato nativo; la densità in gradiente di CsCl per il DNA denatu ­
rato  dopo l’irraggiam ento; l’andam ento della curva di denaturazione term ica 
seguita allo spettrofotom etro.

D al valore del coefficiente di sedim entazione s20 ^  si può risalire al peso 
molecolare m edio M del DNA tram ite la form ula em pirica di Doty, McGill 
e Rice [6]

V w =  °>oo63m °’37

valida per il DNA nativo.
Dalle m isure in gradiente di densità di CsCl è invece possibile osservare 

come s ’è detto l ’effetto delle radiazioni sulle singole eliche del DNA. A tal 
fine i grafici ottenuti dall’analisi m icrofotom etrica delle fotografie vengono 
scomposti nella somma delle gaussiane corrispondenti alle singole com ponenti 
del DNA. Per l’interpolazione si è usato un adattam ento  del metodo di M onte­
carlo [7], ed i calcoli num erici sono stati eseguiti con un calcolatore 7040.

L a posizione dei centri delle gaussiane è legata alla densità della compo­
nente in esame tram ite  la form ula di Sueoka

P =  Prif+  0,0092 (r* —  r%)

in cui r  è la distanza del centro della banda da ll’asse di rotazione e pr;f è la 
densità del DNA di riferim ento.

Il valore della sem ilarghezza a delle gaussiane è infine legato al num ero 
medio di tagli per molecola tram ite  la relazione di M ontrol e S im ha [8]

(0 ( P +  0 - i = i  +
( l _ g) [ ( l_ ay>+i +  o t ( l + / ) _ l]

a2/

in cui a0 è la semilarghezza della gaussiana corrispondente al DNA non ir­
radiato, a è l ’analoga grandezza corrispondente al DNA irradiato, a è il grado 
mediò di depolim erizzazione e p  è il num ero noto, di legami suscettibili di 
essere spezzati.

Noto dalla (r) il valore di oc si ottiene il num ero medio r0 di tagli per m o­
lecola dalla relazione

r0 =  •

Le m isure fatte in velocità di sedim entazione hanno m ostrato come 
irraggiam enti a varie lunghezze d ’onda, con una dose assorbita Dass= 6 ,4 X  io14 
quanti/m m 3, pari cioè alla m assim a dose usata nel corso delle esperienze 
su cui riferirem o nel seguito, non provocano alcun cam biam ento nel peso 
m olecolare della doppia elica del DNA di oc. Dopo una dose di radiazione molto 
maggiore, pari a Dass =  8 X io 15 quanti/m m 3, data  a X =  2600 A, il coeffi­
ciente! di sedim entazione passa invece dal valore 32 ±  i ^ a  io  ± ' 2 corri­
spondente ad una riduzione del peso molecolare medio per un fattore circa 20.

A ltri campioni di DNA del fago oc sono stati irrad ia ti con una dose Dass =  
=  3>2 X io14 quanti/m m 3 e, dopo denaturazione alcalina, esam inati in u ltra-



M arta Cremonese, Spettro d'azione per Veffetto, ecc. 89

centrifuga analitica in grad ien te di CsCl. Come già detto le curve ottenute 
sono state scomposte in somma di gaussiane: in fig. 1 sono riportati come 
esempio i grafici o ttenuti rispettivam ente per un campione di DNA di con­
trollo a) ed un campione irradiato  a X =  (2820 ±  io) A b). Si vede come

nel campione irrad ia to  sia presente una banda molto netta, corrispondente 
a circa il 25!% del DNA totale, im putabile ad una frazione di DNA non dena­
turato . T a le 'b an d a-risu lta -in o ltre  spostata verso le alte densità: uno sposta­
m ento analogo hanno subito le com ponenti corrispondenti alle due eliche del 
DNA: queste ultim e due gaussiane risultano allargate rispetto al controllo.
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U n uguale studio e stato condotto per 16 diversi valori della lunghezza 
d onda, in figura 2 sono riporta ti i valori della densità del DNA resistente a 
denaturazione, presente dopo 1’irraggiam ento.

In tale curva si jio ta  come l ’efficienza della radiazione varia lentam ente 
fra i 2600 ed i 2800 A, per poi aum entare fino ad un massimo a X ~  2880 À 
e ridim inuire poi rapidam ente con un valore di soglia per X =  3000 À.

Fig. 2.

In  fig. 3 sono riportate  inoltre le densità delle due eliche del DNA irra ­
diato (p! elica meno densa; p2 elica più densa): si nota come la radiazione 
risu lta più efficace sull’elica più densa del DNA del fago oc e come la differenza 
di efficienza sia m assim a per X .=  2860 À e nulla per X =  2980 À.

Si e già visto inoltre come dal valore delle cr delle gaussiane si risale al 
numero medio di ro ttu re  per singola elica del DNA. Anche tale param etro  
ha andam ento in funzione della lunghezza d ’onda simile a quello riportato  
in fig. 2 e fig. 3; si può inoltre dire che per le frequenze più efficaci la dose 
DaSs =?= 3>2 X io14 quanti/m m 3 provoca in m edia tre tagli per singola elica: 
l ’efficienza quantica risu lta  quindi

^\=2860A = 6 X IO~ 6 tag li/quanti assorbiti.

Infine sono state fatte delle curve di denaturazione per riscaldam ento. 
D a queste si possono ricavare tre  param etri diversi: il valore dell’effetto iper- 
cromico, la tem peratura di fusione dei legami idrogeno, T m , e la rap id ità  della 
denaturazione, data  dalla larghezza della transizione, cioè l ’intervallo di 
tem peratura corrispondente a un aum ento della densità ottica compreso 
tra  ilj 10%  e il 90%  dell’aum ento massimo.

In fig. 4 è m ostrata una curva di denaturazione per DNA di a irradiato  
a (2820 db io) À  con una Dass =  6,4 X io14 quanti/m m 3 (b) rispetto all’an a­
loga curva re la tiv a  al controllo (a). Si nota come l’effetto ipercromico sia
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Pi
1,720 d)

--------------------------1--------------------------I_________________I_________________ I__
2600 2700  2800 2900 ^  3000

dim inuito solo leggermente, m entre il valore del T m e la larghezza della tran si­
zione passano rispettivam ente dai valori 84,5° C e 3,6° C relativi al controllo, 
ai valori 80,o° C e 7,2° C.

C urve analoghe sono state fatte per tu tti i campioni irradiati: i risu ltati 
o ttenuti sono riportati in fig. 5 dove sono graficati valori del T m e la la r­
ghezza della transizione in funzione della lunghezza d ’onda dell’irraggia­
m ento. Si può dire che le due curve hanno identico andam ento e che esso è 
anche qualitativam ente uguale all’andam ento delle curve di figura 2 e figura 3. 
Si hanno ancora due componenti: un picco, con il massimo a X =  2880 À 
e soglia a A ■= 3000 À, ed una banda che si estende verso le lunghezze d ’onda 
m inori di 2800 A.
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Fig. 4.

isultati ottenuti possono riassum ersi nelle seguenti osservazioni, valide 
dosi e la zona spettrale  di radiazione esaminate: 
x) formazione di tagli lungo le singole eliche del DNA;
5) lieve effetto di denaturazione;
-) dim inuzione del valore del T m ed allargam ento della transizione di 
•azione;
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d) aum ento della frazione di DNA non denaturabile;
e) aum ento della densità m edia delle due eliche del DNA e della parte  

non denaturatale  di esso.
I prim i tre effetti possono essere correlati pensando che i tagli lungo le 

singole catene del DNA siano accom pagnati dalla ro ttu ra  dei legami idrogeno 
più vicini: questo spiega l ’abbassam ento dell’effetto ipercromico e del valore
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del T m, in quanto supponendo che i legami idrogeno fra le due eliche vengano 
stabilizzati dalla presenza di legami analoghi adiacenti, tali ro ttu re  casuali 
portano ad una distribuzione continua dell’energia necessaria alla d enatu ra­
zione e quindi ad una curva del tipo di quella o ttenuta nel grafico di figura 4.

Gli ultim i due effetti sono molto probabilm ente legati alla formazione di 
dim eri di tim ina infra e in ter elica. È infatti noto che la formazione di un tale 
prodotto nel DNA provoca uno spostam ento della densità verso i valori m ag­
giori, e che la lunghezza d ’onda più efficace per tale tipo di danno è compresa 
fra 2800 e 3000 A. D ’altra  parte  il m aggior aum ento di densità dell’elica 
pesante del DNA del fago oc sarebbe in tal caso legato alla diversa percentuale 
di tim ina contenuta nelle due eliche (per l’elica leggera 24,5%  di tim ina, per 
la pesante il 32,1% ). Infine la somiglianza fra gli andam enti delle curve o tte­
nute in u ltracentrifuga analitica (fig. 2 e fig. 3) e spettrofotom etricam ente 
(fig. 5), fa pensare che il processo di formazione dei dim eri e la ro ttu ra  del 
supporto zuccheri-fosfati siano collegati fra di loro.

Interessante ci sem bra infine l’osservazione che tu tti i grafici o ttenuti 
sem brano potersi in terpretare come somma di due componenti, legate p ro ­
babilm ente a due diversi effetti della radiazione. U n  prim o picco è centrato 
sul valore X — 2860 — 2880 À  ed ha un valore di soglia per X — 3000 À, 
m entre una seconda com ponente si estende per valori di X <C 2800 A. Il m as­
simo di efficienza, centrato a X =  2860 —  2880 À  è probabilm ente collegato 
agli effetti già discussi, m entre per ciò che riguarda l ’origine della banda p re­
sente per X <[ 2800 À  non abbiam o per ora alcuna indicazione.
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