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Genetica. — S u ll’azione mutagena dello psoralene irradiato con 
luce ultravioletta in  Drosophila melanogaster n . Nota***0 di B enedetto 
N icoletti e G iovanni T rippa, presentata dal Socio G. M ontalenti.

Summary. — Psoralene, a photodynamic furocumarine, has been tested for muta- 
genie action on Drosophila males, fed or injected with the substance and thereafter irradiated 
with long wave UV light (X 3655 A). The treated spermatozoa bearing a yw marked X chro­
mosome were tested with the M-5 method for sex linked recessive lethals.

Psoralene did result mutagenic after feeding in the experiments with UV irradiation 
and, even if in much smaller extent, in those without irradiation.

The F3 results have also shown that ingested Psoralene can induce sex linked lethal 
mosaics.

It has not been possible to reach any conclusive evidence for a similar mutagenic action 
of the Psoralene after injection. The salivary chromosome analysis of $$ heterozygous for 
the X chromosomes bearing Psoralene induced lethals has not shown any evident structural 
rearrangement.

I n t r o d u z io n e .

Num erose sostanze chim iche sono dotate di p roprie tà  fotodinam iche: 
hanno il potere cioè di determ inare una serie di caratteristiche alterazioni 
se presenti in sistem i biologici che vengano esposti alla luce. Gli stessi com ­
posti non danno luogo ad alcuna azione se i sistem i biologici a cui sono stati 
som m inistrati vengono m antenu ti al buio: per la m aggior parte  delle sostanze 
ad azione fotodinam ica, gli effetti sono dovuti ad una serie di alterazioni 
m etaboliche risu ltan ti da processi fotoossidativi.

Le furocum arine e i loro derivati sono un  partico lare gruppo di sostanze 
chim iche a s tru ttu ra  ben nota do tate di notevole azione fotodinam ica: è stato 
d im ostrato tu tta v ia  che i loro effetti non dipendono dalla presenza di ossigeno.

L a diffusione di questi com posti in num erosi vegetali ed il notevole in te­
ressa farm acologico che le furocum arine possono presen tare ha fatto sì che 
num erosi stud i e ricerche siano condotti sul loro m eccanism o d ’azione, spe­
cialm ente ad opera di M usajo  e della sua scuola [1].

In  questi ultim i anni è s ta ta  prospettata  l ’ipotesi che le furocum arine 
ad effetto fotodinam ico possano form are, in seguito ad irradiazione, complessi 
col DNA cellulare, in m odo da a lterarne stabilm ente la stru ttu ra .

R ecentem ente questa ipotesi ha ricevuto conferm a sperim entale [2] e ci 
è sem brato pertan to  in teressante saggiare l ’eventuale effetto m utageno di (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Genetica dell’Università di Roma con il contributo 
del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il 12 settembre 1967.
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una furocum arina, lo Psoralene, som m inistrato a SS di Drosophila melano- 
gaster, successivam ente irrad ia ti alla lunghezza d ’onda di 3655 Â (che cor­
risponde al picco d ’assorbim ento e d ’azione del com posto stesso).

Le furocum arine irrad ia te  avevano già dim ostrato  di possedere azione 
m utagena in m icrorganism i [3, 4, 5] e si erano rivelate capaci di indurre m u­
tazioni cromosom iche in cellule di m am m ifero coltivate invitro  [6]. A ltenburg 
Luolin e A ltenburg  [7] ne avevano inoltre saggiato la eventuale azione m uta- 
gena in D .m . som m inistrando la sostanza ad uova in sviluppo allo stadio 
di capsule polari; i risu ltati di questi AA., che avrebbero dim ostrato una 
debole azione m utagena dello Psoralene, sono tu ttav ia  solam ente indicativi, 
dato che l ’irradiazione era sta ta  effettuata a X 2537 Â (UV di per sé stessa 
m utagena) e non possono essere quindi considerati conclusivi.

M a t e r ia l i  e  m e t o d i .

Per i nostri esperim enti abbiam o im piegato SS del ceppo yw (y, I-o ,o  — 
corpo giallo; wì I—1,5 =  occhio bianco; la presenza di queste m utazioni de­
term ina l’assenza di pigm enti m elanici dalla chitina che riveste l ’addome, 
facilitando cosi la penetrazione delle radiazioni U V  fino alle cellule ger­
m inali), ai quali, p rim a dell’ irradiazione U V , veniva som m inistrato lo 
Psoralene.

I adulti, dopo alcuni giorni di digiuno in bottiglie da  120 cc., sul 
cui fondo avevam o depositato uno strato  di alcuni m m . di agar per im pedire 
la com pleta disidratazione delle Drosofile, venivano tenu ti in presenza di 
una  soluzione di Psoralene per altri 3 -4  giorni, in modo che ne potessero 
ingerire u n a  certa q uan tità . L a soluzione veniva p rep ara ta  al m om ento ed 
era costitu ita da 3 mg. di Psoralene, sciolti in 2 cc. di alcool 96° e portati a 
io  cc. con aggiunta di acqua e lievito fresco.

N ell’esperim ento in cui la sostanza veniva som m inistrata a SS adulti 
per iniezione, la soluzione era costitu ita da 3 mg. di Psoralene disciolti in 
2 cc. di alcool 96° e 3 cc. di soluzione Shen.

L a  q u an tità  di sostanza som m inistrata per iniezione, p u r non essendo 
determ inata, era equivalente per ogni S] in fatti era v a lu ta ta  dal grado di 
rigonfiam ento degli addom i du ran te  l ’iniezione.

Successivam ente i SS venivano irrad ia ti con luce U V  secondo la tecnica 
di Reuss [8] a livello degli addom i, usando una dose di 2,5 x 1 0 e ergs/cm 2. 
L a sorgente della radiazione era costituita da una lam pada Philips SP 500, 
m ontata  su un  m onocrom atore B ausch-L om b a reticolo di diffrazione con 
lunghezza focale di 500 mm.

Sperm atozoi di SS cosi tra tta ti  venivano saggiati per la presenza di 
m utazioni letali recessive legate al sesso con ÇÇ vergini del ceppo M -5 
[Ins (1) ^ S1L’8R, S, ^ S1+8^  B].
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R is u l t a t i .

U sando il m etodo M -5 , sono stati eseguiti tre  esperim enti: nei prim i 
due la sostanza veniva fa tta  ingeriere a $$  adulti che successivam ente veni­
vano irrad ia ti con luce UV; nel terzo esperim ento, invece, la sostanza veniva 
in ietta ta  d ire ttam ente  nell’addom e dei $$  che venivano quindi sottoposti 
a ll’irradiazione.

I dati del prim o esperim ento, condotto facendo ingerire lo Psoralene 
ai $ $  adu lti di D .m . sono rip o rta ti in T abella I.

T a b e l l a  I.

T rattamento Tot. Cromos. X 
Esam.

Cromos. X 
Con Almeno 

i Let. Recessivo
% Letali 
Recessivi

PS +  UV .............................. 982 42 4,27

PS ......................... .... 991 i l 1,11

UV .......................................... 827 i 0,12

Senza ......................... .... 3200 6 0,018

Essi m ostrano che:
1) P irradiazione da sola è del tu tto  inefficace nell’indurre un  aum ento 

della frequenza dei letali recessivi legati al sesso negli sperm atozoi dei $$  
di controllo non tra tta ti;

2) la sostanza al buio presen ta di per se un  leggero effetto m utageno;
3) la sostanza irrad ia ta  si d im ostra capace di indurre una discreta 

q uan tità  di m utazioni letali recessive legate al sesso.
La differènza tra  la sostanza al buio e la sostanza irrad ia ta  all*analisi 

statistica eseguita con il m etodo del j f  si è rivela ta  altam ente significativa 
(X(Yates)=  17*73 con 1 grado  di libertà e P =  0,001).

Poiché un  esperim ento collaterale a questo non aveva dato  risu lta ti 
a ltre ttan to  significativi (e u n a  variab ilità  nei risu ltati può spiegarsi con la 
difficoltà di o ttenere che nei c?c? irrad ia ti sia sem pre presente una  qu an tità  
costante e sufficiente della sostanza ingerita), abbiam o voluto estendere la 
nostra indagine su ll’azione m utagena dello Psoralene irrad ia to  fino a rivelare 
la presenza di eventuali m osaici. A ta l fine è stato effettuato un  secondo espe­
rim ento, facendo ingerire la sostanza ai $ $  adulti yw  e saggiando prim a in 
F2 la presenza di m utazioni letali recessive e quindi in F 3 quella di eventuali 
mosaici.

In  F2 è rim asta  conferm ata la insufficiente significatività dei dati dell’espe- 
rim ento collaterale, m entre in F3 abbiam o ottenuto  i da ti che riportiam o in 
Tabella II ; la F3 Ò s ta ta  o ttenu ta  facendo q uattro  incroci singoli (1 Ç di costi­
tuzione M-5\yw  X i $ M-5/Y) da ciascun baratto lino della F2 .
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T a b e l l a  IL

T rattamento Tot. Cromos. 
X Esaminati

Cromos. X 
con i Mosaico %

PS fi- UV ............................. 775 82 10,58

PS . ...................................... 91 4 4,40

UV .......................................... 64 — 0,00

Il calcolo del y} tra  le due classi di m aggior interesse PS -fi- U V  e PS
ha dato un  valore di circa 3, per cui la differenza nei dati, pu r non essendo
significativa per un grado di libertà del sistema, sem bra indicare una certa 
efficacia nelPinduzione di m osaici per m utazioni le ta li recessive.

Il terzo esperim ento è stato condotto sem pre utilizzando il m etodo M -5
esteso alPanalisi dell’ F3 per la presenza di eventuali mosaici, m a non più
facendo ingerire lo Psoralene ai SS  adulti y w ,  bensì in iettando loro una solu­
zione di PS -f- alcool +  Shen; i dati si riferiscono sem pre alla F3, in quanto 
nella F2 non si è po tu ta  m ettere in evidenza alcuna efficacia dei tra ttam enti.

Questi dati sono ripo rta ti in T abella I I I :

T a b e l l a  II I .

T rattamento Tot. Cromos. X 
Esaminati

Cromos. X 
con i Mosaico %

PS fi- Alcool fi- Shen fi- UV 418 9 2,15

PS fi- Alcool fi- Shen . . . 291 4 1 >37

Alcool fi- Sehen fi- UV . . . 189 3 i ,58

Le differenze tra  i vari tra ttam en ti, come risulta dai dati esposti in T a ­
bella I I I ,  non si dim ostrano significative e si può pertan to  concludere che 
nel caso dello Psoralene in iettato  e successivam ente irradiato , questo non 
presen ta la ca ratteristica di poter indurre mosaici per letali recessivi.

C o n c l u s io n i .

Lo Psoralene irrad ia to  si è dim ostrato capace di indurre m utazioni letali 
recessive legate al sesso se ingerito da SS  di Drosophila. Per la difficoltà di 
valu tare la q u an tità  di sostanza ingerita e la q u an tità  di radiazione U V  capace 
di raggiungere le cellule germ inali attraverso  la parete addom inale, non è
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stato possibile determ inare una relazione dose-effetto e si è no ta ta  una  v aria ­
bilità nei risu ltati da esperim ento ad esperim ento. È  stato  tu tta v ia  accertato 
che lo Psoralene irrad ia to  può esplicare la sua azione m utagena, come m olte 
sostanze chimiche, inducendo m osaici per m utazioni recessive legate al sesso, 
che possono essere messe in evidenza solo in F3.

Si è potuto  inoltre m ettere in evidenza come anche lo Psoralene non 
irrad ia to  sia capace di indurre m utazioni letali recessive, sia pure con 
u n ’efficacia molto m inore.

Per quanto  riguarda la differenza negli, effetti dello psoralene ingerito 
ed in iettato , i nostri risu lta ti sono simili a quanto  riportato  da altri AA. [9] 
che avevano dim ostrato  una  m aggiore efficacia m utagena di sostanze som- 
m in istra te  per ingestione rispetto  alle stesse som m inistrate per iniezione. 
Le ragioni di questa differenza, p u r presentando un certo interesse, non sono 
state ancora chiarite.

Il cam pione di m utazioni letali recessive legate al sesso o ttenuto  nel 
prim o esperim ento in seguito all’irradiazione dei $ $  dopo l ’ingestione della 
sostanza, è stato  sottoposto all’analisi citogenetica dei cromosom i salivari 
secondo la tecnica descritta da Nicoletti [io].

Salivari di $$  eterozigoti per un  crom osom a norm ale X Oregon R  e 
il crom osom a X porta to re  della m utazione letale sono stati inoltre esam inati 
per m ettere in evidenza eventuali grossi rio rd inam enti stru ttu ra li; u n ’accurata  
analisi non ha rivelato  alcuna anorm alità visibile. Si può pertan to  concludere 
che lo Psoralene irrad ia to  si è dim ostrato efficace nell’indurre m utazioni letali 
non associate a grossi rio rd inam enti stru ttu ra li, e quindi molto probabilm ente 
di tipo genico, al livello del DNA. Questi risu ltati non sono ancora sufficienti 
ad indicare quale possa essere il meccanismo d ’azione m utageno a livello 
del DNA delle furocum arine irrad iate che presentano tu ttav ia  notevoli analogie 
con gli effetti delle acridine fotoattivate.
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