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Radiobiologia. — Effetti dei Raggi Beta emessi dal tritio 
m  E scherichia coli. r). N ota di S i l v i a  B a c c h e t t i  e F r a n c e s c o  

M a u r o , presen ta ta  (**} dal Corrisp. G. M o n t a l e n t i .

L ’uso del tritio , in tro d o tto  assai di recente in radiobiologia per quel 
che riguarda la sua azione m utagena e letale anziché la sua proprie tà  di 
m arcatore biochimico, presen ta aspe tti notevolm ente interessanti. In fa tti, 
som m inistrando il tritio  agli organism i in esame sotto  form a di TH O  (acqua 
tritia ta , ossia acqua in cui uno degli atom i di idrogeno è s ta to  sostituito  
da un atom o di tritio), i raggi beta  che esso em ette costituiscono, sia per 
il loro L E T  ("linear energy transfer) re lativam ente alto, sia per la uniform ità 
dell’irrad iam ento  degli organism i tra t ta t i  (in quanto  l’acqua tr itia ta  si d istri­
buisce uniform em ente, insieme all’acqua normale, a ll’in terno delle cellule, 
seguendo le norm ali vie del m etabolism o idrico) (Spalding et al., 1956), un 
agente fisico in grado di fornire da ti notevolm ente in teressanti sulle ca ra t­
teristiche del danno indotto .

Sul danno indo tto  dai raggi beta  del tritio  sono s ta ti condotti, sino 
ad oggi, solo pochi esperim enti sia su p ian te o anim ali superiori sia su 
m icroorganism i e i d a ti forniti sono, in genere, tu tti  a ca ra ttere  prelim inare 
(B ruggem ann e Giesecke, 1961 e 1962 ; G iovannozzi-Serm anni e t al., 1962 a 
e 1962 b) : le ^ole curve di sopravvivenza che si abbiano sono s ta te  fornite nel 
1962 dalla prim a coppia di A utori c ita ti e riguardano alcuni batteri anaerobi 
del rum ine dei bovini.

L a dosim etria dell’emissione beta  del tritio  è rela tivam ente semplice, 
dato  che le cara tteristiche del radioisotopo sono ben note (Hardwick, 1952 ; 
Moss, 1954 ; Ponzio, 1957 ; S trauss, 1958 ; Lea, 1959 ; Bruggem ann e Gie­
secke, 1962) e che sono s ta te  messe a pun to  tecniche m olto precise per la 
determ inazione dell’a ttiv ità  dell’acqua tr itia ta  (W ilzbach et al., 1953 a) 
I9S3 b e 1954). È inoltre in teressan te no tare che il « range » medio dei raggi 
be ta  emessi dal tritio  è di circa 1 m icron (Lea, 1959), ossia dello stesso 
ordine di grandezza dei d iam etri batterici.

Il calcolo della dose assorbita è s ta to  così effettuato  (sostanzialm ente 
in  accordo con Spalding e t al., 1956, e con B ruggem ann e Giesecke, 1962) :

(1) 1 curie =  3,7 X 1010 disintegrazioni/secondo ;

(2) W  (energia m edia) =  6 X io 3 eV =  6 X io 3 X 1,6 X io-12 erg ;

(3) 1 rad  =  100 erg ;

(*) Lavoro eseguito nellT stitu to  di Genetica dell’U niversità di Roma, con il contri­
buto  del Consiglio N azionale delle Ricerche e del C om itato Nazionale E nergia Nucleare.

(**) Nella seduta del 20 aprile 1963.
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(4) rad  =  curie X 3,7 X 1010 X t sec X 6 X io 3 X 1,6 X io ~ 12 X io ~ 2 =  
=  curie x  3.55 X t sec.

L ’uso del tsec, ossia della d u ra ta  del tra ttam en to  con la soluzione radio­
a ttiv a  m isu rata  in secondi, è reso possibile dal lungo periodo di dim ezzam ento 
del radioisotopo (circa 12 anni e mezzo) e dal fa tto  che la m età del tem po 
di diffusione dell’acqua tr itia ta  all’in terno  delle cellule degli organism i viventi 
è così breve da po ter essere trascu ra ta  (Spalding et al., 1956).

L ’acqua tr itia ta , di cui è s ta ta  determ inata  l ’a ttiv ità , viene aggiunta 
ad una sospensione batterica, o tten u ta  m ediante una triplice centrifugazione 
e risospensione con soluzione M /15 di K H 2P04 (j>H =  7,1) di germi fa tti

crescere in areazione fino al m assimo della fase esponenziale della curva di 
crescita: trascorso il tem po necessario alla som m inistrazione della dose 
desiderata, i b a tte r i vengono nuovam ente centrifugati e lavati più volte 
nella soluzione tam pone, per allontanare l’acqua tritia ta , e quindi vengono 
p iastra ti al fine di determ inare, m ediante la conta delle colonie, le percen­
tuali di sopravvivenza.

Il batterio  usato  è un ceppo di E . coli BB, gentilm ente fornito dal 
L aboratorio  In ternazionale di G enetica e Biofisica di Napoli. L ’acqua tr itia ta  
u sa ta  nel presente lavoro aveva u n ’a ttiv ità  specifica di circa 0,06 curie/m i, 
m isurata  prim a e dopo il tra ttam en to . T u tta  la parte  dosim etrica degli 
esperim enti è s ta ta  fa tta  in collaborazione con l ’Is titu to  di Chimica F a r­
m aceutica dell’U niversità  di Roma.
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T a b e l l a  I.

E. coli trattato con THO.
(N. B.  Ciascun numero di colonie [n] è sta to  o ttenuto  dalla m edia dei conteggi di due piastre; 
gli n contrassegnati da ( +  ) sono sta ti calcolati da p iastram enti con diluizione io—3 e gli a ltri n

con 10—4).

E sperim ento  i E sperim ento  2 E sperim ento  3

dose - O / dose — 0 / dose — O /
(rad.) n n °jo (rad.)

1
n n u/o (rad) n n %

0 440 ±  12 100,0 0 207 ±  1,4 100,0 207 ±  1,4 100,0
9600 243 ± 7 .55,2 6400 . 165 ±  35,4 79,7 151 ±  4 ,2 72,9

19200 90 ±  3 20,4 12800 94 ±  3 45,4 94,5 ±  1 45,6
28800 (+ )  42,3 ± .o ,3 9,6 19200 47 ±  7 22,7 vedi 44 ±  3 21,2
38400 (+ )  34,8 ±  i ,2 8 ,0 25600 (+ )  21,2 ±  1,7 10,2 E speri­ (+ )  22 ±  1,4 10,6
57600 ( +  ) 26,7 ±  1,3 6,1 32000 (+ )  16,0 ±  1,1 7,7 mento (+ )  16,5 ± 0 7,9
76800 ( +  ) 7 ,6  ±  0 ,2 i ,7 38400 (+ )  14,3 ±  0 6,9 2 (+ )  14,0 ±  0,1 6,7

44800 (+ )  12,1 ±  2,5 5,8 (+ )  12,5 ±  2 6 ,0
51200 (+ )  9 ,9  ±  0 4,7 (+ )  9 ,6  +  0 ,5 4,6
576o o (+ )  8 ,7  ±  1,1 4,2 (+ )  8,5 ±  0 ,6 4, i
64000 (+ )  7 ,2  ±  4 ,0 3,4 (+ )  7 ,°  ±  0,1 3,3
70400 (+ )  5 ,0  ±  2 ,0 2 , 4 (+ )  5,8 2,8
76800 (+ )  3 , 9  ±  3 ,0 i ,8 ( +  ) 4 , 1 '± 0 , 2 i ,9

E. coli trattato con TH O  -f- cistamina io  2 M.

E s p e r i m e n t o  i E s p e r i m e n t o  2

d o s e  ( r a d . ) n n % d o s e  ( r a d . ) n n %

0 4 4 0  ±  12 1 0 0 ,0 0 207 ±  1 ,4 1 0 0 ,0

9 6 0 0 4 4 9  ±  4 , 2 1 0 2 ,4 6 4 0 0 193 ±  1 ,4 9 3 , 2

^ 9 2 0 0

-fi00±t- 1 0 1 ,8 1 2 8 0 0 1 9 0 ,5  ±  1 9 2 , 0

2 8 8 0 0 3 3 0 7 5 ,o 192 0 0 00 00 H- u> 9 0 , 8

3 8 4 0 0 2 9 9 ,5  ±  1 6 8 ,1 2 5 6 0 0 163 ±  4 , 3 78,7

5 7 6 0 0 2 69 6 1 ,1 3 2 0 0 0 1 3 4 ,5  ±  5 64,9

7 6 8 0 0 131 ±  3 2 9 ,7 3 8 4 0 0 1 1 9 ,5  ±  1 6 ,3 57/, 7

4 4 8 0 0 i n  ±  n ,3 5 3 , 6

5 1 2 0 0 IO I ±  0 4 8 , 7

5 7 6 0 0 95 ±  5 , 7 4 6 , 8

6 4 0 0 0 88  ± 1 , 4 4 2 , 5

7 0 4 0 0 85 ±  7 4 1 ,1

7 6 8 0 0 81 ± 3 3 9 , i



S. B acch e tti e F. M auro, Effetti dei Raggi Beta emessi dal tritio , ecc. 461

E. coli trattato con T H O  -|- cistamina io ~ 4 M.

E sperim ento  i E sperimento  2

dose (rad.) n «  % dose (rad.) n n  %

0 440 ±  12 100,0 0 207 ±  1 ,4 100,0

9600 3 6 9 ±  13 • 83,9 6400 186 ±  3 89,8

19200 3 0 4 ±  i l 69,9 12800 159 ±  12,7 7 6 ,8 .

28800 219 ±  4 49,8 19200 142 ±  11,3 68,5

38400 112 ±  18 25 >4 25600 122 ±  3,7 58,9
57600 102, 5 ±  2 23 .’3 32000 85 ±  5.7 4 i .  1
76800 46 ±  3 10,4 38400 64 ± 7 30,9

44800 40 ± 0 23,1

51200 ( + )  40,8 ±  1,2 19.7

57600 ( + )  36,8 ± 2 , 7 17,7

64000 ( + )  33>5 ±  0 , 6 16,1

70400 ( + )  30,6 ± 0 , 5 14,7

76800
1
( + )  24,8 ± 1 , 1 11,9

I risu lta ti degli esperim enti con acqua tr itia ta  sono rip o rta ti in Tabella I 
e la re la tiva  curva di sopravvivenza in fig. 1. In  Tabella I sono rip o rta ti 
anche i dati di esperim enti in cui è s ta to  aggiunto alla sospensione batterica, 
oltre all’acqua tritia ta , un agente radioproteggente, la cistam ina, in due 
diverse concqntrazioni ( 1 o ~ 4 e io~“ 4M ): le relative curve di sopravvivenza 
sono rip o rta te  sem pre in fig. 1. In  T abella II sono rip o rta ti due esperim enti 
fa tti coh raggi X (180 kvp, 6 mA, 3 m m  Al eq., 250 e 400 r/m in), allo scopo 
di o ttenere qualche indicazione sulla R B E  (relative biological effectiveness) 
dei raggi beta  emessi dal tritio . In  fig. 2 è rip o rta ta  la curva di sopravvivenza 
ai raggi X insieme, per confronto, a quella ai raggi beta.

Dopo aver trasform ato  le percentuali di sopravvivenza nei loro loga­
ritm i, i da ti di T abella I sono s ta ti sottoposti all’analisi della varianza e al 
controllo della linearità  delle curve di regressione: come è possibile osservare 
anche per mezzo della interpolazione grafica di fig. 1, le curve in carta  semi­
logaritm ica sono risu lta te  non lineari, ossia l’andam ento del fenomeno non è 
descrivibile m ediante una semplice equazione esponenziale. La curva di soprav­
vivenza ai rajggi X (fig. 2) risu lta  invece chiaram ente lineare su carta  semi­
logaritm ica, òssia l’andam ento  del fenomeno è nettam ente esponenziale, il 
che è in pieno accordo con i da ti esistenti in bibliografia (Lea et al., 1937 ; 
H ollaender et al., 1957 ; Bacq e A lexander, 196D.
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T a b e l l a  I I .

E. coli trattato con raggi X .
(N. B. Gli n contrassegnati da (+ )  sono sta ti calcolati da p iastram enti con diluizione

io—3 e gli altri n con 10—4).

E sperim ento  i E sperim ento  2

dose (r) (25or/min) n n % dose (r) (poor/min) n n %

0 OO1-0 100,0 0 420 100,0

7500 3 1 1 62,2 12000 187 44,5

15000 199,5 39,9 24000 92 21,9

22500 H 2,5 22,5 36000 ( + )  46 10,9

30000 (+ )  73,5 14,7 48000 (+ )  20 4 ,8

45000 (+ )  35,5 7 , i
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Le ragioni del particolare andam ento  che assumono le curve per i raggi 
beta, sia in presenza sia in assenza dell’agente radioproteggente, vanno 
probabilm ente ricercate solo fra le varie condizioni sperim entali presenti 
(H óllaender et ab, 1957) : in fa tti, per quanto  si sia cercato di eseguire gli 
esperim enti con i raggi X con le stesse m odalità di quelli con i raggi beta, 
nel prim o caso si t r a t ta  di un irrad iam ento  per mezzo di una sorgente esterna 
di radiazioni e nel secondo per mezzo di una sorgente sparsa uniform em ente 
all’in terno della stessa sospensione batterica . E probabile che con particolari 
accorgim enti sperim entali si possano ottenere curve per i raggi beta  emessi 
dal tritio  con andam ento  esponenziale semplice, come si è o ttenu to  per i 
raggi X.

È chiaro che, da ti i risu lta ti di questi esperim enti, parlare di R E E  o 
di dosi letali ha un senso solo indicativo : ad ogni modo, è in teressante notare 
che, dai dati rip o rta ti, pare che la R E E  dei raggi beta  emessi dal tritio  del­
l’acqua tritia ta , rispetto  ai raggi X a 180 kvp, sia di circa 1. Questo dato  
è in o ttim o accordo con la R E E  per questo tipo di raggi beta, calcolata da 
1,0 a 1,6 per p ian te  ed anim ali superiori da diversi A utori (Jennings e Brues, 
1951 ; Furchner e S torer, 1953 ; W orm an et al., 1954 ; Spalding et al., 1956 ; 

M auro, 1963).
Infine, per quel che riguarda l’azione della cistam ina, i dati o tten u ti 

rappresentano  u n ’ulteriore conferm a delle proprietà rad io-pro teggenti di 
questa sostanza (Bacq et al., 1951; e danno una notevole indicazione sulla 
concentrazione di cistam ina necessaria per o ttenere una soddisfacente radio- 
protezione.

Gli AA. ringraziano l ’Is titu to  di Chimica Farm aceutica dell’U niversità 
di Rom a per l’acqua tr itia ta  fornita e la re la tiva dosim etria.
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