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INTRODUZIONE 

Macchine acceleratrici di energia sempre più elevata vengono impie
gate nello studio della fisica delle particelle elementari. Negli ultimi anni un 
tipo di macchine co~letamente nuovo si è aggiunto alle molte già in uso: 
gli u anelli di accumulazione n, detti anche ., macchine a fasci collidenti 11, 

In questi nuovi acceleratori due fasci di particelle di alta energia vengono 
mantenuti su orbite circolari mediante campi magnetici per tempi relativa
mente lunghi, dell'ordine dei minuti e anche delle ore. I due fasci si incro
ciano in una o più ., zone di interazione n ove particelle di fasci opposti colli
dendo danno luogo a processi che dipendono dal tipo di particelle e dalla 
loro energia . Poichè le particelle che interagiscono hanno quantità di moto 
eguali ed opposte, il baricentro della reazione è fermo nel laboratorio, contra
riamente a ciò che accade nel caso delle macchine convenzionali, nelle quali 
particelle di alte energie vengono fatte collidere con i nuclei di un bersaglio, 
fermi nel laboratorio. A causa di questo moto del baricentro, una notevole 
frazione della energia delle particelle accelerate nelle macchine convenzio
nali non viene efficientemente utilizzata in quanto, anzichè essere a disposi
zione delle particelle finali nel sistema di riferimento del baricentro, si ritrova 
nel moto del baricentro del sistema rispetto al laboratorio. Questo effetto è 
tanto più sensibile quanto minore è la massa delle particelle bersaglio, e ri
sulta quindi particolarmente grave nel caso di urti contro elettroni fermi . 
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Gli anelli di accumula ziont· sono va ntaggiosi non solo pt·r il fatto eh!' 
l' energia delle particelle collid enti è tutta a disposizione dei prodotti dt· lla 
r eazione, ma anch e perchè una opportuna scelta delle pa rt icelle iniziali per
m etti' di produrre in modo predomina nte st at i fi nali aventi numt'ri quantici 
b en definiti . Ciò accade, per esempio, allorch è i du<' fasci collidt>nti sono for
mati d i elet t roni e posi toni. Indicando con la ]{'ttcra F. l 't>nergia tota le d i 
ciascuna dell e due par t icelle che collidono, uno dei ferwmeni che avvengono 
eon maggio ri' probabilità è l'annichila zione della coppia elcttrone-positont· 
con formazione di t lll quanto dd campo elettro magnetico avente energia 
2E P quantità di moto nulla n el labora torio . Questo quanto, a cui è associata 
energia ma non quantità di moto, ba m assa d iversa da zero t' si comporta 
quindi in modo completamente di verso dai quanti reali, che hanno m assa 
nulla . In particolare il quanto virtuale• decade, dopo un tem po che secondo il 
p rincipio di indeterminazione è t a nto più breve quan to maggiore è la ener 
gia 2E, in uno qualsiasi degli st a ti fin ali che hanno gli stessi numeri quant ici 
del quanto virtuale. Più esattamen te, poichè momento an golare t otale, pa rità 
e coniugazione di cari ca del quanto virtuale sono ident ici a quelli rli un qu anto 
reah· , lo stato finalr> , per quanto complesso sia, devt' n ecessaria mente a Yen· 
momento angolare J = ] (in unità li), p arità Il = .- l, e coniugazione di carica 
C = - l . È questo il vantaggio a cui ci riferi,·amo a llorcbè all'ini zio del capo
verso abbia mo parlat o di st a ti fina li con numer i qua ntici b t' ll definiti ; in
fatti l'interpretazione dei risultati risulta grandemente facilita t a dalla cono
scenza d i q uest a proprietà degli st a ti finali prodotti attra\'Crso uno sta to 
intermedio contenente un solo quan to gamma virtuale. Il t ipo di processo 
ora descritto Yien t' di soli to rappresentato mt•d iante il grafi co riportato in 
F ig. l. 

l St ato 

J rinale 

F ig. l. - Processo dominante per la pro· 
duzione di adroni nell'urto elet
lrone-positon e. 

Gli stati finali che ven gono così prodotti contengono o particelle chP 
hanno soltanto interazioni elettromagnetiche, come le coppie e · e- o (.1. 1 (.1.-, 

oppure particelle soggette alle interazioni forti (dette adroni), cioè pioni , 
mesoni k appa, protoni c antiprotoni , etc. Ci si attende che la produzione di 
adroni sia dom inata dai processi r a ppresenta ti in F ig. l. Ai processi in cui 
Yen gono prodotte part icelle soggette alle sole intcrazioni elettromagnetichP 
(come gli elettroni e i positoni , i m esoni (.1. e i gamm a reali) contribuiscono 
an che stati intermedi virt uali di a ltro t ipo; però, a differenlla d i ciò che accadt• 
JWr gli adroni , esiste una t t·oria Q'clPt trodinamica quantis tica) che è sta ta 
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verificata a più bassa energia e che permette di prevedere univocamente le 
sezioni di urto di tutti i pl:ocessi elettromagnetici. Ne segue che le macchine 
a fasci collidenti di elettroni e positoni permetteranno da una parte un con
trollo della validità della elettrodinamica quantistica ad energie più elevate 
di quelle raggiunte nelle esperienze finora eseguite, e dall'altra uno studio 
dei processi adronici per lo più caratterizzati da stati finali aventi i numeri 
quantici di un quanto gamma. 

ADONE 

L 'anello di accumulazione detto AdA è stato costruito in Italia nell960 su 
proposta del prof. Touschek dell'Università di Roma ed è stata la prima mac· 
china a fasci collidenti nella quale siano stati accumulati elettroni e posi toni {si 
veda per esempio BERNARDINI et al., 1962); l'energia di AdA è E :S 250 Me V. 

Sono attualmente in fase di messa a punto, ma non hanno ancora pro· 
dotto risultati scientifici definitivi, due altri anelli per e+ e-: VEPP2 a Novo
sibirsk (Siberia) e ACO a Orsay (Francia) progettati rispettivamente per ener· 
gie E :S 700 MeV e E :S 500 MeV. 

Presso i Laboratori Nazionali del CNEN di Frascati è stata progettata 
cd è da diversi anni in corso di costruzione una macchina di energia ancora 
più elevata : E :S 1500 MeV (si veda per esempio AMMAN et al., 1962). In 
questo grande anello di accumulazione (Adone) i fasci di elettroni e positoni 
vengono iniettati med~nte un acceleratore lineare, attualmente montato 
e funzionante. I fasci ruotano in verso opposto in una ciambella in cui è 
mantenuto un alto vuoto (lQ·i Torr) e vengono deflessi e focalizzati mediante 
magneti deflettori e quadrupoli. I fasci si incrociano in quattro zone di inte· 
·razione, ove verranno montate le esperienze. La pianta della macchina, che 
si prevede entrerà in funzione verso la metà del 1967, è riportata in 
Fig. 2. 

Caratteristica fondamentale di un anello di accumulazione, accanto alla 
energia massima raggiungibile, è la sua << luminosità n L. Questa grandezza, 
che dipende dal numero di elettroni e positoni accumulati, dalle dimensioni 
trasversali dei fasci nella zona di incrocio e dal numero di incroci per unità 
c.li t empo, è tale che moltiplicata per la sezione d 'urto del processo che si 
vuole studiare dà direttamente il numero di eventi attesi per unità di tempo. 
Nel caso di Adone il valore di progetto della luminosità dipende linearmente 
rlalla energia della macchina e vale 

L = 0,7 X tosa X Eacv cm·2 h·t (l) 

È questo un valore piuttosto conservativo, in quanto il limite imposto dalla 
carica spaziale è circa dieci volte pitt alto; si spera pertanto che la lumino· 

Ann. 1st. Super. Sanità (1966) 2, 799-810 . 
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sità di progetto possa essere superata dopo un primo periodo di studio d t·l 
comportamento della macchina . 

Nel febbraio 1966 si è t enuto a Frasca ti un Congresso nel quale si sono 
discusse le proposte di esperienze a vanzat e dai gruppi interessati alrutiliz
zazwne di Adone. I Laboratori di Fisica dell ' I stit uto Superiore di Sanità 

Il, l 
lf; 
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F ig. 2. - Pianta di Adone: l . lniettore ; 2, Deflettori pulsati ; 3. Cavità a radiofrequenzu; 
4. Magnete, 5. Quadrupoli, E. Zone di i.ntersezione per esperienze. 

banno contribuito con tre rapporti (AMALDI Jr., D EGASI'ERJS & STEIN, 1965; 
AMALDI Jr. , BIANCASTELLI & STEIN, 1966a ; AMALDI Jr., B IANCASTEJ.LJ & 
STEIN, 1966b). 

Successivamente il progetto della prima esperienza propost a ba subito 
diverse aggiunte interessanti ed è entrato nella fase esecutiva . Lo stato attualt· 
del progetto è stato presentato all' lnternational S imposium on Electron 
and Positron Storage Rings, t enutosi a Saclay (Francia) da l 26 al 30 otto
bre 1966 (AMALDI Jr., BIANCASTELJ,I & STEIN, 1966c) . Si prevede che oltre 
al Pro f. P . Stein della Cornell U niversity (lthaca, USA) collaborerà con i ricer
catori dei Laboratori di Fisica nella fase finale della esperienza anche il 
Dr. S. Tazzari dei Laboratori Nazionali di Frascati. 

IL PROGETTO DI ESPERIENZA SULLA RlSO A ZA <1>0 

Tra tutti i processi adronici rappresentat i in F ig. l vi è una categoria di 
fenomeni particolarmente semplice : la produzion e di una singola part icella 

A1111. 1111. /:iupcr. S ani/ti ( 19GG) 2 , i99·810 . 
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che ha i numeri quantici del quanto gamma virtuale. Nessuna legge di conser
vazione attualmente stabilita proibisce infatti che il gamma virtuale si tra
sformi in una sola particella ferma ne~ laboratorio, se l 'energia 2E coincide 
con la massa di una particella che ha stesso J, TI e C del gamma. Attualmente 
sono n ote tre particelle che soddisfano a queste condizioni: il p0 (massa 760 
Me V), l'wo (massa 780 Me V) e il <{>o (massa 1020 Me V). Tutte queste parti
celle sono estremamente instabili, tanto che si preferisce chiamarle " riso
nanze ., ; esse decadono in tempi brevissimi (10·22 -+- l0-23 secondi) in pioni e 
mesoni kappa. In particolare la risonanza <1>0 decade in una coppia K + K- nel 
30 % dei casi circa . Uno degli scopi della esperienza proposta è lo studio del 
processo graficamente rappresentato in Fig. 3. 

e+ 

e-

Fig. 3. - Rappresentazione grafica del processo di 
produzione di coppie K + K - attraverso 
la risonanza a><>. 

Sperimentalmente si tratta di rivelare nella zona di interazione una cop
pia di mesoni kappa che vanno in direzione opposta; ci si a ttende che il 
numero di queste coppie presenti un picco molto spiccato, dovuto all'esi
st enza della <t>o, allorch è l'energia della macchina è E = 510 Me V, cioè quando 
l'energia 2E del y coincide con la massa della <1>0 • I mesoni kappa prodotti 
hanno una en ergia cj.netica molti piccola, 16 Me V, e si fermano in uno spes
sore di scintillatore dell 'ordine di uno o due millimetri , producendo un se
gnale luminoso intenso e quindi caratteristico. n calcolo degli eventi attesi 
sarebbe immediato qualora si conoscesse la probabilità di decadimento 
della <(>o in una coppia e+ e-; poichè questo numero non è noto sperimen 
talmente ed è anzi scopo dell'esperienza la sua misura, si può ricavare 
una prev1s1one a questo riguardo nel quadro delle attuali teorie di 
simmetria degli adroni . Si ricava che con la luminosità di eq . (l) e con 
due contatori per i kappa ch e coprono un a ngolo solido di 4 steradianti 
si attendono circa 170 eventi all'ora. Naturalmente se le tre riso
nanze po, w0 e <1>0 , che hanno i numeri quantici di un gamma, non obbedi
scono alle proprietà di simmetria che le t eorie ora in uso postulano, la 
velocità di conteggio potrebbe essere molto minore di quella così calcolata. 
In Fig. 4 è rappresentato l' apparato sperimentale in corso di montaggio . 
I conta tori a scintillazione U" U 2, U 3 , D ., D 2 e D a servono ad individuare 
i due kappa carichi provenienti dal decadimento della <1>0 ; per brevità non 
discutiamo in dettaglio la logica elettronica necessaria per discriminare gli 
eventi cercati dal fondo . 

Am>. / st. l;uper. Sanità (1966) 2, 799· 810. 
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Cunlt•m poraneamt·nll' allo s tuc.liu Ul'l c.lt·cadimt•nto in 1\. l\ - , l" .. s pnit·nza 
si propone di s tudian• anche· il de·cadi mt·nto de·lla <J)o in !.1. !.1.- l' l"insil'mt• de·i 

decadimenti che· danno luo11o a t•missi onl' di '( n ·a li. Cornt· abbiamo dPtto 

o. 
t%'/ZZ.?'/ ' h m· 

l o, 

CJ rtRRO 

L...........J 10 cm 

Fi!!: . .J. . - L'uppurntu sperilllcntah·. 

ndl'Intrudu:~:iorw, la protluziorw di coppie· fL .J fL ne•ll'urlu l' l('llronl'-positone· 
a \ ·vien1· JWr lo piì1 attraYerso il proct!SSO dominanlt' di Fig. 5-a. 

Fig. 5. 

a ) b) 
Prmluzinne• di t•oppic !L+ !L- : (u) processo usual<-, (b) rontributo a l prol'l'Sstt cii 
produziunt· dovuto al dccadi~~tcnlu c(10- !L • - !L- · 

t\llorchè l'energia 2E dd y , ·irtua lt> coin<:ide con la massa della <1>0 , anche· 

i l processo di Fig. 5-b contribuiSCI' , t• il suo con t ribu to Ì' tanto maggiore quanto 

più grande è la probabilità dt•l d('cadimt·nto t>lcttromagnt·ti <·o della <1>0 in una 

. / 1111. l HI . 81/JH'I'. 8ouilit ( I !Jlili ) 2 , 7!1!1·$ 111 . 
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coppia di m esoni fL· Le ampiezze dei due processi si so mmano e si prevede che 
la velocità di conteggio delle coppie fL:I- fL- presenti, al variare della energia E 
della macchina, l'andamento tipico di ~ig. 6 (si veda GATTO, 1963). La varia
zione percen tu ale della sezione d 'urto, allorchè si passa attraverso l'energia 
della <[>0 , dà una misura diretta della probabilità del decadimento <D0 --+ fL 1- (J.-· 

10.----.----.-----.---~-----.----, 

Coppie fL+ fL
.JKL_ l 

6>-------

2 

o 
500 

1-

510 

----+ 

--- ·-
l 

E ( MeV ) 
52G 

Fig. 6. La velocità di conteggio 
di coppie f.'.+ f-1.- in fun
zione dell'energia della 
macchina: l'andamento è 
determinato dalla somma 
dei contributi di Fig. 5. 

Nell'apparato eli Fig. 4 i mesoni fL t e (J.- prodo tti nella zona di intera
zione vengono rivelati nei contatori U a e D ,, rallentati negli assorbi tori di 
ferro sagomati e rivela ti nuovamente nei contatori U ,1 e D 4 • I contatori U ~ 
e D ~· posti in anticoincidenza, impongono le condizioni che entrambi i m esoni 
fL si fermino negli assorbito.ri di ferro di 5 cm di spessore posti tra U ,-U ~ e 

D ,-D ~. Lo spessore degli assorbitori è stato determinato tenendo conto degli 
efl'etti dello « straggling 11 e della diffusione multipla mediante un apposito 
programma di Montecarlo scritto per l't>laboratore IBM 7040 (BIANCASTELLr 
& STEIN, l966a). 

Esistono altri possibili modi di decadimento della <J)o : 
([>O --+ K,o K zo (2) 
<J>O --+ pO 7to, p± 7t :;: (3) 
$ 0 --+ 7to y (4) 
(J)O --+ Y)o y (5) 
<J>o --+ wo y (6) 

. l nn. / si . .Super . .Sanilr) ( 1966) 2. 7U9 ·8 1U. 
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Tutti ques ti modi danno luogo alla produzione, diretta o indiretta, di l!amma 
reali (per t'Sempio attraverso il decadimento K 1o-+ 21ro e 7ro -+ 2y). Si pre
vede di ri velare questi gamma per m ezzo di dut• contatori di Cerenkov di 
vetro al piombo i cui assi formano un angolo di 90° ron la djrf' :.o:ione dei fa sci 
collidenti. BIANCASTELLI & STEfN (1966b) hanno mostrato che dallo spetlro 
dci raggi y nei contatori è possibile ricavare la probabilità del decadimt>nto (3), 
attualmentt' molto m al nota, fa cendo uso della misura contt>mporanea dellt· 
coppie K "' K - . È inoltrt' possibile ottenere informazioni sul decadimento (5), 
mai osservato, t' porre un limitt' supenore dell'ordine di qualcht> per cento 
a lla probabilità relativa del decadimento (6), che viola una leggt• di simmetria 
la cui validi tà è stata reeentem ente messa in dubbio (BERNSTEIN, FEINBFRC 
& LEE, 1965): la simmetria per coniuga;r,ione di carica. Il decadimento (4) 
non può invece essere ossen ·ato , mentre su l decadimento (2), già noto, non 
SI n ca vano informa;r,ioni nUO\'t•. 

ANALISI DE l PROCESSI EL E'ITRODl 'AMICI 

Comt· s1 e detto nell ' lntrodu:.o:ione, Adone è strumento unico non solo 
per lo studio dei processi adronici rapprest>ntati graficamente in Fig. l , m a 
anche p er il controllo della validità dell 'elettrodinamica quantistica per pro
cessi in cui compaiono soltanto elettroni, m esoni [J. <le gamma e che non sono 
ancora stati studiati, o che lo sono stati soltanto ad eneq!Ìe più bass<•. 

I più semplici processi elettrodinamici che si possono s tudiare con Adont· 
sono: 

e+ + c--+ c + + c (7) 
t'+ + c- -+ y + y ' 

(8) 
(' + + c- -+ [J. ' + [J. (9) 

Il problema discusso e risolto da A MALO! Jr., BIANCASTELLI & STEli' 
(1966a) può così porsi : con che precisione è possibilt> controllare la ,-alidità 
della elettrodinamica quantistica studiando ad Adone con la luminosità 
di progetto (l) ciascuno dei tre processi (7), (8) e (9) mediante un apparato di 
dimensioni « ragionevoli n per un t empo di misura di 150 ore ? La risposta 
a questa domanda è s tata ottenuta applicando, sull'elaboratore IBM 7040, 
il metodo di Montecarlo alla costruzione di un gran numero di esperim enti 
fittizi nei quali si suppone ch t' valga la elettrodinamica qua ntistica , e succes
sivamente analizzando, sempre sull 'elaboratore, le esperienze costruite in 
modo da ricavare il limite inferiore posto da ciascuna di esse sulla distanza ).. 
a l disopra della qual e Yale l 'elettrodinamica quantistica. P er - ~piegare il 
significato di qu t>sta distanza À si può dire in modo grossolano che scopo delle 
esperienze di elettrodinamica è il controllo della Yalidità della legge di Cou
lomb, che dice ch e l<> forze elt>ttriche diminuiscono com l' l'i ll\ erso del quadrato 
della distanza: in ogni esperienza· questo controllo può spingf'rsi fino a una 

. 11111 . / si . Sllf iU. San ilù ( l tlliG) 2 . 7119· 8 11). 
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certa distanza À e più À è piccola tanto migliore è l'esperienza. Il valore di À 

dipende dal processo e dalla energia a cui si la v ora : nell'analisi fatta Sl e 
t enuto conto, oltre che degli effetti delle fluttuazioni statistiche, anche dei 
possibili errori sistematici di misura. 

Possiamo molto brevemente riassumere le molte informazioni ottenute 
da questo calcolo riportando n ella Tab. l i limiti inferiori per la distanza À 

che si ricavano a diverse energie E per i tre processi tenendo conto dei soli 
errori statistici. L ' unità di misura impiegata per À è il Fermi, pari a 1 o·IS 

cm; a scopo di confronto ricordiamo che il diametro di un protone è dell'or· 
dine di l F ermi. 

TABELLA l 

Limiti posti sulla distanza À a cui ancora vale l'elettrodinamica quantlstlca 
(unità JO-JS cm). 

~~i c+ c- l yy l fL 1- fL-
) l 

500 0,023 0,048 0,029 

1000 0,015 0,030 0,015 

1500 0,011 0,021 0,011 

Si ricava dalla Tab. l che i limiti che le tre esperienze possono porre 
su À sono tutti estremamente piccoli, si tratta cioè di esperienze molto sen· 
sibili alla eventuale nhn validità della elettrorlinamica quar.tistica . Si vede 
inoltre che i limiti posti dalla esperienza di annichilazione in due gamma 
reali dà limiti più alti, cioè è meno sensibile, della diffusione elastica e+ e
e della produzione di coppie fJ. + fJ.- . t però necessario sottolineare che ciò non 
significa affatto che lo studio del processo (8) è superfluo, perchè i limiti 
riportati in Tab. l riguardano delle distanze che hanno in realtà significati 
fisici diversi nei diversi processi , per qua~to ciò non appaia nella semplice 
spiegazione del significato di À che fa uso della validità della legge di Coulomb. 

LA DIFFUSIONE E LASTICo\ ELETTRONE-POSITONE 

Nell'analisi statistica discussa nel paragrafo precedente si è fatta l'ipo· 
tesi che l'apparato non fosse in grado di distinguere n ello stato finale le ca
riche positive dalle cariche negative. P er ciò che riguarda il processo (7) 
di diffusione elastica tale distinzione permett e di ricavare informazioni molto 
più dettagliate; infatti in questo caso è possibile separare il contributo del 
processo di Fig. l, che va attraverso un gamma virtuale, dal contributo 
analogo alla diffusione elastica elettrone-elettrone, che non dà luogo ad anni-

..lnn. ! st . Super. Sauità ( 1966) 2 , 799-810 . 
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chila.-; iont·. AMAJ.Dt Jr. , HtA ' CASTELLI & Sn I l\ (1966b) hanno quindi preso in 
•·same una t>s perienza d i diflusionc clas tica d ettronr-positont> il cui apparato, 
contt'nendo campi ma~netici , pernH'tte la separar.iont' di questi due contributi . 
A ques to riguardo un tipo nuovo di magnete deflettore è stato proposto . 

L 't'sperit•nza non è s tata ancora studiata nei dt'ttagli, dato c h t' seguirà 
nd t empo lo studio di'Ile proprietà della ri sonan za <J>o, ma è comunque pro
vata la sua fattibil it à con l' impiego di campi ma~nt•tici rdati ,·a mt'ntt· deboli 
c di t cenit)ht· ormai usuali di cam ere a scintilla . 

Riassunto. - Nellt• m acchint• acceleratrici a fasei collidenti è possibile 
otten .. n · elf' , ate ener~i t' rtt•l sis tema dd barictmtro dt'lle part ict'llt· che intt'
ragi!"cono. Inoltn· l'uso di fasci di t>h•ttroni r· positoni permette la produzione 
prl'dominantf' di sist emi di particelle soggett•· a interazioni forti (adroni) 
che hanno i nmneri quantici di un quanto gamma. Dopo una brnt· dc·scri
zione di Adonl' , la macchina italiana a fa sci coll idt>nti di e lettroni t' positoni 
di energia E ::; 1500 Mt· V attualmente in costruzione, si presenta il lavoro 
fatto dal g ru ppo Alte E nergie dei Laboratori di Fisica dell'Istituto SupPrion· 
di Sanità n.-1 corso della scf•lta t• df' l progetto di t'Sperienza da t'Seguire a 
questa macchina d i nuo,·o tipo. Lo studio della l!isonanza <l>, ca ratterizzata 
1la una ma~sa di 10~0 Mt'V, si ripromett,. la dcterm ina:.~iorw rlt·lla costante 
di accoppiamento y-<1> f' dd la proba bilità d i decadimento <l>---+ 11- - f.l- , <l>---+ p1r, 
<b---+ 'YJY; si pensa inoltrf' eli porre un limite superiore a l decadimcn t o <!>---+ cuy, 
che viola la simmt'tria d t•llt• irttt'l'azioni elettromagnetiche sotto coniuga
ziorw di carica. In connessionf' con lo s tudio d t·i processi e lettrodinamici 
sono stati analizzati , ml'diante un metodo di Monteca rlo, i trt' procc•ssi (c + + 
e- ), (f.l · + (.C) e (y -t y), per rica ,·a rc quali son o i limiti ch1• ciascuno di 
t•ssi pont•, con una es perienza " ragionevole n, alla 'alidità della Plc ttrodina
mica quantistica. lnfìn t• si t- compiuto uno studio preliminare di unu espt•· 
rienza di diffusione elastica e+ + c- -+ e" + f' - nella quale, distinguendo il 
segno dell t' carich•· fina li mediantt' campi m agnetici , si possono separare i 
due maggiori contributi del processo: il grafico di Fig. l , che ha come stato 
intermedio un solo quanto gamma, " il grafico che contribuisce alla di ffusioni' 
clasti ca elettrone-clcttrorw. 

Summa1·y (A fine of research far Adone, the ltalian electron-positron 
colliding beam machine). - In colliding beam machines, high energies in thc 
centcr of mass system of the interacting particl t>s a re obtained. Moreover 
if electron and positron beams are stored, the fina l statt's containing strong 
interacting particles are predominantly produced through the proccss gr a
phically represented in F ig. l ; thus the fina) st att.' has t ht• quantum number 
of a singlt· gamma. Othc:r intermediate states contribute to thc production 
of electromagnt:tic particlt•s (electrons, f.l nwsonl'i and gamma) . HowevPr, 

. 11111. / xl • .'iii,CI' . .'iouili1 ( l!lfoli) 2. iU9·8lll . 



in 
o, 
ti. 

rà 
o
,li 

l t: 
e -

i) 
' ) • 

·o 

re 

a 

.a 
:c 

r, 

f• 
1-

~ · 
r 
li 

·-
il 

o 

c 

n. 

e 
r 

!7 

" 
r 

l 

FIS ICA D ELLE AI.TE E:-.ERGI E 809 

these contributions can be computed using quantum electrodynamics (q .e.d .) 
which has b een verified at lower energies. Thus a comparison with the expe
rimental r esults enables one to check. the validity of q.e.d. t o higher cnergies 
that is, for the indet ermination principle, to smaller distances. 

The pian of Adone, the Ita lian electron-positron colliding beam m achine, 
is shown in Fig . 2 (AMMAN et al., 1962). Eq. (l} gives the project luminosity 
L; multiplying L by the cross reaction of the process the number of events 
per hour in the total solid angle is obtained. 

The High Energy group of the Physics Laboratory of the I stituto Supe
riore di Sanità has proposed at the Sy mposium held in Frascati in F eb ruary 
1966 a study of the <J) r esonan cc (mass = 1020 Me V) (AMALDI, BIANCASTELLI 
& STEIN, 1966c). One of the purposes is the determination of the y -<1> cou
pling constant through the measurement of the production of K + K- pairs 
(see Fig . 3). In the apparatus (Fig. 4) counter s U 1, U 2, U 3, D ., D 2 and D 3 

will det ect the K m esons; t he expect ed rate is 170 per hour. Simultaneously 
counter s U 3, U 4 , U 5 , D 3 , D 4 and D 5 will recognizc !l+ !l- pairs; due t o the 
exist ence of the <l> two amplitudes contribute to this process (Fig. S) ami the 
counting ra t e is expected to vary as a function of m achine t•nergy E as it is 
shown in Fig. 6 (GATTO, 1963). The probability of tbc decay <l>--+ !l+ !l- can 
thus be m easured. Using glass Cerenkov counter s the y rays coming fro m the 
decays of Eq. (2) ... (6) can be detected. The following information can then 
be obtained: the probability of the deca ys <l>--+ p7t a nd <1> --+ "'JY and an upper 
limit on the C-nonconserving <1> --+ wy decay (BERNSTEIN, FEINBERG & LEE, 
1965). 

T he following ~problem has also been discussed and solved by m eana 
of a Montecarlo computation on the IBM 7040 computer (AMALDI, BIANCA
STELLI & STEIN, 1966a) : which is the limit that each of the t hree electro
d ynamical processes (7), (8) and (9) studied with a « r easonable » a pparatus 
can put on the distancc À, which measure tbc valid ity of q.e.d. ? Roughly 
À can be interpreted as tbc rlist ance at which the inver se square depenrlence 
upon the dist ance o f the Co ulomb law is still valid. Table l contains a short 
summary of the r esults obtained ; À is measured in Fermi (l F = 10·•a cm). 

Finally a study of a possiblc experiment o f elastic sca ttcring e+ + c- --+ 
e+ + e- with r ecognition of the fina! charges has been made (AMALDI, BIAN
CASTELLI & STEIN, 1966b) ; the main point of the experiment lies in the di
stinction between the a nnihilation contribution , of the type of Fig. l , and 
the scatterin.g contribution, which a ppears also in elect ron-electro n scat
tering . 

Il gruppo ha tratto beneficio da numerose discussioni avute con il Dr. L. )faiani sugli 
uspetti t eorici dei problemi sollevati durante il lnvoro qu i esposto. 

24 ottobre 1966. 
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RAPPORTO SUL LAVORO DEL GRUPPO DI JU CERC I 

D I RJOFI S J CA D F. L FAGO 

A'll'"A REALE SCA FATI 

Studi sulla soppressione fenotipica da streptomicina 
in mutanti amber del fago T 4 

H anno collaborato a queste ricerche il Dr. GIUSEPPE VlS!CATO (ospite d ei Laboratori 
di Fisica d ell'Istituto Superiore di Sanità), per una parte delle esperienze, ed i sigg. MARIO 
ARACO e PIERO SAVIN! (Laborator i di Fisica dell'Istituto Superiore di S anità) p er l'assi
stenza t ecnica. 

Le ricerche oggetto del presente lavoro sono state iniziate presso il LaboratnirP de Bin
ph.vsique di Ginevra diretto dal prof. E. Kellenberger, che si desidera ringraziare. 

Il lavoro è stato eseguito nel quadro dell'attività promossa e finanziata dal Consiglio 
~ azionale delle Ricerch e presso i Laborutori di Fisica dell'Istituto Superiore rli Sanitù. 

PREMESSA STOHICA 

Nel L 964 è apparsa nella letteratura scientifica specializzata in biologia 
molecolare, tutta una serie di pubblicazioni, che hanno m esso in luce nuo vi 
asprtti dell 'azione biologica ~Ila streptomicina, un a ntibiotico già abbastanza 
studiato anche a livello molecolare, ad esempio per quanto riguarda la sua 
capacità di inibire la sintesi proteica negli estratti di cellule batteriche i n vitro. 

Alcuni esperimenti precedenti (ANAND & DAVIS, 1960; D uBI N & DAVIS, 
L 961) avevano anche mostrato che la streptomicina provoca nei batteri 
sensibili un 'alterazione della membrana cellulare, con conseguente pt>rdita 
di prodotti m etabolici. 

E ra inoltre noto che la curva di incorporazione della streptomicina c•~ 
presenta un andamento bifasico, con un' incorporazione iniziale praticamente 
istantanea, ed una secondaria pitl lenta e quantitativamente più importantf' 
(DAvrs & ARMITAGE, 1960); quest ' ultima è inibita in presenza di cloranfc
J\Ìcolo, in quanto richiede la c rescita per manifestarsi, così come la richiede, 
d 'altronde, la st essa azione antibatterica dell' antibiotico, a cui sono immuni 
le c1, llule in presenza di cloranfenicolo. 

Il 95 % della streptomicina si incorpora in una frazione citoplasmatica 
(HANCOCK, 1961) successivamente identificata come ribosomi. Si sapeva 
ino ltre che, per quanto riguarda il comportamento nei confronti della strep
tomicina, si possono isolare delle cellu le muta nti spontanee, resist enti al
l' azioni' drll 'antibiotico anchr ad alte dosi, ed a ltre dipendenti da esso per la 
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loro cn·scita. I due tipi di mutazioni intert'ssano foci gPnetiCJ strettament•· 
legati o, addirittura, coincidenti (DEMEHEC et al ., l 949 ; NEWCOMBE & N t l 

HOLM, 1950; LENNOX, 1955; HASIJIMOTO, 1960). 
S uccessivamente SPOTTS & STANIER (1961) , sulla base di tali eviden zt· ,. 

dei loro studi su cellulf' streptomicina-dipendenti, avanzarono pe r primi 
l'ipotesi cht• il sito primario dell'azione de lla streptomi cina all'interno dt•llt • 

cellu1P siano i ribosomi. La morte d elle cellule sensibili sarebbe dovuta ad 
un'elevat a affinità dPi relativi ribosomi per l a streptomicina, la loro combina
zione con la quale r enderebbe impossibilt> l 'attaccam ento dell'RN A messag

gero impedendo così la sintesi proteica. I ribosomi dellf' cellult· r Psistenti , 

invece, avrebbero una struttura tale da non combinar si a fl'a tto con l a strep
t omicina, senza ~!cuna conseguente interfe renza , quindi, con l'att accamt•nt o 

dell ' RN A messaggero. lnfint>, nelle cellule dipenden ti dalla streptomicina , 
i riboso mi avrebbero subito per mutazione qualche modificazion e tale da 
ridurre la loro normale affinità all'RNA messaggero, che però potrebbt• essen 
ripristinata se i ribosomi sono attivati dalla streptomicina . 

Quest ' ipotesi incontrò subito il favore generale, anche perchè, negli 
anni successivi, si vennero accumulando altre evidenzf' sperimentali , che di
m ostra vano una caratteristica pleiot r o pia d elle mutazioni del genP dt'tPr

minante il comportamento delle cellule in pres:nza di streptomicina , pleio

tropia giustifi cata nel caso che le mutazioni concernessero la struttura dPi 
ribosomi, implicati direttamente nella sintt>si dt>llc proteint· ,. quindi p ratica
m ente nei più diver si processi cellulari . 

Infatti , s i era nota ta un a interferenza d ella mutaziont• a strep tomicina
resistenza anche con fenomeni apparentemente non correla ti , come ad esem
pio la capacità di accettare o degradare il D NA del fago ), da parte di batteri 

Escherichia coli K12 li sogeni pt~r il profago P1 (THOMAS & LAMBERT, 1962) 
o la funzione di vari soppressori genetici, soppressori eli mutazioni batteriche 
gal- (LEDERBERG, CAVALLI-SFORZA & LEDERBERG, 1964), e di muta?.ioni 

fagiche (À sus) (CouTURIER, DESMET & THOMAS, 1964). 

A questo punto, nel 1964, una serie di la v ori da parte del gruppo di 
Gorini e d ei suoi collaboratori (GoRINJ & KATAJA, 1964 a ; b ; DAVIES, GrL
BERT & GoRINI, 1964), mise in luce un aspe tto nuo vo del problem a p er altro 
già osservato da altri sperimentatori (p . es . LEDERBERG, CAVALLI-SFORZA 
& LEDERBERG, 1964) . 

E ssi hanno messo in eviden za, infatti , l 'esist enza di un meccanismo di 

soppressione attivato da lla streptomicina, o in altre parole la possibilità di 
corregger e fenotipica mcnte, in presenza di s trt>ptomicina, una mutazion!' 

genetica . 
Il feno meno da essi osservato su a lcuni batteri Esclwrichia coli , auxo

trofì per a r ginina c strcptomicina-resis tenti , consisti·' a nel fatto che t a li 

cPIIult• ordinariampntf• incapaci di cr escer !' su terreno minimo pri vo di argi-
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nina crescevano, invece, e si dimostravano capaci di sintetizzare l'ammino
acido a partire da t erreno minimo, purchè in questo fosse stata aggiunta 
della streptomicina. La presenza di quest 'ultimo dunque aveva sui mutanti 
richiedenti arginina l'effetto di sopprimc~e la manifestazione di tale mutazione 
(soppressione fenotipica o revcrsione della mutazione). 

Parallelamente a questi esperimenti in vivo, altri ad opera dello st esso 
gruppo, sono stati compiuti su sistemi in vitro (cell-free) in cui si studia l'incor
porazionc, in cat en e polipeptidichc, di amminoacidi marcati in presenza di 

un polinucleotide sintetico funzionante da RNA messaggero . Era già noto, •l· •· · 

come abbiamo precedentemente menzionato, che la streptomicina inibisce 
su ribosomi sensibili la sintesi proteica bloccando l'incorporazione dell'am
minoacido normalmente codificato, ad esempio da poli-U, ma si osservò 
allora che essa provoca parallelamente anche una stimolazione della incor
porazione di amminoacidi diversi (miscoding). 

Se il sistema cell-free utilizza ribosomi estratti da cellule streptomicina
resistenti il miscoding è decisamente piu basso (ANDERSON, GoRINI & BRE· 
CKENRIDGE, 1965). Che la sensibilità a streptomicina risieda nei ribosomi, 
ed in particolare nella subunità ribosomica usualmente caratterizzata come 
a v ent e un coefficiente di sedimentazione di 30S è stato poi dimostrato da 
la vori di DAVIES (1964) e di Cox, WHITE & FLAKS (1964). Essi hanno potuto 
ottenere dei ribosomi attivi per la sintesi proteica ibridi e cioè formati dalla 
unione di una subunità da 30S sensibile a streptomicina e una di 50S resi
st ente, c viceversa, ed hanno osservato su questi che l'ibrido 30S resistente-
50S sensibile è resistente, mentre 30S sensibile-50S resist ente è sensibile. 

Mettendo insieme,r.i risultati in vivo e in vitro, il gruppo di Gorini ha pro
posto un' interpretazione sia della azione letale della streptomicina, che del
l'effetto di reversione, basata appunto sul miscoding. Un elevato livello di 
errore nell' incorporazione di amminoacidi nella catena polipeptidica, provo
cherebbe nelle cellule streptomicina-sensibili un accumularsi di proteine 
non funzionali e quindi la morte. Viceversa la moderata entità del fenomeno 
sulle cellule streptomicina resist enti potrebbe essere non importante p er la 
normale fisiologia delle ce11ule stesse, ma giusto sufficiente per correggere 
a nche solo parzialmente l'effetto di una mutazione p er sostituzione di base. 

In altre parole gli errori prodotti dalla presenza della streptomicina, 
possono a caso, cancellare, all'atto della sintesi proteica, l'effetto dell'errore 
codificato, nel DNA. 

Evidentemente, inoltre, questa correzione riguarda unicamente la sin 
tesi protcica, senza influire in nessun modo sulla duplicazione del DNA, 
che avviene per altra via direttamente sul DNA parentale, e quindi senza mo
dificare la trasmissione alla discendenza della mutazione genetica. 

Si spiega con quest o modello anche la reversione fenotipica che si trova 
(GoRINI & KATAJA, 1965) a dosi piccole e subletali di streptomicina anche 
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ndlt• cellult· sensibili. ()ut'Stt' dosi infatti sono sufhcit·nti pt·r· an·n· la n •, ·t·r
siont· attra verso un mt·<:canismo di miscodinf{, Sf•nza cht· l'di'l'HO risulti ll'talt· 
p<'r ecces!'ìo di errori. 

In. che modo poi la streptomic.ina esercitcrt>bb ~ · qut·sta funzionl' , P qualt• 
sia il ruolo giuocato dalla s uhun.ità ribosomica da 30S, non è a tutt 'oggi hl'n 
chiaro. Alcuni esperimenti di PESTKA (1965) tt'lldono a dimostran· cht· la 
streptomicina modifica la capacità da parte dcli'RN A solubile di riconoscere• 
le triplt>tt<· o « codoni " dell' HN A messaggero , alterando la formazi one dt ·l 
complPsso triplctta -ribosoma-amminoacil-sHNA , almt'no in t'SJH'rimf'nti 
in vitro nei quali ve n i ,.a usato come messaggt•ro un polinuclt·otidP sintPtiro. 

VicevPrsa un lavoro, apparso reCPI1tPmPntc, di STERN <'l al. (1966), ten
derebbe a ridurre l' importanza dell'azione diretta della strcptomicina sui 
ribosomi, t' dell'accumularsi di proteine non funzionali come causa dt>ll 'l'f'
fctto letale della streptomicina stessa, in quanto , in condizioni in cui la sin
tesi proteica è bloccata, si ha tuttav ia un marcato cfl'Ptto conseguente al
l 'esposizione alla streptomicina delle cellule sensibili, nella forma di una 
stimolaziOile della sintesi ùell'RN A, probabilment e dell ' R N A messaggero. 

In tale quadro la correzionf' eli un errore genetico potrehhf' interprt'tarsi 
come dovuta a sintesi di RNA messaggero anorr4<do per effetto della stn ·pto
micina. Questo RNA anomalo potrehhl' esso st esso portare degli errori di 
trascrizione come pure potrebbe attaccar si in maniera irregolart· ai ribof\omi. 
Il risultato finali' sarebbe comunque lo stesso. 

DESCRIZIO.\'E DEI RISULTATI SPERIMENTALI 

Il nostro gruppo ha compiuto, negli ultimi anni, alcuni studi sul fl:'no
meno della revcrsimw fenotipica da streptomicina, osser vato praticam cntl' 
per caso, sino dal 1963, sul sistema dei mutanti << amber " del fago T 4 , attivo 
su Escherichia coli. 

Ricordiamo brevemente che i fagi a.mber so no una senf' di mutanti del 
fago T 4 isolati da R. H. Epstein e collaboratori (EI STFI N et al., ] 963) e 
definiti in base all'attività liti ca su duP diversi <' i!p]Ji di E . coli, uno i 'vr mis· 
'iÌv.•, CR 63 tE. coli Kl2) e l'altro n "n permissi,o, S/6 (E. coli B). Essi danno 
aree litiche su CR 63 ma non su Sj6, mentre il tipn selvaggio del T 4 dà ane 
litiche su entrambi. 

Uno studio approfondito di ciò che an·ienc se un fago amber infetta un 
ceppo non permissiYo, ha mostrato eh~· non si ha progeni<' attiYa (altro che 
con una probabilità dell 'ordine di 10·• fagi per battf'rio infPttato), c che ciò 
è dovuto ad un blocco di una delle funzioni essenziali dello sviluppo fa gicu 1:' , 

in termini molecolari, alla sintesi di proteine incomplete· ,. non funzionali. 
Prt,cisamt,ntc, la catena p cptidica si intPrrOm]W, in corrispnmh·nza alla mu

tazione amber sul DNA. 
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Sono note anche altre classi di mutanti fagici ambivalenti, come i mu
tanti soppressore-sensibili À sus del fago À (CAMPBELL, 1961), il sottogruppo 
ambivalente dei mutanti rll del T, di BENZER & CHAMPE (1961), i mutanti 
'' ochre n (BRENNER & BECKWITH, 1965) e alcuni mutanti << host dependent >> 

del fago a RNA f2 (VALENTINE & ZINDER, 1964). Ricordiamo inoltre che per 
tutti questi sist emi oltre che per altre mutazioni ambivalenti batteriche, è 
possibile definire uno o più geni << soppressori », la cui presenza in un deter
minato stato, indicato come su+, nella cellula ospite, det ermina la sua per
missività al fago ambivalente, mentre lo stato su- corrisponde alla non per
missività. In queste ultime circostanze, la mutazione portata dal fago si 
manifesta come letale, in quanto il fago infettante l'ospite non dà progenie 
attiva, mentre una cellula su+ può, all'atto della sintesi delle proteine fagiche, 
correggere l'effetto della mutazione con un meccanismo di soppressione feno
tipica il cui risultato è analogo a quello realizzato dalla streptomicina, anche 
se il meccanismo stesso può essere diverso. 

In questo caso si ha infatti, almeno per qualche soppressore, buona evi
denza sperimentale per affermare che la correzione dell'errore è dovuta alla 
presenza, in una cellula su+, di una classe di RNA solubile tale che può inse
rire un amminoacido opportuno in corrispondenza della tripletta sul DNA 
che ha subito la mutazione, in modo che la proteina prodotta risulti funzio
nale, anche se con efficienza più o meno ridotta. 

Non vogliamo tuttavia qui discutere il fenomeno della soppressione. 
Vari Autori (VALENTINE & ZINDER, 1964; 0RIAS & GARTNER, 1966) hanno 
messo in evidenza l 'esist enza di una soppressione fenotipica da streptomicina 
in alcuni di tali sist emt di mutanti fagici ambivalenti. Ciò significa che una 
cellula può, in presenza di streptomicina, dar luogo a progenie fagica attiva 
se infettata con un fago che porta sul suo DNA una mutazione soppressore
sensibile, anche se la cellula stessa non porta il gene su+. 

Nel caso dei mutanti amber ciò è stato osservato su vari ceppi non 
permissivi, ed in particolare sul ceppo l4a, un E. coli Kl2 resistente a strep
tomicina ed su- . 

Per un mutante amber (am) ed un ceppo non permissivo (su- ), si può 
definire in generale un coefficiente di trasmissione, TC, come la frazione di 
batteri su- infettati, capaci di produrre almeno un fago maturo, che cioè 
costituiscano un centro litico sul ceppo indicatore : 

TC = ~. 
Nn 

Tale frazione è ovviamente uguale ad l (o può talvolta essere un po' 
minore di l) per il T, selvaggio, mentre per i diversi amber è di circa 10·•. 
In presenza di streptomicina questo numero può aumentare di un fattore 
102-10', a rrivando a valori del 10% e più, del tipo selvaggio, tuttavia la re-

. Jnn. lsl. Su]>er. Sanità (1966) 2, 8 11 ·82~. 



fi l li RAPI'ORTI DF.I GRl 'PI'I DI RI CERCA 

versione da streptomicina non arriva praticamente mai al 100 %· Si pull mi
surare naturalmente anche il r endimento in fagi, per cellula, o burst size 

(volume di scoppio): ques to può essen• definito in du e modi, o come rapporto 
tra numero totale di fa gi maturi prodotti diviso il numero di batteri infetta ti 
(BS) , o comP numero medio di fa gi prodotti per centro infetti vo (BS*): 

BS* 
N 

Si vede subito che BS = BS*/ TC, e che BS ~ BS* per il tipo seh-aggio . 
L'entità della reversiont> da streptomicina può essere misurata dal rappor to 
dei valori di TC o di BS (o di BS*) con o sen za streptomicina . 

Un esperimento tipico per studiare l' azione della streptomicina su di
versi mutanti fagici, consiste nPl prelevare· un campione di cultura batterica 
alla concentrazione di :o::: l08b/ ml, ed infettarlo con fagi, a molteplicità 5-10, 
in modo che la frazione di batteri non infettati sia trascurabile, con o sen za 
streptomicina, a concentrazioni variabili. Dopo un t e mpo sufficiente per l' in
fezione, si aggiunge antisiero per eliminare i fa gi non a dsorbiti , ed infine si mi
sura il numero di centri infettivi (o di fagi prodotti dopo un t empo sufficicn tt' 
per la lisi), piastrando con opportuno indicatore, gen eralmente cn 63 SH . 

Alcune prove preliminari sono ser vite per detirminare la dipenden:~;a dr l 
fenomeno da varie circostanze (età della cultura, pH dei t erreni , concentra 
zione della streptomicina), per la scelta delle condizioni migliori di studio. 

La Tab. l , m ostra i risultati per quanto riguarda la dipcnden:~;a dall 'età 
d('lla cultura batterica. Come si vede, l'azione della streptomicina tende ad 

TABE LI.A l. 

Dipendenza della reverslone dall 'età della cultura batterica. 

l1, aao nsponcnzialc 
in.i :r.iulc 

lllntanlc fuglco (10' b/ml) 

'J'(' l l:IS' 

an1 + 0,97 270 

l 

l 
l 

a m Nl 22 2,34 J0-4 B,B 

am Nl22 + Sm 0,23 13,0 

a m N 52 1, 3 10·4 5, 1 

a m 52 + 5111. 0,14 10 ,2 

F nse "spoucnziul" 

l (108 ll/1111) 

1'C l lJS ' 
l 
l 

0,90 145 

2,6 10·4 3,9 

0,25 3,4 

4, 7 J0-4 4,7 

0,25 9,0 

-
Fuse di snln.-uzi ono 

( IO• b/ ml) 

'l'(' l 
0,61 

3,7 JO·• 

6,0 10·4 

4, 5 10·5 

5,8 10·6 

lJS' 

3 2 

l , B 

1, 1 

l ,o 
1,0 

N. B . - BS• è il rendimento in fagi per centro litico (burst size). TC è il coefficiente 
di trasmissione o frazione di batteri infettati che danno almeno un fugo attivo nella progenie. 
Il simbolo + Sm indica che l ' infez ione è- stata fatta in presenza di streptomicina (Sm). 

Aut/. 1.•1. S!IJJet'. Smtilil (HHW) 2 , 8 11·R2:L 
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l'Sserc nulla per batteri in fase di saturazione, e c10 m accordo col fatto che 
anche la st essa azione letale della streptomicina richiede ch e il met ab ol ismo 
cellulare sia attivo. 

P er quanto riguard a la dipendenza dal pH, sono state fatte prove a pH 
6, 7, 8 dei t erreni. A parte il fatto che un pH elevato riduce anche da solo i 
valori sia di TC che di BS* anche per il tipo selvaggio, sembra che la rever
sione aumenti leggermente (al più di un fattore 5) all' aumentare del pH, 
mentre corrispondentemente aumenta pure l'effetto letale. 

La Fig. l mostra la dipendenza dalla concentrazione di streptomicina 
della reversione misurata attraverso i valori di TC del mutante amfB17 . 

..----------------·-· ·~10· 

(l~~. } •m 817 (~ ... 

1' 
10., , 

~-

\ 
' 

•i' IO., 

.. 

Fig. l. - Viene riportata la r eversione da 
streptomicina, espressa attra
verso il coefficiente di trasmis
sione (TC) per il mutante am 817 
sul ceppo su- Ba (Escherichiu 
coli K 12), con e senza strepto-
micina. La curva a tratto con-
tinuo, corrispondente all' ordi-
nata di s inistra, 1 a p presenta i 
valori di TC per le diverse con-
centrazioni di streptomicinn, r i-
portate in ascisse, divisi per il 
valore T C,, coefficiente rli tra-
srnissione d el tipo selvaggio, in 
assenza di streptomicina. La 
curva tratteggiat a, corrispou-
dente alla ordinata di destra, 
rappresenta i valori di TC, alle 
diverse concentrazioni di strep
tornicina, per il tipo selvaggio, 
divisi per il valore TC0 • 

La F ig. 2 riporta invece i valori di BS, a lle diverse concentrazioni, da 10 a 
10.000 !Lg/ml di streptomicina. Nelle due figure sono riportati anche i valori 
per il tipo selvaggio ; si vede che per la rcvers10ne S l ha un massimo intorno 

Ann. l sl. :Sur>er. Sanità (1966) 2. 811· 23 . 
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ai 200 [.Lg/ml , mentre l' azione letale, praticamente trascurabile fino a 100-200 
p.g/ml, va poi aumentando all ' aumentare della dost>. Se si riporta viceversa 
in grafico la reversione corretta per l'effetto leta le, riportando cioè i valo ri , 
p. es., di BS p Pr am B17 divisi per i valori di BS per a m -+ alle dosi corrispon
denti, si trova una dipendenza lineare entro gli errori , cioè una curva dc·l 
tipo " one hit "; nell' ipotesi proposta dai lavori dd gruppo di Gorini e di altri , 

IO'' l 
(~)•m \7 

l 

' 

1000 !SCO 

· . 

······---re 
(lH •. 

l 

" l 
1 
' --' 

. ~ .. ~ - . . - . . ... •. 

2000 
. --~ IO" ' 

[ Sm ~ (" ' "'') 10'000 

Fip:. 2. - Viene riportata la rever•ionc da 
streptomicina, espressa altra
verso il valore del rendi111ento 
medio in fagi (BS) p er il mutante 
am 817 sul ceppo su- 14 a con c 
senza streptomicina. La liuca a 
tratto continuo si riferisce a llu 
ordinuta di sinistra, e rappresentu 
i valori di B S alle diverse con cen
trazioni di streptomicina, divi'i 

P'ì{ il valore BSo ciel t ipo selva!!· 
gio senza strept omicina. La li
nea tratteggiata si riferisce alla 
ordinata di destra e rappresenta i 
V<Ùori di BS per il tipo selvaggio, 
divisi p er B S0 • 

che la streptom1cma svolga la sua a:~.ionc legandosi ai ribosumi e moditicau
doli in qualche modo nei loro rapporti con l'RNA messaggero, questi risultati 
suggeriscono che basti a ciò una molecola di streptomicina per ribosoma . 

P er quanto riguarda la specificità della r cversione da streptomicina nei 
confronti delle diverse mutazioni amber, la Tab. 2 mostra che, almeno per i 
mutanti su cui si è provato, su tutti si è trovata una buona re versione; osser
viamo che nella Tabella è riportato anche un confronto con la reversione 
fenotipica prodotta con diverso m eccanismo da un analogo dell 'uracilc, il 
5-fluorouracile (5 F U). Come si vede, la specificità della streptomicina, se 
pure esist e, è in ogni caso diversa da quella del 5 FU. 

Si è tuttavia dimostrata l' esistenza di una spc~cificità temporale· dd
l' azione della streptomicina, nel senso chf' essa deve essere prt>sente, per essere 
efficace per la reversione, nel momento in cui viene sintc·ti zzata la proteina, 
la cui sintesi n el mutante è bloccata in un ospite su- . 

• ! nn. / st . S uper . Scmilci ( l!IG6) 2, 81 1·8 :.!3. 
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Una mutazione amber può infatti avvenire in vari punti del genoma 

fagico e corrispondente mente bloccare la sintesi di varie proteine che possono 
t'Sserc sia le cosiddette « early proteins H, c cioè gli enzimi che nella prima fase 
dello sviluppo Jel fa go vengono sintetiz'zati preliminarmente alla duplica· 
zione del DNA e richieste da questa, che al contrario le proteine '' late >> , c 
cioè ad esemp io i costituenti proteici dell' involucro del fa go, che vengono 
sintetizzati soltanto pitl tardi. 

TABELLA 2. 

Reversione da streptomicina per diversi mutanti •• amber "• e confronto 
con la rcversione da S·fluorouracile ( 5 FU) 

,--- -
Goot!lcicnto <li trnamisslonc {T C) Volume <l! scoppio {B S) Il e· 

v or-

~l li tunto Cngico Rov. da Sm Rov. daSm s i o ne 
.ronza Sm con Sm TC {+ Si\1) senza Sm con :;m BS {+ Sm) <la 

T C {- Sm) BS C-Sm) 5FU 

l 
a rn 1 0,60 0,45 0,75 180 135 0,75 

6 (gene 7) 7,3 I0·3 6,0 10·1 0,8 I02 5 . I0-3 8 1,6 · 103 + 
28 (gene 11) 5,7 · 10·4 I , 1 I0-1 1,9 I02 0,75 . I0-4 1,7 I0-1 2,3 . 103 + l

. ami 

ami 

amo 9 (gene 12) 1,4 . 10·4 6,0 I0-2 4,3 102 2,6 . I0-4 1,5 IO· • 0,58 . 103 -

am2 o (gene I4) 1,4 . 10·4 5,2 10·1 3,8 103 0,9 · lO-~ 4,5 '~,6 . IO' + 
7 (gene 23) 1,4 10·4 0,7 1 5, 1 I03 8,7 . 10·5 16,7 1,9 . 105 + 
5 (gene 2-1-) 0,8 10·4 5,7 · 10·4 7, I I,2 - lO·• 1,8 1o-si1s -

~ 

3 102 10) 4 8 (gene 34) 0,83 · 10·4 2,5 . 10·2 0,88 · 10·4 3,5 . 102 -

ami 

nm6 
l 

amS 

am5 2 (gen e 37) 2,0 I0-4 10·1 5 102 0,8 . 10·4 1,6 10·2 2,0 . IO' + 
22 (gen e 42) 0,6 10·5 I ,6 . 10·1 2,8 104 2,9 . 10-5 1 .-~ ·~.8 . Io• + 
2 (gene 44) [4,6 · 10·4 1,75 · I0-1 3,8 102 0,9'~ . I 0-8 0,77 8,2 . ] 05 + 

aml 

arn8 

l ! -

N. B. - I:IS è il rendimento tot>ùe per batterio infettato, TC ha la definizione d ella 

tabella precedente. ( t Sm) indica la p resenza , (- Sm) l'assenza di streptornicina n eU'esp e · 

rimento. 

In esperimenti m cui le cellule infettate venivano sottoposte all'azione 
della strcptomicina per un breve periodo (<< pulse ») corrispondente a fasi 
diverse dello sviluppo , si è vist o che la fase in cui la presenza della strepto· 
micina è efficace per la rcversionc è diversa per un mutante bloccato nelle 

'< early proteins "• o nelle " late "· 
I risultati sono illustrati nella Fig. 3, per un mutante tipicamente « early " 

(am N I22) ed uno tipica mente r< late >> (am B17) . In questo esperimento la 

_lnn. l sl. ::;uper. Sanità {1!!6G) 2 , 8 ll·!!:l3. 
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streptomJCtna ve ni va a ggiunta alla cultura batterica a t empi di\t:' rsi, sta 
prima che dopo l'infezione, mentre in ogni caso dopo 15 min' dall ' infl'
zionc, veni va tolta p t•r diluiziont·. Non si adottava a lcun part icolarl' a ccor
gimento per sincronizzare i t empi dello svilup po fagico , m t>ntre il tempo 
in cui fagi vt>nivano lasciati adsorbin· prima dell' aggiunta di antisiero 
l'ra di 7 minuti . 

10"'.-----~---------, 

! -

i 
1 
.r 
'ii 

10"' "! 
c:: 

10~15 
l 

•S.. 

.. 
l 

-s o 
l l 

+S.. • Sm 

l (min) 

• S •10 '15 
l l l 

+Sm +Sm -Sm 

FiJ!. 3. - Si riportano i risultati di un'csperieuza 
in cui la st repto micina (Sm) (200 !Lg/rnl) 
v eniva aggiunta a lla cultura b atterica, 
considerando t = O il m omento drll 'i ll

fezion c con il f ago, r ispettivamente am 

1\'122 (« early •) c am B l 7 (" late ») p er 
le due curve indicate. 15 min' dopo la 
infezione, t utti i campioni ven ivano 
diluiti l : 1000 in brodo senza strcplo
micina~ e le diluizioni venivano incuuat <' 
a 30"C e lisale dop o 100 min' con cloro
formio per d et ermin are il r endimento in 
fagi. Le d ue curve riportano i valori di 
BS rclutivnmenlc ul tipo selvaggio . 

Si può anche in quest e condizioni osser vare che la cinetica d eli 'azione 
di r eversione è nei due casi diversa; la reversione è ridotta a l 2 % del m assimo 
per am N 122 se la streptomicina è aggiunta dopo 5 minuti dall' infeziont\ 
mentre è a ncora del 30 % per am B1 7 nelle st esse condizioni. 

Riportiamo infine alcuni risultati di natura diversa c analoghi ad a ltri 
precedentemente citati , sulla interferenza della mutazione a streptomieina
resist enza con i soppressori genetici. Il ceppo CR 63 è tipicamente su -t per 
gli amber ; a partire da esso sono stati isolati alcuni mutanti resist enti a 
streptomicina spontanei ; di essi, alcuni sono d iventat i su- . In realtà, 
la Tab. 3 mostra che essi possono dividersi in trr classi : la prima ha 
conser vato invariate le su e proprietà su+ rispetto agli nmber, la seconda 
è diventata su- , e la t erza , si comporta come s u- in assenza di strepto
micina, com e su+ in presenza; h enchè la soppressione iu quest o caso sia un 
po' meno effici ente. 

Ann. l sl. :SUJi!' l". S"nilà ( 1VGG) 2 , 8 11-823. 
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TABELLA 3. 

lnterazlonl tra mutazione SmR e soppressore su1 

r-- Ceppi batterici r·csl8tcntl a lla strcptomlcinn (SR) 

~Intanto fa~ino """ ""' s• • l """ s• B l ""'" s•c sensibile 
dcnza Srul con Srn ~enza smi con Sm 80nza ;Jml con Sm 

---
am + . + + + + + + + 

--- ---- - - - --- --- --- ---
am N456 + + + - - ( +) (+} 

- -- --- ---- --- --- - --
am B24 + + + - - (+) (+ ) 

--- --- --- --- --- --- ---
a m H 21 + + + - - (+ ) (+) 

--- --- --- --- --- --- - --
atn Bl7 + + + - - - (+) 

--- --- --- --- --- --- --- - - -
a m N 52 + + + - - - (+) 

- - - --- --- --- --- --- ----
a m l 122 . + + + - - - (+) 

--- ------ --- --- --- ---
am N82 + + + - - - (+ ) 

--- - ----- --- --- - - - ---
am N133 + + + - - - -

--- --- --- - -- --- ---
Am l 65 . + (+) + - - - -

N. B . - I ·risultati d e11a presente t abella sono ottenuti mediante spoH est, deponendo 
su di una piastra seminata con il ceppo b atterico considerat o (._..-- 2 . 108 bat teri per piastra) 
una gocciolina in sospensione fagica a ._..-- 2 · 107 fagi/m l con un'ansa. Se si ha in cor rispon
den za una zona litiea chi ara dopo incubazione, il ceppo viene considerat o permissivo ed il 
r isulta to è indicato con +. se invece la zona rimane torbida il ceppo viene considerat o non 
permissivo, ed il risultato vien e indicat o con - . U n ( + ) indica una zonalitica meno evidente. 

SVILUPPI SUCCESSI VI 

I risultati finora esposti sono più o m eno in accordo con il modello della 
azione della streptomicina proposto da Gorini, an che se non ne dimostrano 
in senso assoluto l'attendibilità. A questo proposito bisogna osservare che le 
misure di coefficiente di trasmissione o di « burst size ll , sono delle misure indi
r ette e complessive della quantità e funzionalità delle proteine fagiche sinte
tizzate in determinate condizioni. L'evidenza sp erimentale da noi ottenuta 
è tuttavia in contrasto con l' ipotesi alternativa che il processo primario 
r esponsabile dell'azion e let ale e della soppressione fenotipica della strepto
micina siano da attrib uirsi ad un accumularsi di R N A messagger o anom alo . 
Sembra infatti che quest 'ultimo fenomeno si manifesti dopo un certo ritardo 

. 11111. lsl. :Super. :Sanità ( 1066) 2, 811·8~3. 
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(d eli" ordint· di 60-90 min), mentrt' la sop[Ht•ssione puù manifestarsi , cu nw 
dimostrano anch«> gli esperimenti di cinetica, nei pochi minuti nect'ssari 
alla cellula per sintt:tizzare le p rotei n ... •< early n del fa go. 

P er arrivare ad una più approfondita co mprensione del fenomeno a li
vello molecolare sono necessari altri studi sia in vit>o chP in 1>itro. 

In particolarr alcuni Autori hanno tentato di mettere in rilievo altera
zioni strutturali dei ribosomi, prodotte da una esposi?.iOnl' a streptomicina 
ddlc cdlult• sensibili (HERZOG, 1964) trovando una parziali> inibizioni' dPila 
dissociazioni' dei ribosomi a basse concentra?.ioni di magnt•sio. 

Altri studi si ri volgono viceversa alla possibilità di a vere una soppres· 
sionc fenotipica con altri antibiotici, o altre sostanze, P studiare le analogie 
di comportamento con la streptomicina. 

La nostra linea di ricerca si propone di SCl'ndcre a studi di dettaglio 
più fini dell'azione della streptomiciP.a sui r ibosomi , t ' delle intcrfercn7.t' tra 
il meccanismo di funzionamento della streptomicina l' quello dei soppres
sori genetici. 

Studi in tal st:nso sono già st ati ini?.iati, come purl' altre indagini sulle 
possibili condi?.ioni fisiologiche in cui si può avere la soppressione fenotipica. 
Accenniamo qui soltanto al fatto cht> un cer to liv,rllo di soppressioni' si puù 
aver<' sottoponendo lt· cellule a particolari circostanze, comi' la car~nza di un 
amminoacido nt>ccssario per la crescita, o la variazioni' della conct>ntrazione 
di magnesio nel terreno di cultura. 

Si ritiene che mettendo a confronto tali risultati in vivo con l'esame dellt· 
proprietà c della struttura dci ribosomi t• delle altri' specie macromolecolari 
che intervengono nella sintesi proteica , si possa farr maggior luce sul procf'sso 
della sopprt'ssione delle mutazioni in generait'. 

Riassun t~ . - - Si descrivono alcuni studi sulla soppressioni" fenotipica 
prodotta dalla streptomicina sul sistema dei mutanti aml)(•r dt·l fago T 4 • 

Viene discussa la dipendenza del fenomeno dali(• condizioni sperimentali, t' 

la sua apparente aspecifìcità nei rigu ardi dei numerosi mutanti amber pro
vati . Mediante esperimenti di cinetica , si è potuto mostrare che la strepto
micina deve essere presente a l momento della sintesi proteica e che, a seconda 
della proteina la cui sintesi è bloccata nel mutante, esist e una specificità 
t emporale per la efficacia della rcversione da streptomi cina. 

Summary (Studies on streptomycin-induced phenotypic suppression 111 

amber mutants of phage T 4 ). - The phenoty pic repair induced by strepto
m ycin of mutant genotypes was fìrst shown by GoRJ ' I & K ATA.JA (1964 a; b) 
and others (VALENTINE & ZINDER, 1964 ; 0RIAS & GART NEH, 1966). Thc 
mechanism of action of this streptomycin-activatt·d suppn·ssion, togcther 
with the mcch a nism of t he lf' thal action on scnsiti vr cd ls, is di scussed in tbc 

A1111. 1.•1. 8 ctJH:I'. :5cwil<i ( l!llili) 2. 8 1 L-82:l . 
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light ot' tht· mi ;;eudi lt;.! dt •Lt-r miw·d in t•itro by ~treptumyci n (U.<\\ l ES, t ; ILUEHT 

8.. GoHI N I , 1964). Thi~ paper rt•porls somt• results ubtninl'd on t lw pht' llU

t~ pie s upp n·ssion hy >' Lrt·ptornycin, with t he sys te m of r11nber mutanls of 

phagt' T 1 (EPsTE I N d u/ .. 19o3). Thc dcpenden<: t• of th<• pffic it•ncy uf supprcs

s iun upun Lht• t'X I ~~"I'irr r a· nt a l colu litions is discussed . Tht· dost· uf strt·ptmnycin 

" ·hi ch corres pund s lo a rnaxirnu m re pa ir effic il'ncy is uf 200 (J.g,' ml (see Figs. 

l , 2) . Ali tlw \ arious amlwr mutants tested n spon.d to st reptumycin suppres

s io ll , in the abst• ru·e of genetic supprcssors. An intt"rft>rcnct· has also bt'c n 

,.; hown between Sm" - S m" mutation and a gerwtic s uppn·sso r (st't' Tablt' 3). 
,\ spcci fi city in timt• for t hc s treptom ycin action is de monstratr d b y pulst• 
t•xperimt·nts (,;et• Fig . 3). 
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'viAHH CREMO~ESl·: 

Effetti della radiazione ultravioletta sul DNA in vitro e in vivo 

Le ri<'t>rrllt' sono statt· condoth' da MAnTA CREMONESF: (Laboratori di Fisica d ell'Ist i
t uto Superiore di Sanitil). 

Alle esperienze sul DNA i11 t•il•o ha parteeipato: 

AMLETO CASTELLANI (Centro Studi Nucleari della Casaecia del CNE:'ì ). 

Le ricerche si sono l!ioY:Jte dcii:~ assistenza tecnica di'l Sii!. ANTO!'ò!O ARACO (Laboratori 
di Fisica). 

()uesto lavoro è stato esel!uito nel periodo 1965-66 nel quadro dell'nttivitit svolta dai 
Laboratori di Fisica dell'Istituto Superiore di Sanitù con l'appoggio del Consiglio Nazionale 
delle Ricerche. 

• 
Un problema molto attuale e di grandt' interesse per il nostro laboratorio 

è quello dello studio degli effetti delle radiazioni sugli esseri viventi. 
In questi ultimi anni agli studi di radiobiologia vera e propria si sono 

affiancati studi St>mpn· più numerosi di fotobiologia , riguardanti in par
ticolare i danni prodotti dalla radiazione ultravioletta su macromolecole di 
inten·ssc biologico t' su cellule viventi, specie da quando Hollaench'r notò 
la somiglianza fra lo spettro d 'azione per il danno cellulare c lo spettro d 'assor
bimento degli acidi nucleici. Alcuni ricercatori hanno così cominciato uno 
studio sistematico dell' interazione dell'UV con il D NA, sia in vitro che in 
·vivo, nella speranza di capire in tal modo l' origine del danno biologico ed 
avere nello stesso tempo qualch e nuova informazione sul m eccanismo di 
azione cellulare. 

Dallo studio delle singole basi prima e del DNA in vùro poi , si è potuto 
vederf' come l 'ultra violetto interagisca preferenzialmentf' con le basi piri
midini ch e, dando luogo alla formazion e di dimeri di timina (BEUKERS, IJL
STRA & BERENDS, 1958; BEUKERS & BERENDS, 1960; MARM UR & GROSSMAN, 
1961 ; DEARING, 1962 ; DEARING & SETLOW, 1963 ; WACKER, 1963) o di ci
tosina (FREEMAN, HARIHARAN, & JoHNS, 1965 ; ]OHNS, LE BLANC & FREE
MAN, 1965; SETLOW, CARRIER & BoLLUM, 1965). Tali dimeri , portano come 
conseguenza al blocco della duplicazione del DNA. Infatti nel si stema D NA
polimerasi di Bollum , se si usa come " primer )} un D NA irraggiato e quindi 
contem'nte dimeri di timina , la sintesi della nuova catena progredisce fino 
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al dimero, che agisce bloccando la sintesi ulteriore. Inoltre, tali dimeri sono 
stati trovati a nche in vivo, ove essi portano all' arresto della duplicazione cel
lulare e quindi a lla morte op erativa della cellula (SETLOW, SwENSON & CAR· 
RIER, 1963; SETLOW & CARRIER, 1964 ; BOYCE & HOWARD FLANDERS, 1964). 

Altri danni prodotti dall' irraggiamento con ultravioletto sono denatu· 
razioni parziali locali e rotture nella molecola del DNA: questi due ultimi 
effetti sono stati messi in evidenza solo per dosi di radiazione molto elevate, 
e non è ancora ben chiaro il ruolo da essi giocato n ella inattivazione del DNA 
tn vwo. 

In questo filone di ricerca noi abbiamo pensato di affrontare il problema 
degli effetti dell'UV sul DNA sia in vitro che in vivo. 

Con sistemi in vitro si è in particolare cercato di individuare le possibili 
soglie energetiche per la formazione dei due diversi tipi di dimeri e per la 
formazione di rotture lungo le eliche del DNA. Si è usato a questo scopo il 
DNA del fago !X, irradiato con luce monocromatica nell'intervallo di lun· 
ghezza d'onda 2400-3000 À. 

Per il DNA nativo irradiato in aria, si è trovato (CREMONESE, 1966) 
che gli effetti prodotti dalla radiazione ultravioletta sono essenzialmente: 

a) formazione di tagli lungo le singole eliche del DNA, con una effi
cienza quantica, per la lunghezza d'onda più efficace À = (2860 ± lO) A, 
pari a 

<h = 2860 A =' 6 X IO·• t agli/quanti assorbiti 

b) lieve effett<f di denaturazione, probabilmente dovuto alle rotture 
lungo le singole eliche del DNA ; 

c) diminuzione del valore del T"' ed allargamento della transizione 
di denaturazione; 

d) comparsa in gradient e di CsCl di una frazione di DNA non denatu
rabile con trattamento alcalino a pH 12,4 ; 

e) aumento della densità media in CsCl delle due eliche del DNA e 
della parte non denaturabile di esso. 

Gli effetti b) e c) sono con molta probabilità delle conseguen ze delle rot
ture lungo le singole eliche del DNA, mentre gli effetti d) ed e) sono da attri
buirsi alla formazione di dimeri di pirimidine lungo le singole eliche o fra 
eliche opposte del DNA. 

Gli effetti menzionati hanno tutti un andamento molto simile, al variare 
della lunghezza d 'onda: in Fig. l è riportato come esempio un grafico della 
densità p del DNA resist ente a denaturazione, presente dopo l ' irraggiamento, 
in funzione della lunghezza d 'onda: in tale curva si nota come l'efficienza 
della radiazione vari leggerment e fra i 2600 ed i 2800 À p er poi aumentare 
fino ad un massimo per À = 2880 A e ridiminuire poi rapidamente con un 
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, ·a lon: di soglia JWr À = 3000 À. Si notano cioè un picco tl 'dfieicnza , centrato 
a ì, = 2880 A, cci una banda n rso le energie p i ti a ltt•. 

Gli stessi , -alori eli f"oglia t' fH"r il massimo di pffì eienza sono stati tru,·a t i 
pt•r ~li altri t·fl'etti . 

'p(Qjcm'} 

1710 

-- ---
"'" 

.... n oo n oo 

Fil-(. l . - Densità in CsCI d ella parte 
11on denaturabilc dopo ir
ragg: iamenti con lJ \' dt·l 
DNA elci fa ~-to :x, in fnnzio
nt• de lla lun~-t iH'zza tt'onda . 

In Fig. 2 è riportata la scompostzwnt• in somma di gaussiane Ùl'i gra fi ci 
ottenuti dell' analisi in gradiente di densità di CsCI in ultraeentrifuga ana litica, 
di due campioni di DNA, rispettivamcntt· di controllo (a.) <· irradiato a ), = 
(2880 - 10) A (b). Si può notan' eomt" nel campione irra diato k varie com
ponenti del D NA tli IY. (fraziont• non denaturabire, elica I C'g~•' ra !'rl t" lica pt·-

a ) 

' ' ' 

ic- -~-;:Ll _ L"""·~~·---u gs 1703 t7tl 1121 
p I O/ t f'fl1 1 

Fil!. 2 . - Scomposizione in w mnta d i gam
siane d ei grafic i ottenuti dall 'analisi 
in gradi ent e di densità di CsCI. a) 
DNA IX non irrodiato, d t·naturato ; b) 

DX A IX irradia to a À = (2880 1 I O) 
A. Le successive gaussiane corri 
sp ondono, d a sinistra o d est ra nel
l'ordine, a : DJiìA di B. me.~atherium 

di rife rimento (p = J ,li95). DNA di 
fago IX non d cnaturubile (p 
a) 1,703 ; b) 1.70 7), 0 1\"A d cll'elir a 
lcg!lera del fag:o IX (p -~ a ) 1,7 13; 

b) 1,7 18), D . A dell'elica pe•antc òl'l 
fnf!O IX (p = a ) 1,72 1 ; l•) l ,7.311). 

sante) abbiano dt'nsità in CsCI deeisamcntP maggion · ri spt'lto a ll l' analoght· 
compom' nti d t'l DNA non irradi~to: inoltri' la frazionC' r.orri spondt•nte a D N A 
non dt·naturabilt· è fortt•m t>nt t• aumr ntat a ; dall 'arPa rl t'll<· gaussiane corri -
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spondenti alle varie frazioni si può valutarr che la parte non denaturabilc 
di DNA corrisponde, dopo irraggiamento, a circa il 25 % del DNA totale. 

I risultati descritti sono stati ottenuti irraggiando i campioni in presenza 
di aria. Può quindi sorgere il dubbio che essi siano in parte dovuti alla pre· 
senza di ossigeno. La esperienza è stata quindi ripetuta irradiando i campioni 
in presenza di solo ossigeno o di solo azoto rispettivament e. Le curve otte· 
nute in questo modo sono in ottima corrispondenza con quelle già trovate 
precedentemente, e non mostrano sensibili diversità fra di loro . Si può quindi 
affermare che, come l.a formazione di prodotti di dimcrizzazione, anche la 
formazione di tagli lungo le singole eliche del DNA non sono influenzate dalla 
presenza di ossigeno. 

Infine per avere una idea più precisa circa il significato delle due soglie 
osservate, si stanno facendo degli irraggiamenti di DNA di fago ex già denatu
rato. Pur non avendo ancora dei dati definitivi, si può dire che anche in questo 
caso sono probabilmente presenti due valori di soglia a lunghezze d'onda com· 
parabili con quelle già trovate. Essendo il DNA già denaturato prima dell'ir
raggiamento, non si ba naturalmente in gradiente CsCl la banda corrispon· 
dente ad una frazione non denaturabile : per lunghezze d'onda vicino al 
massimo d'efficienza compare però in questo caso una nuova componente, 
di densità intermedie fra le densità delle due eliche singole del DNA, 
dovuta probabilmente a lla formazione di singoli crosslink.~ fra due elich t> 
diverse. 

Per quanto riguarda ~li irraggiamenti in vivo, ci si è fino ad oggi occupati 
solamente di problemi riguardanti il « recovery , , da parte di cellule irradiate, 
del danno provocato dall' ultra violetto. 

È noto che il danno provocato dall'UV sul DNA può essere <<riparato n, 

in vivo, mediante due meccanismi ben distinti: la fotoriattivazione, in cui 
si ba il riacquisto della proprietà di duplicazione, in st>guito ad irraggiamento 
con À intorno ai 4000 A, ed il u dark recovery n, in cui il fenomeno eli riparo 
avviene in assenza di luce fotoriattivante. 

Mentre nel caso della fotoriattivazione si è certamente in presenza di un 
processo enzimatico, che spezza i prodotti di dimerizzazione presenti nel 
DNA, nel caso del dark recovery i dimeri delle pirimidine vengono allonta· 
nati dal DNA st esso e vengono ritrovati come tali nel citoplasma {SETLOW, 
SwENSON & CARRIER, 1963 ; SETLOW & CARRIER, 1964). In collaborazione 
con il prof. Cast ellani, del centro Studi Nucleari della Casaccia del CNEN, 
Laboratorio di Radiologia Animali', si è cominciato uno studio del fenomeno 
del << dark recovery n ed in particolare di alcune conJizioni che possono modi
ficarlo. Supponendo che anche il processo di riparazione in assenza di luce 
sia di natura enzimatica, ci siamo chiesti se l'enzima fosse preformato o in· 
dotto . Si sono quindi fatti irraggiamenti di cellule batteriche mantenute in 
condizioni di ridotto metabolismo in t ampone per tempi variabili . 
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I dati ottc,nuti non sono aneora ddiniti' i, ma ·t'mbra comunqut' acct·r
tatu chc· JWrio!li di digiuno (u stan>ation >~) anclw di dut· giorni non intncchin.o 
st·nsihi lmPntt· la fa coltà dclr /';sclwrichia coli B di riparart· il danno prodotto 
dall 'uV. Talt· risultato SPmhra favorevole all' ipotesi ddla preesistt·nza dc·l.
J'pnzima n·sponsa bile dd '' dark n•covery "· 

Le lint't' di ricl' rca fino ad oggi intrapn·se, sono soggettt· a molti ultt•riori 
sviluppi . Comi' pro~ramma di la,oro futuro, i inll·ndl' infatti sia amplian· 
il campo di macromolt'colt· studiati· ITI l'itro . sia rstt'ndf•rt• la riet•r ca 
l" 1'11'0. 

Inoltre, tt' I'U'nclo conto ddla mancanza di informazioni sul romporta
mc·nto rlc•llc· moleco le di intl'rt'SSI' biologico lll'll 'int!·rvallo di radiaziont• co m 
pre o fra i raggi X c l'ultra' io letto pro11simo, fino ad oggi studiato, si sta IH'n 

sando ùi utilizzar!' la radiazionc• emessa dagli r lc·ttroni accc• lerati dal sincro
tronP di Frascati per compic·re l' perit·nzt· di biofisica nt'll' intf·rvallo di frt· 
quc'nza fra i raggi X cd i 2000 A, os~ia nel ca mpo ancora non aA'rontato com
prt'so fra quf'llo di intf'r<'SSI' clrlla rarliobiolo~ia ,. quello di inlf·rt'S~I' rlt'lla foto
biologia. 

.. 
Riassunto.-· Vengono dt•scritti alcuni t•A'<•tti ddla radiazioni' ultra 

violc·tta sul DNA sia in vitro clw in vit•o. Pt•r il DNA in t•itro ~<ono 

~tati studiati i segu<•nti fcnomc•ni: a) formaziont• di tagli sulle singoh- eliclw 
dd D A: b) clt'naturazione locali' ; c) presenza di una frazioni:' di molt'colr n ·si
stenti a lla ch·naturazione; d) aumc>nto dt>lla d!'nsità m!'d ia m gradi!'ntl' di 
CsCI del D A irradiato. P er tutti quc·sti cfl't•tti si è messo in cvidt•nza un 

massimo di effirit>nza quantica a ), = 2880 A. 
Per il DNA in v ivo si è s tudiato l 'effetto dd digiuno (« stan•ntion ") 

prima dcll ' irraggiam ento con la r ad iazionr ultra violetta d<·ll' Escherichia 

coli B, con l' intento di vcdnl' e l'enzima responsabile dc> l " dark recnvery " 
è preformato o indotto . Gli esperimenti, ancora in fal'P preliminarc·, srmbrano 
appoggiarr la prima ipotrsi. 

Summary ( Researches o n tlw e.ffects of u.ltraviolet radiation 0 11 D A, in 
vitro and in vivo). - Thr following efl'ects ha\'1' becn studicd on in r•itrn 

DNA: a.) production of intc' rruption in the single polinucleotidl' strantl; 
b) local denaturation; c) pre cnct· of a fra ction of molecules resistant t o 
dc·naturation ; d) incn•asc in tlw bouyant dt' nsity in CsCI of irrarliatc·cl 
DJ'\ A. 

Forali of thcsc effects a maximum of quanturn dlil'i t• ll.CY at).. =- 2880 À 
has heen shown. 

Thr effcct of a EscherichirL coli B s tarvation b1·fort' l ' V irradiation suggc·st 
that thf' t•nzim!· rc•sponsihle of 11 dark n·co,·cry ,, ili ronstitutivP. 
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