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Biochimica. — Ricerche sulla struttura della clorocruorina dì 
Spirographis spallanzanii. Osservazioni a l microscopio elettronico 
Nota di A l e s s a n d r o  R o s s i- F a n e l l i , D in o  G u e r r i t o r e , M a r ia  

L u is a  B o n a c c i e M a u r iz io  B r u n o r i , presentata ((*) **} dal Socio 
A . R o s s i- F a n e l l i .

R ecentem ente nel nostro Is titu to  sono s ta ti condotti d e ttag lia ti studi 
su alcune p roprie tà  fisico-chimiche della clorocruorina di Spirographis spal
lanzanii in soluzione [1, 2].

Im m agini della clorocruorina di Spirographis spallanzanii al microscopio 
elettronico sono sta te  rip o rta te  da Roche e coll. [3, 4, 5] nel corso di uno 
studio sistem atico su crom oproteidi a peso molecolare elevato di varie specie 
di Anellidi. D a tali osservazioni com unque non è possibile concludere quale 
sia l ’esa tta  s tru ttu ra  che corrisponde alla molecola proteica in soluzione.

Nella presente N ota sono rip o rta ti i risu lta ti dell’osservazione al m icro
scopio elettronico della clorocruorina a pH  variabili da 7,2 a 11,5. Tali dati 
sono discussi e correlati con le caratteristiche fisico-chimiche della molecola 
stud iate  in soluzione in analoghe condizioni sperim entali [1, 2].

M a t e r ia l i e t e c n ic h e .

L a clorocruorina di Spirographis spallanzanii h) è s ta ta  p rep ara ta  dal 
sangue raccolto dai vasi della corona secondo la tecnica precedentem ente 
decritta  [1] e purificata fino ad ottenere un unico com ponente omogeneo e 
sim metrico all’ultracentrifuga.

Per le osservazioni al microscopio elettronico, la soluzione di clorocruo
rina -  contenente 5,75 g/1 di pro teina in acetato d ’ammonio all’i % a pH  7,2 
è s ta ta  d ilu ita 1/10 con acetato  d ’ammonio all’ 1 % p orta to  a pH  7,2 con 
KOH 1 N ed a pH  8, 9, io  ed 11,5 con am m oniaca concentrata. Allo scopo 
di avere condizioni sperim entali esattam ente sovrapponibili a quelle realiz
zate nella determ inazione delle costanti di sedim entazione, le soluzioni sono 
s ta te  tenu te  a 40 C per 2 ore.

L a colorazione negativa è s ta ta  eseguita secondo la tecnica di Brenner 
e H orne [6]. L a soluzione contenete 575 ^g/m 1 di clorocruorina è s ta ta  mesco

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Chimica Biologica della Università di Roma e nel
l’Istituto « Regina Elena » per lo Studio e la Cura dei Tumori, Roma.

(**) Nella seduta del 9 maggio 1964.
(1) Il materiale è stato gentilmente fornito dalla Stazione Zoologica di Napoli.
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la ta  in p arti uguali con fosfotungstato di potassio al 2 % ed im m ediata
m ente nebulizzata con V aponefrin su retino ricoperto da film di carbone.

I p repara ti sono sta ti osservati al microscopio elettronico RCA EM Ù  3 D 
ad un ingrandim ento  elettronico tra  33000 e 65000 x.

R is u l t a t i.

Clorocruorina a PH neutro . -  L a fig. 1 m ostra un campo nel quale ap
paiono im m agini esagonali ed im m agini rettangolari. L a forma esagonale, che 
ha un diam etro medio di circa 270 A, risu lta  form ata di 6 elementi approssi
m ativam ente circolari del diam etro di circa 90 A, disposti agli angoli dell’esa- 
gqno. Al centro dell’esagono si osserva una zona opaca agli elettroni. L a forma 
rettangolare, costitu ita  da elem enti aventi uno spessore di circa 70 A, ha 
dim ensioni di circa 270 X 180 A. Queste immagini re ttangolari, che sono 
talvo lta  disposte le une sulle altre  a form are delle pile, appaiono sempre 
form ate da due s tru ttu re  sovrapposte (circa 270 X 70 A) che prendono con
ta tto  lungo i la ti m aggiori dando l’idea di u n ’associazione stru ttu ra le  a paia 
(T a w . I e II).

Clorocruorina a PH alcalino. -  Con l ’aum entare del pH  l’aspetto  delle 
s tru ttu re  non varia dai quadri descritti per la clorocruorina a pH  neutro, 
potendosi osservare essenzialm ente forme esagonali e rettangolari. T u ttav ia  
un aspetto  diverso è presen tato  dal fondo sul quale è possibile individuare 
s tru ttu re  ro tondeggianti le cui dim ensioni sem brano avvicinarsi ai 90 À 
(Tav. III) . Inoltre il num ero di s tru ttu re  esagonali o rettangolari per campo 
tende a ridursi con l ’aum entare del pH; a pH più elevati (11,5) è possibile 
osservare qualcuna delle s tru ttu re  in tegre prim a descritte, m entre re la tiv a
m ente più rilevante sem bra essere il num ero delle im m agini a dimensione 
di circa 90 A  (Tav., IV, fig. 1).

D is c u s s io n e .

Il peso molecolare della clorocruorina di Spirographis spallanzanii cal
colato con il m etodo della sedim entazione-diffusione e con quello della diffu
sione della luce è di 2,8 X io6; la p ro teina risulterebbe una molecola Telati

ci
vam ente com patta  con dim ensioni massim e fra i 250 ed i 350 A [2]. Di p a r ti
colare rilievo è il fa tto  che a pH  neutro  ed a forze ioniche fra c ,i e 4,0 la
clorocruorina non va incontro a fenomeni di associazione e dissociazione. A 

. . . < . 
pH  fra io  ed 11 o in soluzioni concentrate di urea si determ ina una dissocia
zione irreversibile della molecola in subunità a costante di sedim entazione 
di circa 9,5 indicante un peso molecolare di 2,3-2,5 X io 5, pari a circa 
1/12 del peso iniziale.

L ’analisi delle im m agini al microscopio elettronico sopra riferite sugge
risce che la molecola di clorocruorina a peso molecolare 2,8 X io6 è form ata

40. — RENDICONTI 1964, Voi. XXXVI, fase. 5.
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da due dischi sovrapposti, ciascuno costituito  da 6 u n ità  poste ai vertici di 
un esagono, per un insieme di 12 subunità le cui dimensioni sono di circa 
90 X 90 X 7°  -A-, L a form a esagonale rappresenta la molecola vista ortogonal
m ente ai suoi assi m aggiori (270 A), quella re ttangolare l’im m agine di profilo. 
Tali conclusioni si basano sui seguenti argomenti:

а) le forme re ttangolari, che costituiscono l ’im m agine di profilo di 
due dischi disposti uno sull’altro , o di serie di tali s tru ttu re , sono partico 
larm ente frequenti in ogni campo, m entre non è m ai possibile rilevare l’im 
m agine laterale di un disco isolato;

б) ogni qualvolta le forme re ttango lari si dispongono a form are delle 
serie, è sempre evidente che l’associazione s tru ttu ra le  fondam entale è la forma 
re ttango lare di 270 X 180 A  e non si sono m ài riscontra te  im m agini costi
tu ite  da un num ero dispari di dischi da 270 X 70 A;

c) a PH superiore a io, nelle stesse condizioni sperim entali ad o tta te  
per lo studio della costante di sedim entazione, oltre alle s tru ttu re  integre 
sopra descritte, si osservano al microscopio elettronico im m agini ro tondeg
g ian ti aventi circa 90 A  di diam etro, corrispondenti alle subunità della m o
lecola in te ra  che, come risu lta  dalle m isure della clorocruorina in soluzione, 
hanno un peso molecolare (Mw) pari a circa 1/12 della pro teina indissociata. 
Il m ancato  reperto di forme interm edie tra  la molecola in tegra e le subu
n ità  presenti sul fondo del campo è anch’esso in accordo con le osservazioni 
sulla clorocruorina in soluzione, secondo le quali la dissociazione si realizza 
m ediante il passaggio d iretto  da un peso molecolare di circa 2,8 X io6 ad 
uno di 2,3-2,5 X io5.

L a determ inazione del peso molecolare della clorocruorina dalle dim en
sioni della molecola o tten u te  al microscopio elettronico, pur con le lim i
tazioni che tale m etodo impone [7], può essere effettuata  calcolando il 
peso molecolare per ciascuna delle subunità dell’esagono e m oltiplicando 
tale valore per 12 (num ero di tali subunità nelle s tru ttu re  integre). A ssu
m endo il valore di 1,3 per la densità della molecola e considerando ognio
subunità  come un cilindro avente u n ’altezza di circa 70 A ed un diam etro 
del cerchio di base di circa 90 A , si ottiene un peso molecolare di 350.000. 
Questo valore costituisce un lim ite massimo non aderente alla realtà, 
dato  che è sta to  calcolato considerando la subunità come una m assa com
p a tta . Introducendo una correzione del 25 %, giustificata dal fa tto  che 
circa 1/4 della superficie di ogni subunità è opaca agli e lettroni (Tav. IV, 
fig. 2), si o ttiene un peso molecolare di circa 260.000, in soddisfacente 
accordo con l’ipotesi che la molecola di 2,8 X io6 sia fo rm ata da 12 
subunità.

Le nostre conclusioni trovano un ulteriore conforto nel modello s tru ttu 
rale proposto da Levin per eritrocruorine a peso molecolare in torno a 3 X io6 
e perciò pressocché analogo a quello della clorocruorina. L ’autore ritiene 
in fa tti che le molecole da lui stud iate  siano form ate di 12 subunità, suddi
vise in due anelli sovrapposti di 6 un ità  ciascuno, ed abbiano dim ensioni 
di 260 X 160 A [8].
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