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Fisiologia. — /nfluenza della forza ionica sulla iriterazione intra-
molecolare fra le reazioni di ossigenazione dell’ 6. Nota di Giorcio
TorerLLl, Aporro Pini e Roporro MARGARiA, presentata ¢ dal
Socio R. M ARGARIA.

L’insuccesso dei tentativi di assegnare alle costanti di ossigenazione di
Adair (1925) [1] dei valori costanti ed attendibili ha indotto alcuni ricerca-
tori a formulare meccanismi di reazioni differenti da quello sul quale era
basata la equazione di Adair [1], e che con maggiore approssimazione potes-
sero adattarsi ai dati sperimentali (Gomez, Radford, Schjter e coll.) [2—-3—4].
Tuttavia tale incapacita di attribuire valori attendibili alle costanti di ossi-
genazione non implica necessariamente la inadeguatezza del meccanismo
indicato da Adair [1]; pud essere inadeguato invece il metodo dei minimi
quadrati, quale ¢ stato usato per determinare i valori delle costanti (Torelli
e coll.) [35]. Dati apparentemente piti attendibili infatti sono stati ottenuti
usando, per determinare i valori delle costanti, il metodo delle estrapolazioni
di Margaria e coll. [6-7].

I valori delle costanti K, , K, , K;, K,, ottenuti con questo metodo sono
tali da essere conciliabili con il meccanismo postulato da Adair [1] di quattro
successive reazioni di ossigenazione della molecola di Hb considerata come
un tetrapolimero: essi per di pili conducono ad ammettere come probabile
ipotesi che l'affinita dell’O, per I'Hb, sia la stessa per i primi tre processi
ossidativi, mentre sia molto aumentata (di 7 volte) per la quarta ossigena-
zione. La formula di Adair [1] pud allora essere semplificata nella:
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contenente una sola costante di equilibrio, e quindi di facile uso nelle appli-
cazioni fisiologiche [7-8].

Rossi Fanelli e coll. [g] dimostrarono che la forma sigmoide della curva
di dissociazione dell’Hb, aumenta con 'aumentare della forza ionica. Poiché
la forma sigmoide della curva ¢ dovuta all’aumentata affinitd della quarta
molecola di O, per I'Hb,, si & voluto calcolare dai dati di questi Autori i
valori delle costanti K e # della (1) per vedere se la variazione in funzione
della forza ionica di queste costanti, il cui significato & pit chiaro e definito
che non quello della costante 7 di Hill, calcolata dagli stessi Autori, potesse
dare informazioni pil indicative sulla natura del processo della ossigenazione.

(1) S =

(*) Dall’Istituto di Fisiologia Umana dell’Universita di Milano.
(**). Nella seduta del 10 giugno 1964.
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DETERMINAZIONE DELLE COSTANTI.

Le curve di dissociazione sono state ottenute su soluzioni di Hb tam-
ponate con miscele di fosfati a concentrazione crescente: in quella a concen-
trazione maggiore (2 M) I'Hb era quasi completamente scissa in due uniti
(dati di Rossi-Fanelli e coll.) (1961 a) [10]; ad eccezione di quest’ultima le
curve sono raccolte nella fig. 6.
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Fig. 1. — Valori di K; in funzione di S e Pg, calcolati mediante

I’equazione S= " K: Py, da curve di dissociazione di Hb in solu-
zioni di fosfati a pK 7 e differente concentrazioni, come qui indicato.

12 <2510 4M; 2% =2,5.707 4M; 3% =2,5.10 3M; 4% = 2,4.102M; 5‘v =2,5.10 " M;
6% (tratteggiata perché ’'Hb & allo stato di dimero) = 2. M (dai dati di Rossi-Fanelli e coll. 1961) [9].

Le figure 1 e 2 illustrano il procedimento di estrapolazione con il quale
sono ottenuti i valori di K, e K, (vedi Margaria e coll. per i dettagli del
metodo) [7]. Risulta evidente che coll’aumentare della forza ionica il valore
di K; diminuisce sensibilmente, mentre il valore di K, non varia apprezza-
bilmente. Va tuttavia tenuto presente che il metodo delle estrapolazioni
conduce ad una pili esatta determinazione dei valori di K, che non dei valori
di K, la cui determinazione richiede una precisione dei dati maggiore.

., Per ottenere maggiori informazioni sul valore di K, & stato usato anche
metodo di Torelli e coll. (1962) [11] che presuppone la validita dell’equa-
zione (1) in quanto fornisce i valori di K e di # della (1). Da questi si risale
a quelli della prima ed ultima costante mediante le equazioni K, = 4 K e

K,= %m K (vedi Margaria e coll.) [6-7]. T valori di 7 e K ottenuti con
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questo metodo da una curva sono illustrati dal grafico della fig. 3. Non &
stato possibile applicare il metodo alla curva 1 in quanto il valore di m &
troppo piccolo e quindi grande I'errore relativo, né alle curve 5 e 6 in quanto
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Fig. 2. — Valori di —— in funzione di (1—S8) e ' calcolati mediante Pequa-
' K, Po,
zione S = 1— — .1 dalle stesse curve di dissociazione della precedente figura.
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Fig. 3. — Le curve rappresentano la funzione M = f (K) secondo I’equazione
I per diversi valori di saturazione (3% curva).
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Le intersezioni rappresentano la risoluzione dei sistemi e sono indicate nella tabella accanto.

I'equazione [1] non si adegua ai dati sperimentali. I Valori di K, ottenuti
con questo metodo, risultarono leggermente maggiori di quelli ottenuti me-
diante estrapolazione.
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Per determinare con maggior precisione l'ultima costante di ossigena-
zione delle curve 1, 5, 6 si ¢ usato il seguente sviluppo in serie dell’equazione

di Adair [1].
(2) [ —S — I +( I _ 1') 1 +...

2 K3 K, 4 Kj P62

Da esso & possibile risalire al valore di K, assegnando a K; un valore appros-
simativo (Margaria e coll.) [6-7].

Quando I'Hb si trova allo stato di dimero l'ultima reazione di ossigena-
zione ¢ la seconda, e la sua costante K,: cid nonostante anche su questa solu-
zione sono state calcolate le quattro costanti, ignorando le modifiche alle
quali & andata incontro la molecola emoglobinica.

INFLUENZA DELLA FORZA IONICA E DELLA NATURA DELL’ELETTROLITA SUL
VALORE DELLE COSTANTI DI EQUILIBRIO.

Dalla fig. 4 appare che una relazione lineare esiste tra forza ionica e
i valori della prima e dell’ultima costante di ossigenazione dell’Hb; nessuna
netta discontinuita della funzione si osserva anche quando la forza ionica
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Fig. 4. — Valori della 12 e 42 costante di equilibrio e di » della (1) calco-
lati dai dati di Rossi-Fanelli e coll. (1961 4) [9] posti in funzione della
forza ionica delle soluzioni di Hb.

raggiunge valori ai quali la molecola di Hb passa da tetrapolimero a dimero.
L’affinita per 'O, dell’'ultimo eme, sia che ’'Hb si trovi allo stato di tetra-
polimero o di dimero, risulta dello stesso ordine di grandezza di quella della
mioglobina. L’affinitad di questo eme aumenta di poco con 'aumentare della
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forza ionica in analogia a quanto si verifica per la mioglobina. (Rossi-Fanelli
e Antonini 1958) [12].

Questi fatti suggeriscono l'ipotesi che soltanto I'ultima reazione di ossi-
genazione non ¢ affetta da interazione alcuna, ed esprime quindi la reale
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Fig. 5. ~ Valori di X e » della (1) in funzione della forza ionica delle soluzioni di Hb.

@ Dati di Rossi-Fanelli e coll. (1961 ) [9].
o Dati di Dill (1944) [13].

+ Dati di Milla (1961) [14].

A Dati di Roughton e coll. (1954) [15].

affinita dell’eme per 1'0,. Non sarebbe cioé 'ossigenazione dei primi tre emi
ad aumentare 'affinitd del quarto eme per I'O,, ma piuttosto sono le prime
tre reazioni ad essere inibite dalla presenza di un eme ridotto nella molecola.
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Fig. 6."— Curve di dissociazione per ’Hb calcolate mediante la (1) dai dati di Rossi~
Fanelli e coll. (1916 4) [9].

La s* curva ¢ tratteggiata perché non si adegua ai dati sperimentali.
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Analogo meccanismo era stato invocato da Radford (1962) [3] in un’analisi
statistico-meccanica dell’equilibrio O,—Hb.

Presupponendo identica I'affinita dei primi tre emi per 1'0,, la curva di
dissociazione dell'Hb, pud essere espressa dalla formula (1) e linterazione
da m = 16 K,/K,: quando 7 = 1 linterazione ¢& nulla. Anche » aumenta
linearmente con I'aumentare della forza ionica p (fig. 4). Questa relazione &
indipendente dalla natura dell’elettrolita a differenza di quanto si verifica
per la relazione K =/ (p) (Ag. 3).

Rossi-Fanelli e coll. (1961 &) [9] avevano gia rilevato su questi dati che la
costante 7 di Hill varia in funzione della sola forza ionica, mentre I’affinita
dell’Hb per I'O,, espressa da Pg_ a semisaturazione, varia anche con la natura
dell’elettrolita.

Si pud quindi concludere che I'equazione (1) descrive in maniera soddisfa-
cente le curve di dissociazione del’Hb per 1'O, ottenute su soluzione di Hb
con concentrazione in fosfati inferiore a 0,25 M (fig. 6).

Entro questi limiti Paccentuarsi della forma ad «S» pare essere espres-
sione dell’aumento dell’interazione intramolecolare, che risulta essere tanto
maggiore quanto piu elevata & la forza ionica. L’inapplicabilitd dell’equa-
zione (1) a valori pit elevati di forza ionica puo essere interpretata come
dovuta ad una interazione extramolecolare.

Il risultato inoltre che il fattore 7z, espressione dell’interazione, sia corre-
lato alla forza ionica, fa supporre che Iinibizione postulata dell’eme ridotto
sulla ossigenazione di un altro eme prossimo dipenda dalle proprietd elettro-
statiche dell’eme ridotto.
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