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Fisiologia. — Influenza della forza ionica sulla interazione intra­
molecolare fr a  le reazioni d i ossigenazione dell'H b (*}. Nota di G io r g io  

T o r e l l i , A d o l f o  P i n i  e R o d o l f o  M a r g a r ia , presentata c**} dal 
Socio R . M a r g a r ia .

L ’insuccesso dei ten ta tiv i di assegnare alle costan ti di ossigenazione di 
A dair (1925) [1] dei valori costan ti ed a ttendib ili ha indo tto  alcuni ricerca­
tori a form ulare m eccanism i di reazioni differenti da quello sul quale era 
b asa ta  la equazione di A dair [1], e che con m aggiore approssim azione po tes­
sero ad a tta rs i ai d a ti sperim entali (Gomez, R adford, S ch jte r e coll.) [2-3-4], 
T u tta v ia  tale incapacità  di a ttrib u ire  valori a ttend ib ili alle costan ti di ossi­
genazione non im plica necessariam ente la inadeguatezza del m eccanism o 
indicato  da A dair [1] ; può essere inadeguato invece il m etodo dei m inim i 
quadrati, quale è s ta to  usato  per determ inare i valori delle costan ti (Torelli 
e coll.) [5]. D a ti apparen tem ente  più attendib ili in fa tti sono s ta ti o tten u ti 
usando, per determ inare i valori delle costanti, il m etodo delle estrapolazioni 
di M argaria  e coll. [6-7].

I valori delle costan ti K x , K 2 , K 3 , K4, o tten u ti con questo m etodo sono 
tali da essere conciliabili con il m eccanism o postu lato  da A dair [1] di q u a ttro  
successive reazioni di ossigenazione della molecola di H b considerata come 
un te trapolim ero: essi per di più conducono ad am m ettere  come probabile 
l ’ipotesi che l ’affinità dell’02 per l ’H b4 sia la stessa per i prim i tre  processi 
ossidativi, m en tre  sia m olto au m en ta ta  (di m  volte) per la q u a r ta  ossigena­
zione. L a form ula di A dair [1] può allora essere sem plificata nella:

contenente una sola costan te di equilibrio, e quindi di facile uso nelle appli­
cazioni fisiologiche [7—8].

Rossi Fanelli e coll. [9] d im ostrarono che la form a sigmoide della curva 
di dissociazione dell’H b4 aum enta  con l ’aum entare della forza ionica. Poiché 
la form a sigmoide della curva è dovu ta all’au m en ta ta  affinità della q u arta  
molecola di 02 per l’H b4, si è voluto calcolare dai da ti di questi A utori i 
valori delle costan ti K  e m  della (1) per vedere se la variazione in funzione 
della forza ionica di queste costanti, il cui significato è più chiaro e definito 
che non quello della costan te n di Hill, calcolata dagli stessi A utori, potesse 
dare inform azioni più ind icative sulla n a tu ra  del processo della ossigenazione.

co s  =

(*) Dall’Istituto di Fisiologia Umana dell’Università di Milano.
(**) Nella seduta del io giugno 1964.
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D e t e r m in a z io n e  d e l l e  c o st a n t i.

Le curve di dissociazione sono s ta te  o tten u te  su soluzioni di H b tam ­
ponate con m iscele di fosfati a concentrazione crescente: in quella a concen­
trazione m aggiore (2 M) l ’H b era quasi com pletam ente scissa in due u n ità  
(dati di R ossi-Fanelli e coll.) (1961 a) [io]; ad eccezione di q u es t’u ltim a le 
curve sono raccolte nella fig. 6.

0,3 0,2 0,1 0 1 2 3
S Po2mmHg

Fig. 1. -  Valori di Kx in funzione di S e P0a calcolati mediante

l’equazione S =  — Ki PQ da curve di dissociazione di Hb in soìu- 4 2
zioni di fosfati a pK 7 e differente concentrazioni, come qui indicato.

I a < 2 , s  i o ~ 4 M ;  2 a =  2 , 5 - 1 0 — 4 M; 3a =  2,5 - i o  3 M; 4a =  2 , 4 - 1 0  2 M; 5 a =  2 , 5 - i o " 1 M;
6 a! (tratteggiata perché l’Hb è allo stato di dimero) =  2.M (dai dati di Rossi-Fanelli e coll. 1961 )  .[9].

Le figure 1 e 2 illustrano  il procedim ento di estrapolazione con il quale 
sono o tten u ti i valori di K, e K4 (vedi M argaria  e coll, per i dettag li del 
m etodo) [7]. R isu lta  evidente che coll’aum entare della forza ionica il valore 
di K r dim inuisce sensibilm ente, m en tre  il valore di K 4 non varia apprezza­
bilm ente. V a tu tta v ia  tenu to  presen te che il m etodo delle estrapolazioni 
conduce ad una più e sa tta  determ inazione dei valori di K t che non dei valori 
di' K4 la cui determ inazione richiede una precisione dei d a ti maggiore.

Per o ttenere  maggiori inform azioni sul valore di K4 è s ta to  Usato anche 
m etodo di Torelli e coll. (1962) [ n ]  che presuppone la valid ità  dell’equa­
zione (1) in quan to  fornisce i valori di K  e di m  della (1). D a questi si risale 
a quelli della prim a ed u ltim a costan te m ediante le equazioni K x =  4 K  e

k 4 =  K  (vedi M argaria  e coll.) [6-7]. I valori di m  e K o tten u ti con
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questo m etodo da  u n a  curva sono illu stra ti dal grafico della fig. 3. N on è 
s ta to  possibile applicare il m etodo alla curva 1 in quan to  il valore di m  è 
troppo piccolo e quindi g rande l ’errore relativo, né alle curve 5 e 6 in quanto

0,1 0,05 0 0,1 Q2 l-S
p̂ nhmHg

Fig. 2. -  Valori di

zione S =  1 --------7—4K4

funzione di (i — S) e —— calcolati mediante l’equa- 
*oa

dalle stesse curve di dissociazione della precedente figura.

Fig- 3- — Le curve rappresentano la funzione M = / ( K )  secondo l’equazione 
I per diversi valori di saturazione (3a curva).

Le intersezioni rappresentano la risoluzione dei sistemi e sono indicate nella tabella accanto.

l’equazione [i] non si adegua ai da ti sperim entali. I V alori di K x o tten u ti 
con questo m etodo, risu ltarono  leggerm ente m aggiori di quelli o tten u ti m e­
d ian te  estrapolazione.
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P er determ inare con m aggior precisione l ’u ltim a costan te di ossigena­
zione delle curve i, 5, 6 si è usato  il seguente sviluppo in serie dell’equazione 
di A dair [i].

(2) I — s = ------- 1---------+
4 K 4 Pq2

i

2 K3 K4
I

+  •••

D a esso è possibile risalire al valore di K 4 assegnando a K 3 un valore appros­
sim ativo (M argaria e coll.) [6-7].

Q uando 1 H b si trova allo s ta to  di dim ero l ’u ltim a reazione di ossigena­
zione e la seconda, e la sua costan te K 2: ciò nonostan te anche su questa solu­
zione sono s ta te  calcolate le q u a ttro  costanti, ignorando le modifiche alle 
quali è an d a ta  incontro la molecola emoglobinica.

I n fl u e n z a  d e l l a  fo rza  io n ic a  e  d e l l a  n a tu ra  d e l l ’e l e t t r o l it a  sul

VALORE DELLE COSTANTI DI EQUILIBRIO.

D alla fig. 4 appare che una relazione lineare esiste tra  forza ionica e 
i valori della prim a e dell’u ltim a costan te di ossigenazione dell’Hb; nessuna 
n e tta  d iscontinu ità  della funzione si osserva anche quando la forza ionica

Fig. 4. -  Valori della ia e 4a costante di equilibrio e di m della (1) calco­
lati dai dati di Rossi-Fanelli e coll. (1961 b) [9] posti in funzione della 

forza ionica delle soluzioni di Hb.

raggiunge valqri ai quali la molecola di H b passa da tetrapolim ero a dimero. 
L ’affinità per l ’02 dell’ultim o eme, sia che l’H b si trovi allo sta to  di te tra ­
polimero o di dim ero, risu lta  dello stesso ordine di grandezza di quella della 
m ioglobina. L ’affinità di questo eme aum enta di poco con l’aum entare della
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forza ionica in analogia a quan to  si verifica per la mioglobina. (R ossi-Fanelli 
e A ntonini 1958) [12].

Questi fa tti suggeriscono l ’ipotesi che so ltan to  l ’u ltim a reazione di ossi­
genazione non è affe tta  da interazione alcuna, ed esprim e quindi la reale

3
log rr

2

1

0

Fig. 5- ~ Valori di K  e m della (1) in funzione della forza ionica delle soluzioni di Hb.
•  Dati di Rossi-Fanelli e coll. (1961 b) [9]. 
o Dati di Dill (1944) [13].
+  Dati di Milla (1961) [14].
A Dati di Roughton e coll. (1954) [15].

affinità dell’eme per l ’02. Non sarebbe cioè l ’ossigenazione dei prim i tre  emi 
ad aum entare l ’affinità del quarto  eme per l ’0 2, m a p iu tto sto  sono le prim e 
tre reazioni ad essere in ib ite dalla presenza di un eme rid o tto  nella molecola.

4 8 12 16 20
P02 mm Mg

Fig. 6 . '-  Curve di dissociazione per l’Hb calcolate mediante la(i )  dai dati di Rossi-
Fanelli e coll. (1916 £) [9].

Da $a curya è tratteggiata perché non si adegua ai dati sperimentali.
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Analogo meccanism o era s ta to  invocato  da R adford (1962) [3] in u n ’analisi 
sta tistico -m eccan ica  dell’equilibrio 02— H b.

Presupponendo identica l ’affinità dei prim i tre emi per l ’02, la curva di 
dissociazione dell’H b4 può essere espressa dalla form ula (1) e l’interazione 
da m — 16 K4/Kj : quando m =  1 l ’interazione è nulla. A nche m  aum enta 
linearm ente con l’aum entare della forza ionica p, (fig. 4). Q uesta relazione è 
indipendente dalla n a tu ra  dell’e le ttro lita  a differenza di quan to  si verifica 
per la relazione K  = /  (pi) (fig. 5).

R ossi-Fanelli e coll. (1961 ò) [9] avevano già rilevato  su questi d a ti che la 
costan te n di H ill varia  in funzione della sola forza ionica, m en tre  l ’affinità 
dell’H b per l’0 2, espressa da Po2 a sem isaturazione, varia anche con la n a tu ra  
dell’ele ttro lita .

Si può quindi concludere che l ’equazione (1) descrive in m aniera soddisfa­
cente le curve di dissociazione dell’H b per l’02 o ttenu te  su soluzione di H b 
con concentrazione in fosfati inferiore a 0,25 M (fig. 6).

E n tro  questi lim iti l’accentuarsi della forma ad «S » pare essere espres­
sione dell’aum ento dell’interazione intram olecolare, che risu lta essere tan to  
maggiore quanto  più elevata è la forza ionica. L ’inapplicabilità dell’equa­
zione (1) a valori più elevati di forza ionica può essere in te rp re ta ta  come 
dovuta ad una interazione extram olecolare.

Il risu ltato  inoltre che il fa tto re m, espressione dell’interazione, sia corre­
lato alla forza ionica, fa supporre che l ’inibizione postulata dell’eme ridotto  
sulla ossigenazione di un altro eme prossimo dipenda dalle proprietà elettro- 
statiche deH’éme ridotto.
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