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Biologia. — Analisi immunologica delle emocianine di alcuni 
Cefalopodi^ . N ota di V i t t o r i o  P a r i s i , p re s e n ta ta ^  dal Corrisp. 
S. R a n z i .

Nel corso di precedenti ricerche (1) mi accorsi che F em ocianina di Sepia 
differisce da quella di a ltre  specie della stessa Classe; ho creduto quindi im por­
tan te  determ inare il più esa ttam en te  possibile tali differenze prim a di appro­
fondire lo studio embriologico.

Nella presente N ota  verranno esposti i dati re lativ i alle em ocianine di 
Octopus vulgaris Lam ., Octopus macropus Risso, Eledone moschata Lam ., 
Sepia officinalis L. fornitem i purificate (per dialisi e ultracentrifugazione) dal 
prof. F. G hiretti.

Sono s ta ti p rep ara ti antisieri in conigli maschi con una m edia di cinque 
iniezioni endovenose per anim ale, in ie ttando  in to tale da 60 a 140 mg di p ro ­
teina. Come controllo dello s ta to  di conservazione dei p repara ti si è ricorso 
alla im m unoelettroforesi secondo le tecniche convenzionali (2).

L ’analisi immunologica è s ta ta  condotta utilizzando il noto fenomeno dello « spur »: 
se si hanno due proteine A e B ed in una m icropiastra di agar 1 % si pongono soluzioni

Spur

Fig. 1. -  Schema illustran te  lo «spur».
1 =  aiitisiero anti-emocianina di Octopus vulgaris; 2 =  emocianina di
Octopus vulgaris', 3 =  emocianina ài Oct opus macropus (m nella Tabella I).

di A e B in due pozzetti vicini (fig. i), si possono avere tre casi rispetto  ad  un antisiero 
an ti-A : i°  B non reagisce; 2° B reagisce e l ’arco corrispondente si fonde com pletam ente (*) (**)

(*) Gruppo di Ricerca per l ’Em briologia del C.N.R. per lo studio del differenziamento 
presso l ’Is titu to  di Zoologia dell’U niversità  sta ta le  di Milano. Ringrazio vivam ente il do tt. 
P ietro D ohrn, d iretto re  della Stazione Zoologica di Napoli, per l ’accoglienza riservatam i.

(**) Nella seduta del 13 febbraio 1965.
(1) V. Parisi, G. Ambrosoli Mognoni, E. Sozzi, Studio prelim inare delle emocia­

nine estratte da embrioni d i Sepia officinalis L. e A ustropotam obius pallipes (Lereboullett). 
« Rend. Acad. Naz. Lincei (Se. Fis.) » (1964).

(2) V. Parisi, G. Nardi, F. Ghiretti, A. Ghiretti-M agaldi, Ricerche sulle emo­
cianine. I I I . Proprietà immunologiche, «Boll. Soc. it. biol. sper. », 38, 1848-1851 (1962).
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con l’arco A; 30 B reagisce m a l ’arco corrispondente ad A  si spinge nell’area di diffusione 
di B. Il primo caso corrisponde ad una com pleta dissomiglianza, il secondo ad una identità, 
il terzo ad  una parziale som iglianza.

Se si hanno tre  proteine A, B, C ed i rispettiv i antisieri è possibile condurre una analisi 
dei determ inanti in comune e differenziali in base alla seguente osservazione: se B presenta 
con C il fenomeno dello « spur » nei confronti di un antisiero an ti-A , allora B e A hanno 
in comune dei determ inanti che sono assenti in C. Procedendo nell’analisi è quindi possibile 
evidenziare, se vi sono, i determ inanti comuni (a tu tte  e tre le proteine oppure alle tre 
coppie possibili) e quelli specifici delle tre proteine.

D all’esame delle Tabelle I e II (nelle quali m ancano i da ti re la tiv i allo 
antisiero anti-vSV/Az in quanto  le tre  specie di O ttopodi danno archi non 
m olto n e tti con esso) si può rilevare la com pleta congruenza tra  il num ero di 
determ inan ti in comune ad ogni coppia di specie e la loro affinità sistem atica 
d eterm inata  in base ad a ltri cara tteri.

T a b e l l a  I.

Tabella riassuntiva dei confronti
(sono indicati con S i casi nei quali si osserva lo « spur »).

A ntigeni confrontati con

Antisieri

O. vulgaris 
v m e  s

O. macropus 
v m e s

E . moschata 
v m e s

0 . vulgaris .............................. S S S S S S

0 . macro p u s  ......................... S S S S S S

E . m o s c h a ta .............................. S S S S  S

v — O. vulgaris; m =  O. macropus; e =  E. moscata; s =  S. officinalis.

R isulta inoltre evidente che nel caso qui p resen tato  Tem ocianina è 
specifica come è d im ostrato  dalla presenza di determ inanti lim ita ti alle specie 
O. vulgaris e O. macro p u s .

Esistono anche determ inan ti specifici dei Cefalopodi (o meglio dei D ibran- 
chiati) in quanto , come ha m ostrato  Leone (3) le emocianine di Octopus e di 
Sepia  presentano una bassa rea ttiv ità , determ inata  con la più sensibile nefelo- 
m etria, con antisieri anti-C-asteropodi. Im plicitam ente questo dato  d im ostra 
che vi sono determ inan ti in comune alle specie delle due Classi.

(3) C.A. Leone, C. W. Pryor, Serological comparisons among fo u r  Classes o f  Mollusco, 
«B iol. Bull.», io y ,  411-419 (1954).
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T a b e l l a  IL  

Distribuzione dei determinanti.

Specie Determinanti

0 . vulgaris .............................. v 0 Oc D

0 . macropus .......................... m 0 Oc D

E . moschata . . . . . . . E
1

Oc D

Per E, moscata mancano i gruppi specie-specifici in quanto non è stato possibile esaminare un’altra specie del genere

È opportuno ora esam inare l ’insieme dei dati noti sulle em ocianine anche 
in relazione alla loro distribuzione.

Le em ocianine sono presenti in A rtropodi (Aracnidi e Crostacei, forse nei 
Chilopodi) e M olluschi (Anfineuri, G asteropodi e Cefalopodi).

In  tu t ti  e due i T ipi la loro assenza è una condizione secondaria. Negli 
A racnidi in fa tti l’em ocianina è presente nel limulo, negli scorpioni ed in alcuni 
A raneidi; nei Crostacei per contro posseggono queste ossidasi i g ruppi riun iti 
so tto  la denom inazione di M alacostraci e più precisam ente sono s ta ti s tud ia ti 
a questo proposito gli S tom atopodi, i Decapodi e gli Isopodi (.L igia (4)), m entre  
tu t ti  gli « E ntom ostraci » stud ia ti m ancano di emocianina. T u ttav ia  la grande 
som iglianza tra  le emocianine dei Decapodi e degli A racnidi depone in favore 
all’ipotesi che si t ra t t i  di s tru ttu re  omologhe.

Nei M olluschi l ’ipotesi prim a fa tta  è com pletam ente verificata (fig. 2) ed 
in fa tti l ’em ocianina è presente negli Anfineuri ed in tu tti  i P rosobranchi s tu ­
diati.

L a scom parsa della em ocianina, che può essere seguita m a non necessa­
riam ente dalla apparizione di una emoglobina, non è facilm ente spiegabile in 
quan to  non sem bra collegata in modo netto  con un cam biam ento nella ecologia 
delle specie deficitarie: Polm onati, sia dulcacquicoli che terrestri hanno queste 
ossidasi.

T ra  gli S tilom m atofori inoltre vi sono specie, come Planorbarius corneus 
(L.), che non hanno em ocianina. In  questo gruppo si p o trà  stud iare un p ro ­
blem a tu tto ra  insoluto e cioè le tappe della perd ita  di questa pro teina ed in 
particolare se il prim o evento è la perd ita  della capacità di legare il ram e.

Il fa tto  che in tu t t i  e due i T ipi la condizione p rim itiva sia la presenza di 
em ocianina esocellulare nell’emolinfa pone un secondo problem a di difficile 
soluzione: le em ocianine di A rtropodi e M olluschi sono s tru ttu re  sorte indi-

(4) C. Man WELL, C.M.A. Baker, Starch gel electrophoresis o f  sera fro m  some marine 
arthropods: studies o f  the heterogeneity o f  hemocyanin and  on a « ceruloplasmin-like » protein , 
«Comp. Biochem. Physiol.», 8, 193-208 (1963).

18. — RENDICONTI 1965, Voi. XXXVIII, fase. 2.
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pendentem ente ovvero sono molecole connesse da precisi rapporti filogene­
tici ? Quando sarà ben no ta  la s tru ttu ra  del luogo a ttivo  (cioè quello im pli­
cato nel legame con il ram e) nonché la biosintesi delle em ocianine sia nel­
l’adulto  che d u ran te  lo sviluppo em brionale, allora sarà forse possibile rispon­
dere a tale quesito.

Per quanto  riguarda i M olluschi si è detto  che alcuni gruppi hanno conser­
vato Pem ocianina; risu lta  quindi in teressante confrontare le em ocianine delle

-  CHb) Hb(Hb)
Opistobranchi Hc ( -  ) Hb (Hb)

Fig. 2. — D istribuzione delle emocianine, emoglobine, mioglobine nei Molluschi.
La présenza di emocianina negli Anfineuri e nei Prosobranchi dimostra che l’assenza di questa ossidasi è una condizione 
secondaria, che può essere seguita, ma non necessariamente, dalla comparsa di una emoglobina. Vi possono essere carat­
teristiche specializzazioni come i Bivalvi nei quali l’emoglobina è generalmente contenuta in emazie. L’emocianina è invece 
sempre esocellulare. L’assenza di emocianina non è necessariamente correlata con un cambiamento di habitat, come è 

indicato dalla sua presenza in Gasteropodi d’acqua dolce e terrestri.

specie che hanno seguito tale via ed in particolare esam inare le em ocianine dei 
Cefalopodi in confronto con quelle dei Polm onati.

Nellà Tabella I I I  sono riassunti i confronti utilizzando come term ine di 
paragone un crostaceo: le percentuali di somiglianza sono s ta te  calcolate u tiliz­
zando da ti re lativ i ai vari livelli della organizzazione della molecola in parte  
desunti da G hire tti (5). Per gli am inoacidi (6) i calcoli sono s ta ti lim ita ti a leu-

(5) Fj Ghiretti, Hemocyanins and  H emerythrins , in O. Hayaishi The Oxigenases, 
Academic Press, 517-553 (1962).

(6) G. Nardi, A. Ghiretti-M agaldi A., G. Caserta, R. Zito, F. Ghiretti, Ricerche 
sulle emocianine. II . Composizione in  amino acidi e peptid i, « Boll. Soc. it. biol. sper. », 38, 
1845-1848 (1962).
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cina, prolina, arginina, istidina, acido glutam ico, tirosina. Per le subun ità  sono 
s ta ti u tilizzati i dati re la tiv i alla dissociazione delle em ocianine a differenti 
pH <* * * * * * 7>.

Benché le percentuali non dipendano soltanto  dalle distanze sistem atiche 
m a anche dalle cara tteris tiche proprie dei vari livelli della organizzazione 
della molecola (possibilità di coincidenza ecc.) si può no tare come proprio al 
livello dei determ inan ti im munologici si è av u ta  la m assim a differenziazione 
tra  le emocianine.

T a b e l l a  I I I .

Percentuali d i somiglianza tra Vemocianina di Octopus vulgaris e quella dì 
altre specie calcolate ai vari livelli della organizzazione della molecola.

Composi­
zione

elementare

Composi­
zione in 

aminoacidi

D eterm i­
nanti

im m uno­
logici

Subunità Peso
molecolare

(1) (2) (3) 0) (0

Octopus macropus . . 100 (*) 9C 5 60 100 (*) 100 (*)

Eledone moschatar . . 96 ,9 9 4 ,9 40 100 100

Cryptomphalus aspersus 90,8 90,2 0 33,3 25,6,

Hornar us Vulgaris . . 89.9 82,8 0 0 2 , 7;

(*) Teorico. (i) Cf. Ghiretti (1962). (2) Cfr. Nardi (1962). (3) Ricerche qui presentate: (4) Cfr. Eriksson-
Quensel (1936).

Il m icroscopio elettronico ha inoltre d im ostrato  <8 9>9) che la disposizione
spaziale delle subun ità  è pra ticam ente  identica nelle em ocianine di G astero­
podi e Cefalopodi. I dati finora noti sulla n a tu ra  del luogo a ttivo  fanno rite ­
nere che esso sia notevolm ente simile in G asteropodi e Cefalopodi. Nel caso
delle em ocianine vi sono qifindi dei ca ra tte ri che si trasform ano velocem ente
nel corso della evoluzione del gruppo m entre  le p arti della molecola che sono
im plicati nei fenom eni di associazione e nel legame con il ram e m ostrano una
certa  inerzia a variare.

(7) J. B. E riksson-Q uensel, T. Svedberg, The molecular weight and  pH -stab ility  
regions of' the hemocyanins, « Biol. Bull. », J i ,  498-574 (1936).

(8) E .F .J . van Bruggen, E .H . Wiebenga, M. Gruben, Structure and  Properties o f  
H emocyanins. 7 T . Electron Micrographs o f  Hemocyanin and Apohemocyanin fro m  H elix 
pom atia a t different p H  values, « J. Mol. Biol. », 4, 1-7 (1962).

(9) E .F .J . van Bruggen, E .H . Wiebenga, M. Gruben, Structure and  Properties ój 
Hemocyanins. -  II. Electron Micrographs o f  the Hemocyanins o f  Sepia officinalis, Octopus 
vulgaris and  Cancer pagurus, « J. Mol. Biol. », 4, 8-9 (1962).
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