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Biologia. — Primi dati sulla precipitazione della emocianina di 
Gasteropodi edAnfineuri da parte dell9estratto d iTurritella communis A. 
(Gasteropoda, Prosobranchid) n . Nota di V i t t o r i o  P a r i s i  e G i u s e p ­

p i n a  A m b r o s o l i  M o g n o n i , presentata^ dal Corrisp. S .  R a n z i .

Summary. — A substance, probably a protein, is extracted from  Turritella communis L. 
This substance is able to precipitate Gasteropoda and A m phineura hemocyanins. The 
characteristics of this reaction are studied.

D urante ricerche, tu tto ra  in corso, sulle proprie tà im munologiche delle 
emocianine dell’adulto e dell’em brione di alcune specie di M olluschi [2] ci 
siamo accorti che l’estratto  di Turritella communis L. (specie che contiene emo­
cianina nell’emolinfa) ha la particolare capacità di precipitare l’em ocianina di 
altri M olluschi.

D ata  la notevole specificità della reazione, come verrà più oltre m ostrato, 
e d ’altra parte  non essendo noto, a quanto ci risulta, tale fatto, si è pensato 
utile approfondire l’argomento.

M a t e r i a l i  e  m e t o d i .

i °  L ’emocianina dei diversi anim ali è sta ta  p reparata  con tre diverse tecniche: per 
le piccole specie ci si è accontentati di utilizzare il liquido ottenuto per ro ttu ra  del tegum ento 
e centrifugato a circa 2000 X g; per le specie di medie e grandi dimensioni si è utilizzata o 
l’emolinfa, p rivata  delle cellule per centrifugazione, o l ’emocianina purificata per dialisi ed 
ultracentrifugazione [1 ]. L ’emolinfa di- M urex trunculus, che è sta ta  usato per molti esperi­
menti, è sta ta  dializzata contro acqua bidistillata per 12 ore a +  2°C  e liofilizzata in presenza 
di saccarosio. 2° U n antisiero antiemocianina, purificato per dialisi ed ultracentrifugazione, 
d i N atica josefihihia  è stato preparato nel coniglio mediante iniezioni endovenose. 30 L ’estratto 
di T urritella  è stato preparato come segue: dopo cernita degli anim ali vivi, tenuti in acqua 
di m are filtrata per 2—3 giorni, si procede alla ro ttu ra  del nicchio (è necessario controllare 
nicchio per nicchio l ’eventuale presenza di anomuri). L ’anim ale viene tagliuzzato in acqua 
distillata fredda e quindi si procede ad una centrifugazione onde eliminare il particolato; 
si dializza il supernatante limpido contro acqua distillata a freddo per 16 ore e si ricentrifuga. 
Il preparato grezzo così ottenuto è stato liofilizzato ed utilizzato, risospeso in NaCl 1% , in 
tu tti gli esperimenti in provetta. 40 Le micropiastre per gli esperimenti di immunodiffusione 
sono state fatte con agar 1 % in NaCl 1 % ; la distanza tra  i pozzetti (aventi 3 m m  di diametro) 
era di 3. mm. Le micropiastre sono state tenute a -f  20° C per circa 24 ore. 50 La determ ina­
zione della concentrazione proteica è sta ta  fa tta  con la reazione del biureto. 6° Le analisi 
all’u ltracentrifuga analitica sono state fatte con la Spinco Mod. E. Le costanti di sedim enta­
zione sono state calcolate estrapolando a concentrazione zero, con il metodo dei minimi qua­
drati, ij coefficienti di sedimentazione determ inati a varie concentrazioni. (*) (**)

(*) Ricerche del Gruppo di Em briologia per il citodifferenziamento presso l ’Istituto 
di Zoologia dell’U niversità di Milano. Il m ateriale marino venne raccolto alla Stazione Zoo­
logica di Napoli.

(**) Nella seduta del 16 aprile 1966,
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Se §i pone in m icropiastre di agar in pozzetti antistanti em ocianina di una 
specie di prosobranco o di polm onato e l’estratto  di turritella, si ottiene dopo 
circa 24 ore a +  20° C un arco di precipitato  del tu tto  simile a quello o tte­
nibile tra  em ocianina ed il corrispondente antisiero. Tale arco si dissolve dopo 
soggiorno della m icropiastra in liquido di lavaggio (NaCl 1 %). L ’arco otte­
nuto con l ’estratto  di tu rrite lla  si fonde com pletam ente con l’arco form ato dalla 
em ocianina ed il corrispondente antisiero.

T a b e l l a  I.

Azione inibente dell eccesso di una delle due sostanze reagenti.

Em olinfa E stratto  
di turritella Precipitato

o , 5 5 0,05

0 ,50 0 ,10 + —

0 ,4 0 0 ,2 0 + +

0 ,3 0 0 ,30 + +

0 ,20 0 ,4 0 + +

0 , IO 0 ,50 + +

0,05 o , 5 5 — —

I num eri rapp resen tano  mi di liquido.
+  +  precipitato; +  — o p a le s c e n z a ;----- - reazione negativa Emolinfa -di M ure*

trunculus (2,6 mg proteina per mi;) estratto di turritella (i mg proteina per mi). Lettura 
dopp i h a  |  20°C.

L a reazione di precipitazione avviene anche in provetta ed in breve tempo; 
si form a un flocculato (ben evidente se le due sostanze che reagiscono sono in 
rapporti ottim ali) ovvero un  forte intorbidam ento e successiva precipitazione 
dei reagenti. Esiste una azione inibente delle alte concentrazioni di em ocianina 
come è possibile vedere nella T abella I e nella fig. i. E videntem ente non è la 
concentrazione in se che ha im portanza m a il rapporto  di concentrazione tra  
le due sostanze che reagiscono. Anche nella zona di eccesso di tu rrite lla  non 
si ha reazion^ o essa e debole come risulta dal seguente esperimento: in due 
provette si è posto 0,05 mi di em olinfa di M urex (2,2 mg proteina per mi), 
ad esse è stato  aggiuntò rispettivam ente 0,05 e 0,55 m i di estratto  di turritella 
(2,8 mg proteina per mi): il prim o tubo  presenta un evidente precipitato th è  
è invece assente neh secondo.

47. -  RENDICONTI 1966, Voi. XL, fase. 4 .
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Il precipitato ottenuto nella zona di equivalenza si ridiscioglie se lavato  
ripetu tam ente con NaCl i % .

Fig. 1. -  Inibizione della reazione nella zona di eccesso di emocianina.

Si noti come il precipitato è in quan tità  m inore, nella zona di eccesso, ove la em ocianina è più concentrata. Emolinfa 
di M urex, A  =  2,8 mg per ml; B — 1,6 mg per mi. Precipitato, risospeso, letto a 346 m p, espresso come percento del 
precipitato massimo. In  ogni provetta è stato posto 0,4 mi di He e 0,4 mi di estratto di turritella alle varie concentrazioni.

Se si esam ina all’u ltracentrifuga l’estratto  di turrite lla  si osservano due 
componenti uno con costante di sedim entazione pari a 6,8 S ed un  altro, non 
ben m isurabile, con ^20 non superante il valore di 3 S. Se si esam ina il super­
natan te della miscela: em olinfa di M urex ed estratto  di tu rrite lla  nella zona 
di equivalenza, si osserva la sparizione del com ponente più veloce.

Log
P %
1,9 -

1,8 -

1, 7 -

o '

1 , 0 - t — ----------- — r ------------------1-----------------------— --------- — 1—

0 5 ;  10' 20 '

Fig. 2. -  D enaturazione term ica del principio attivo dell’estratto di turritella.

In ascisse il tempo, in  ordinate il logaritm o del precipitato, espresso come percentuale del precipitato al tempo o. 
Emolinfa di M urex  (2,8 mg X mi). T urritella  (estratto) (0,8 mg X mi). Il precipitato, risospeso, è stato letto a 346 m p.

L ’esperimento è stato fatto a +  650 C.
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T a b e l l a  I I .

Relazione tra quantità d i precipitato e pH  della soluzione.

pH Precipitato

5 , i 3 0 , 5

7 , 2 100,0

9 , i 1 5 , 4

10,7 0 ,0

Emolinfa di M urextrunculus  (2,8 mg proteina per mi); estratto 
di turritella (2,4 mg proteina per mi).

(*) Come percento del precipitato a  pH 7,2.

Il principio attivo dell’estratto  di turrite lla  è term olabile come indicato 
dalla fìg. 2 relativa alla sua inattivazione term ica. Esso ha inoltre un optim um  
di pH  (Tabella II); un  pH superiore a io  inibisce del tu tto  la reazione, peraltro  
in modo reversibile in quanto, se si abbassac i pH m ediante dialisi, si ottiene 
precipitato.

T a b e l l a  II I .

Rapporto tra emocianina e principio attivo delVestratto di turritella.

M e t o d o R apporto H c/T r

U ltracen tr ifu g a ..................... .... . . . . . . 3 , 2 0

Inibizione . . . . . . . . . . . . . . . . 2 , 7 8

P re c ip i ta to . ............. .... . . . .  . . . . . 2,35

H e =  emolinfa di M urex trunculus', T r =  estratto di turritella; i valori indicano la 
quantità di em ocianina precipitata da 1 m g di principio attivo (cfr. testo).

Si è cerpato di valutare quante molecole del principio attivo sono neces­
sarie per precipitare una molecola di emocianina; purtroppo non è stato possi­
bile im piegare il metodo più semplice e cioè la valutazione del precipitato, dato 
che fin’ora non si è tro v a ta  una soluzione che consenta di lavare il precipitato 
senza che esso si disciolga. Ci si è avvalsi sia dei dati dell’u ltracentrifuga che
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Tabella TV.

Confronto tra i dati immunologia e quelli relativi all'estratto d i turritella

Sp e c ie Pigmento
respiratorio an ti-N atica E stratto  

di turritella

Chiton o livaceus................. He +  +

H aliotis lamellosa . . . . . He +  — +  +

Patella coerulea . . . . . .
“  (*)

— —

Monodonta tu rb ina ta ................. He —  — +  +

Viviparus a t e r ................. He +  + +  +

Serpulorbis a re n a r iu s . ...................... .... He +  + +  +

Cerithium vulgatum  . . . . He +  + +  +

A porrhais pes pellecani................. .... He .. — —  ; . +  . +

N atica josephinia  . . .  . . . . .  . He +  + +  +

Cassidaria echinophora ...................... He +  + +  +

M urex irunculus. . . . . . . . He +  + +  >

N assa c o s tu la ta ................................... He +  + +  +

H aminaea navicala  . . . . . . . . — — •--------

Lobiger serradifalci ................................... — — —  —

A p lysia  depilans ................................... — n.f. —

Planorbarius corneus .................................. H b . — — —

Eobania vermiculata  . . ...................... .... He n.f. +  +

Loligo vulgaris ............................... He —------; — —

Octopus v u lg a r is ........................................... He -------- — —

E riph ia  sp in ifro n s .................................. . He -------- — —

Reazioni in micropiastre a +  2o°C. T ranne Planorbarius e V iviparus, dulcacquicoli, Eobania , terrestre, gli altri 
sono marini.

H e emocianina neH’emolinfa; H b emoglobina nell’emolinfa; — nella p rim a colonna non c’è né emocianina né 
emoglobina; n.f. non fatto.

(*) Anche al microscopio elettronico Patella  sembra essere priva di emocianina (Lanzavecchia, inedito).
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di quelli ricavabili dalle curve di inibizione della precipitazione (fig. 1) p a r­
tendo dal presupposto che la diluizione precedente ad una dim inuizione del 
precipitato sia quella corrispondente al rapporto  più basso tra  le due sostanze 
che reagiscono. Nella Tabella I I I  sono riassunti i dati, insieme a  quelli, poco 
attendibili per quanto detto, ottenuti con il dosaggio del precipitato. In  base a 
tali dati per precipitare 2,78 mg di em ocianina è necessario 1 mg del principio a t­
tivo (assum endo in base ai dati dell’ultracentrifuga, che esso è circa il 38%  della 
concentrazione proteica totale dell’estratto  di turritella usato). Al coefficiente 
di sedim entazione 6,8 del principio attivo corrisponde un peso molecolare di 
150X io 3 (am m ettendo la molecola del principio attivo di form a sferica). Poiché 
l’em ocianina di Murexha. un peso molecolare di 9 X106 si conclude che sono 
necessarie 22 molecole del principio attivo per precipitare una di emocianina.

Come si è p rim a accennato vi è una notevole specificità n eg az io n e  del­
l’estratto  di turritella: nella T abella IV  vi sono riassunti i dati raccolti confron­
ta ti con quelh im m unologia.

U n  dato interessante è che m entre viene precipitata rem ocian ina di anfi- 
neuro non viene precipitata quella di cefalopodo; una spiegazione possibile 
di ciò è che sono coinvolti gruppi molto antichi della molecola che sono andati 
persi, nel corso dell’evoluzione, nella em ocianina dei Cefalopodi; tale dato 
va d ’accordo con le attuali idee che si hanno sulla filogenesi dei M olluschi e 
con recenti studi biochimici su essi (3).

U n  altro dato interessante è che viene precipitata anche una particolare 
em ocianina che in ricerche in corso abbiam o visto presente nelle uova di 
Viviparus.

In  conclusione nell’estratto  di Turritella communis L. è presente un p rin ­
cipio precipitante in modo specifico rem ocian ina di gasteropodo ed anfineuro; 
questo principio non è dializzabile, è precipitabile con solfato di ammonio, è 
term olabile, ha un  peso molecolare intorno a 150 X io3; la reazione di precipita­
zione avviene entro un determ inato intervallo di concentrazioni relative delle 
sostanze che reagiscono ed è inibita dall’eccesso di una di esse; infine la reazione 
avviene entro un intervallo di pH  essendo inibita, reversibilmente, da pH  alti.

D iversi di questi dati inducono a ritenere che tale  principio sia una p ro ­
teina che noi proponiam o chiam are turritellina. Tale sostanza può essere acco­
sta ta  sia alle eteroagglutinine, lecitine ecc. sia alle aptoglobine.

B i b l i o g r a f i a .

[1] A. Ghiretti—Magaldi, G. Nardi, F. Ghiretti e R. Zito, Ricerche sulle emocianine.
/ )  Purificazione. Preparazione delle apoemocianine. Ricostituzione, « Boll. Soc. it. biol. 
sper. », 38, 1839-1844 , (1962).

[2] V. PARISI, A n a lis i im m unologia  delle emocianina d i alcuni Cefalopodi, « Rend. Acad. 
-■'-'-•Naz. Lincei (Se. Fis.) », 38, 269-273 (1965).

[3] S. Ranzi, M. Protti Necchi e P. Citterio, Impiego dei diagramm i d i « salting-out »
per lo studio della sistematica zoologica, « Rend. Acad, Naz. Lincei (Se. Fis.) », 38, 791- 
803(1965).


