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Biochimica. —■ Osservazioni sulla cinetica della transizione acido- 
alcalina nella metamioglobma di A plisia  (*}. Nota di G io r g io  M aria  
G ia c o m e t t i , A lvaro  D a R os e M a u r izio  B r u n o r i , presentata (**} 
d a l S ocio  A . R ossi F a n e l l i .

Summary. -— The paper reports a study on the kinetics of the transition between acid 
and alkaline Aplysia myoglobin. The results, obtained with the tem perature-jum p method, 
show tha t the observed relaxation effect corresponds to a perturbation of the equilibrium 
between the protonated and deprotonated forms of the protein.

The pH dependence of the data  and their analysis suggest tha t the process involves 
a proton-linked conform ational change of the protein, in agreem ent with independent expe­
riments.

The comparison of the results reported here with those obtained for other hemeproteins, 
notably sperm whale myoglobin, constitutes a clear-cut example of the dom inant role of the 
protein moiety in regulating the ligand reactivity of the heme.

E nota l ’esistenza nelle em oproteine respiratorie di un processo pH dipen­
dente che com porta variazioni dello spettro di assorbim ento deH’eme nel 
visibile e nel Soret, e dello stato di spin totale del ferro eminico che passa, 
andando da pH  acidi a pH alcalini, da una stru ttu ra  ad alto spin ad una s tru t­
tu ra  a basso spin [1]. Questo processo, attribuito  alla ionizzazione della m ole­
cola d ’acqua che, come dim ostrato da dati cristallografici, occupa il sesto 
sito di coordinazione del ferro eminico, può essere descritto come segue:

(1) Fe+ (H 20) ^ F e + (0H -) +  H +.

Il pK  apparente (pK ') di questo equilibrio varia notevolm ente nelle 
diverse emopiroteine come indicato per alcune di esse dai dati riportati in 
Tabella I, m ostrando che sulla transizione acido—alcalina del ferro eminico 
esercita un ruolo fondam entale la parte  proteica dell’emoproteina.

Nella m etam ioglobina di balena, tentativ i di seguire la cinetica della 
transizione acido-alcalina con il m etodo del salto di tem peratura [4], hanno 
dim ostrato che i tem pi di rilasciam ento sono uguali o inferiori al tem po morto 
dell’apparato .(qualche microsecondo) [5].

Ilgenfritz e Schuster [6] facendo uso del campo elettrico quale agente 
perturbante l’equilibrio del sistema, hanno potuto m isurare i tem pi di rila­
sciamento coinvolti nella transizione della m ioglobina di Balena ed hanno 
dim ostrato che il processo non può essere descritto come una semplice reazione 
di trasferim ento di un protone, m a richiede un meccanismo più complesso.

(*) Lavoro eseguito nel Centro di Biologia Molecolare, 
U niversità di Rom a.

(**) Nella seduta del 13 gennaio 1973.

CNR. 1st. Chimica Biologica,
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Tabella  I.
Effetto del tipo d i proteina e del tipo d i ente su l pK r della transizione acido 

alcalina d i alcune emoproteine a 20 °C e fo rza  ionica 0.2 M.

E moproteina
pK 'd: 0 . 0 5

Ref.
Proto Deutero Meso

Mioglobina di Aplisia ( * ) ................. 7o 6 ;95
_ _

Emoglobina umana . . . . . . . 00 ò Ü1 8 . 4 8 . 6 3

Mioglobina di b a l e n a ..................... 8 -95 9-1 9-35 2

Perossidasi di Rafano . . . . . . IO. 9 - - 2

(*) a 2 5  °C.

Questa N ota riporta i risultati ottenuti con il metodo del salto di tem pe­
ra tu ra  nello studio della cinetica della transizione acido-alcalina della m eta- 
m ioglobina di Aplisia.

M a t e r ia l i e m etodi

L a mioglobina è stata estra tta  e purificata dai muscoli boccali del m ol­
lusco gasteropode A plisia  Limacina  secondo il procedim ento originale di Rossi 
Fanelli e A ntonini [7]. Così p repara ta  la m ioglobina è già allo stato ferrico 
e non richiede ulteriori processi di ossidazione.

Ça deutero m etam ioglobina di Aplisia è stata  p repara ta  aggiungendo 
eme sintetico in quan tità  stechiom etrica ad una soluzione di apomioglobina 
p repara ta  con il m etodo all’acetone acido [1, 8].

Le soluzioni tam pone sono state preparate tu tte  con reagenti della M erck 
D arm stadt.

Le determ inazioni spettrofotom etriche sono state fatte con spettrofoto­
m etri registratori C ary  modello 14 e Beckm an modello D B—GT. Le m isure 
cinetiche sono state eseguite col metodo del salto di tem peratura [4] su un 
apparato  a singolo raggio costruito da M essanlagen (Göttingen). In  questo 
apparato  l’aum ento di tem peratura è realizzato, in un tem po di pochi [zsec, 
facendo scaricare attraverso la soluzione un condensatore a bassa capacità; 
il potenziale di carica utilizzato è di circa 30 KV corrispondente ad un At  di 
^  5 °Ç. E stata  usata una cella di 7 mi di capacità ed 1 cm di camm ino ottico.

I valori di pH  di tu tte  le soluzioni sono stati determ inati volta per volta 
con un m icroelettrodo capillare su un apparecchio pH m eter 4 della R adio­
meter.
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R i s u l t a t i  e  d i s c u s s i o n e

La transizione acido-alcalina della m etam ioglobina di Aplisia ha un 
p K ' di 7,6 a 20 °C [1 ]; nel caso della m etam ioglobina ricostituita con deute- 
roeme il p K ' della transizione è inferiore di circa 0.5 unità di pH  (p K '=  6.95 
a 25 °C). La Tabella I riporta dati analoghi per altre emoproteine native e 
ricostituite.

Esperim enti di salto di tem peratura eseguiti su soluzioni di m etam io­
globina di Aplisia in tam poni a valori di pH vicini al p K ' della transizione 
acido-alcalina, hanno rivelato la presenza di un rilassam ento analizzabile,

Fig. i. -  D ipendenza dal pH  della percentuale di metamioglobina acida (o) 
e dell’am piezza del rilassamento osservato (in unità arbitrarie) col metodo 
del salto di tem peratura (■). Condizioni: tem peratura 20 °C; concen­
trazione di emoproteina 6 X io“ 6 M; tam poni fosfato forza ionica 0.2 M

in ogni condizione sperim entale, in term ini di un singolo esponenziale. A 
pH  costante, il tem po di rilassam ento (t) è indipendente dalla lunghezza 
d ’onda di osservazione (fra 370 e 440 nm), dalla concentrazione della proteina 
(fra 3 e 15 X io  6M), e dalla m olarità e dal tipo di tam pone usato.

Il processo è stato attribuito  ad una perturbazione dell’equilibrio fra 
m etam ioglobina acida ed alcalina sulla base dei seguenti dati:

z) l’ampiezza della perturbazione dallo stato di equilibrio, m isurata 
dalla variazione totale della assorbanza a lunghezza d ’onda costante, dipende
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dal pH  del mezzo. Per la protom ioglobina l ’ampiezza del rilassam ento è 
infatti m assim a a pH  intorno a 7.5 e diventa trascurabile a valori di pH supe­
riori a 9.0 ed inferiori a 6.0 (fig. 1).

n )  Lo spettro differenziale all’equilibrio tra  la m eta m ioglobina acida 
e alcalina coincide con lo spettro differenziale cinetico ottenuto dall’esame 
dell am piezza totale della perturbazione in "funzione della lunghezza d ’onda,

Fig. 2. -  Confronto degli spettri differenziali all’equilibrio cinetico.
La linea continua si riferisce allo spettro differenziale tra  forma acida 
e alcalina della metamioglobina all’equilibrio, i punti (o) allo spettro 
differenziale cinetico ottenuto col metodo del salto di tem peratura.
Condizioni degli esperimenti cinetici: tem peratura 20 °C; concentrazione 
dell’em oproteina 6 x  io -ßM; tam pone fosfato pH 7.5 forza ionica 0 .2 M.

La scala delle ordinate è data in unità arbitrarie.

a concentrazione costante di proteina (fig. 2). Inoltre lo spettro differenziale 
cinetico calcolato a tem pi successivi m antiene inaltera ta la form a e presenta 
un netto punto isosbestico (a circa 409 nm).

Hi) A 425 nm, il salto di tem peratura è associato ad un aum ento di 
densità ottica, in accordo col segno dell’entalpia del processo di ionizzazione 
della molecola d ’acqua in posizione distale (AH =  +  3.3 Kcal/mole) e con 
le proprietà spettroscopiche delle due forme della proteina.

Risultati del tu tto  analoghi a quelli riportati per la m ioglobina nativa, 
contenente protoeme, sono stati ottenuti anche per la m ioglobina ricostituita 
con deuteroeme.
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La fig. 3 m ostra la dipendenza del reciproco del tem po di rilassam ento 
dal pH  (da pH 6.0 a pH  8.0) in mezzo tam ponato sia per la proto che per la 
deutero m etam ioglobina. Come atteso per una reazione che coinvolge il t ra ­
sferimento di un protone, t“1 aum enta col dim inuire del pH.

6 7 8 pH

Fig. 3. — D ipendenza dal pH  dell’inverso del tempo di rilassamento per 
la transizione fra m etamioglobina acida e alcalina: ( f )  protomioglo- 
bina, (#) deuteromioglobina. Condizioni: tem peratura 20 °C; concen­
trazione di em oproteina 6 X io~6 M; tam poni fosfato forza ionica 0.2 M.

(2)

dove:

Assum endo per il processo osservato cineticamente lo schema semplice:

k
M ba M ba]

K =  — —  =±=
k z  ( M b a c )

e T kx +  &2)

è possibile ricavare le costanti cinetiche apparenti della transizione, essendo 
noto ad ogni pH , dalle m isure airequilibrio , il valore del rapporto (M balc)/(M bac):

k x  =  t - 1 . K/K +  i

^ - T - L i / K - b  i .
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Per am bedue le mioglobine i risultati ottenuti sono descrivibili con lo schema 
semplice riportato  sopra e quindi sulla base di due sole costanti di velocità, 
una delle quali (/£]) è pH  indipendente e l’altra (/è2) dipende linearm ente dal 
pH . Per la protom ioglobina a 20 °C, k± ha un valore pH  indipendente di , 
160 see-1, m entre k% dipende linearm ente dal pH , con valori che vanno da 
circa 1600 sec-1 a pH 6.5 a circa 13 sec-1 a pH 8.5.

Questi risultati indicano che la cinetica della transizione acido-alcalina 
nella m etam ioglobina di Aplisia è consistente con lo schema (1), nel quale 
la form a basica della proteina Fe+ (OH"), acquista un protone, con una co­
stante apparente di combinazione di 4.6 X io 9 M “ 1 see"1 (per la proto m eta- 
mioglobina a 20 °C), Questo valore è più basso delle costanti di protonazione 
caratteristiche di molecole semplici, che hanno valori di io 10- i o 11M “ 1 see"1 [9]. 
La costante apparente di dissociazione ( ~ i ó o  see"1 a 2 0 °C) è, d ’altro canto, 
molto diversa da quelle caratteristiche di processi semplici, che hanno valori 
variabili fra io 4 e io 6 see"1 [9].

Questo dato fa supporre che al processo di deprotonazione della mole­
cola d ’acqua coordinata in sesta posizione sia associata una variazione nella 
stru ttu ra  tridim ensionale della proteina. Questa ipotesi è confortata da altre 
evidenze indipendenti a cioè: (a) studi cristallografici di emoglobine e m io­
globine hanno dim ostrato che, nella forma ferrica a pH  bassi (spin alto), 
l’atomo del metallo si trova spostato dal piano della porfirina di alcuni decimi 
di Â  verso l’imidazolo in posizione prossimale [1], e cioè in una situazione' 
simile a quella caratteristica del derivato desossigenato. Q uando l’acqua viene 
sostituita da un ossidrile si ha uno spostam ento del ferro eminico verso il 
piano della porfirina associato alla variazione nello stato di spin totale del 
metallo, spostam ento che necessariam ente si riflette sulla d istanza di legame 
fra ferro e azoto imidazolico; (b) m isure di spettroscopia di risonanza m agne­
tica nucleare [io] ed elettronica [11] della m etam ioglobina di Aplisia sem brano 
indicare la presenza di due stati conformazionali della m ioglobina in soluzione; 
(0 Peli m etam ioglobina di B alenarla  cinetica della transizione acido-alcalina 
è inconsistente con uno schema che coinvolge esclusivam ente lo scambio di un 
protone, e per spiegare i risultati ottenuti Ilgenfritz e Schuster [6] hanno pro­
posto che l’imidazolo in posizione distale possa funzionare da «tampone interno».

Il paragone dei risu ltati ottenuti per la m ioglobina di Aplisia con quelli 
riportati in precedenza per la m ioglobina di balena presenta un certo in te­
resse. Il p K ' della transizione acido-alcalina è considerevolm ente diverso 
per le due proteine (A p K '= i.4 ) . Inoltre sostituendo il protoem e con il deu- 
teroeme, il p K ' della transizione aum enta nella m ioglobina di balena (e anche 
nella emoglobina um ana), m entre diminuisce per la mioglobina di Aplisia 
(Tabella I). Infine la cinetica della transizione avviene con velocità enor­
m em ente diverse per le due emoproteine dato che il tem po di rilassam ento 
è T =['5 msec per la M b di Aplisia (a pH 8) e circa 1000 volte più piccolo per 
la M b di balena in condizioni simili [6].

L ’interpretazione stru ttu rale  di queste notevolissime differenze di com­
portam ento tra  le due mioglobine non è al m omento possibile, per quanto
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sia significativo, e forse determ inante, il fatto che nella M b di balena il 
residuo am m ino-acidico in posizione distale sia l ’imidazolo dell’istidina in 
posizione F8, istidina che nella M b di Aplisia m anca [12, 13]. In  ogni caso 
l’insieme dei risultati costituisce una ulteriore conferm a del ruolo determ i­
nante esercitato nelle proteine coniugate dalla parte proteica nel controllare 
la reattiv ità  del gruppo prostetico verso un agente legante esterno.
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