88. Marco FRANK. — Un registratore elettronico di numeri di impulsi
e sue applicazioni nel campo della radiocromatografia.

Riassunto. - =i descrive un’apparecchialura aulomatica per il con-
teggio e la registrazione di impulsi eleltrici, progettata e costruita in
una piccola serie presso I'lslilulo superiore i Sanitd di Roma. L'appa-
recchiatura, pur essendo adatta a misure di caraticre generale, si pre-
sta particolarmente alla determinazione delle zone radioaltive i radio-
cromalografie.

Summary. — An automatic apparatus is described for the counting
and recording of electrical pulses, which was designed and buill in a
small series in this Institute. Although suitable for general measurements
of this type, the apparatus is particularly adapted for the delermination
of the active zones of radio-chromatograms.

Il problema del conteggio di impulsi elettrici, particolarmente di
impulsi provenienti da rivelatori di radiazioni, e della registrazione dei
conteggi su carta, oggi tanto di attualitd, & stato oggeftto di numerosi
studi (" % % %) presso l'lstituto Superiore di Sanitd di Roma, per la
importanza che tale problema riveste nei riguardi delle applicazioni
sistematiche della radiocromatografia e, pitt in generale, dell'impiego dei
radioisotopi.

Com’® noto, la tecnica della radiocromatografia su carta (* %), cosi
largamente impiegata nelle ricerche di biochimica (" ®), permette la sepa-
razione, la rivelazione ed il riconoscimento di sostanze presenti in una
soluzione anche in quantitd piccolissime (pochi milionesimi di grammo).

Una goccia della soluzione in esame viene posta sul bordo di un
foglio di carta bibula: il bordo viene poi immerso in un solvente in modo
che questo per capillaritad si sposta verso il bordo opposto del foglio. Le
varie sostanze presenti nella goccia, eluite dal solvente, si spostano an-
ch’esse sul foglio nella direzione in cui & avanzato il solvente, ed il rap-
porto (R, ) tra il cammino della sostanza ed il cammino del fronte del
solvente & caratteristico, per un dato solvente, delle varie sostanze. E’
cosi possibile, conoscendo la posizione occupata sul foglio dalle sostanze
eluite, individuare, almeno entro certi limiti, le sostanze stesse.

Se le varie sostanze sono « marcate », cioé esse sono dei composii
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di isotopi radicattivi. la loro posizione sul foglio sara rivelabile con con-
fautori di Geiger.

Per una maggiore separazione tra le macchie ¢ poi conveniente
preorrere alla teenica delle  radiocromatografie  « hidimensionali »: il
foglio sul quale si sono ottenute le macchie radioattive col passaggio di
un primo solvente viene fatlo nuovamente attraversare da un differente
solvente in direzione normale a quella secondo la quale si era spostato
il primo solvente. Le macchie risullano cosi piu separate, essendo distn-
buite sull'intera superficie del foglio anziché lungo una sola direttrice.
La determinazione della posizione delle macchie sul foglio & ottenuta
misurando e registrando la radioallivita di ciascun elemento di superficie
del foglio slesso, ed effettuando V'esplorazione o « scansione » di tutto
il foglio per righe parallele.

Nella presente esposizione & riportalo per sommi capi il principio
di funzionamento i un registratore elettronico di numeri di impulsi,
rimandando ad una preesigtente pubblicazione (%) per ulteriori informa-
zioni. Di tale regisiratore & nuovamente pubblicato il circuito in quanto
vi sono state apportate alcune modifiche. Infine & descritta una serie di
apparecchi destinati a funzionare principalmente in connessione con il
registratore, completandone l'impiego particolarmente in vista delle
applicazioni alle tecniche radiocromatografiche.

La linea completa di apparecchi comprende:

1) 1l registratore elettronico di numeri di impulsi;
2) La macchina da scrivere con comando elettromagnetico dei tasti;
3) Il generatore di segnali stabilizzato con diapason;

%) La =scala di demoltiplicazione per un numero prefissato
di impulsi;

%) L unita per I'autoprogrammazione delle misure;

6) Il dispositivo per I'esplorazione di radiocromatografie mono-
dimensionali; '

7) I dispositivo per 1'esplorazione di radiocromatografie bi-
dimensionali.

1. IL REGISTRATORE ELETTRONICO
Il registratore & costituito da una scaletta decadica di quattro selet-

teri Dekatron GS 10C, adatta a contare fino a 9999 impulsi, alla quale
¢ connesso un sistema elettronico (read out) capace di effettuare la
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« lettura » del numero di impulsi contato dalla scaletta e di stamparlo
su carta mediante una macchina da scrivere elettrica i cui tasti dei
numeri vengono battuli mediante pulsanti elettromagnelici.

In fig. 1 & riporlato lo schema di principio del registratore. Questo
presenta due enfrate: ad una di esse (J1) pervengono gli impulsi che
devono essere contati ed il cui numero deve essere registrato, all'alira
(J2) arriva da un limer o da allro sistema un segnale che comanda 1'inizio
delle operazioni per la registrazione. Tali operazioni sono:

a) Sospensione del conteggio;

b) Registrazione dei numeri indicati dai Dckatron nell ordine
delle potenze decrescenti di dieci (ciod migliaia, cenlinaia, decine
ed unitd);

¢) Azzeramento dei Dekatron;
d) Ripresa del conleggio.

Com’e noto, i selettori Dekatron comprendono un anodo, due guide
¢ dieci catodi, ciascuno dei quali & connesso individualmente ad un pie-
dino dello zoccolo. La scarica a bagliore avviene tra 1'anodo ed un solo
catodo. Il catodo acceso, corrispondente alla cifra indicata dal Dakatron,
ha un potenziale positivo di circa 40 volt (con i valori delle resistenze
catodiche usate nel circuito), mentre gli altri catodi sono a potenziale zcro.

Il segnale che comanda 1'inizio della registrazione produce lo scatto
di una serie di univibratori connessi in modo che ognuno di questi
scatta nell'istante in cui il precedente univibratore ritorna allo stato
stabile. Si ha cosi una sequenza d’'impulsi ciascuno dei quali & sovrap-
posto al potenziale dei catodi di un Dekatron. Data la polarizzazione dei
diodi formanti la matrice, 'impulso di ciascun univibratore arriva ad
accendere un solo thyratron per volta, che a sua volta aziona il pulsante
elettromagnetico del tasto della macchina corrispondente alla cifra indi-
cata dal Dekatron.

Al termine della sequenza degli impulsi degli univibratori i Deka-
fron vengono azzerali.

La durata delle operazioni descritte, per un registratore di numeri
di quattro cifre, & di 0,6 sec, dall’inizio della sospensione alla ripresa
del conteggio.

Alla fine della sospensione si accende un undicesimo thyratron desti-
nato a funzioni ausiliarie quali il ritorno del carrello, la spaziatura,
ecc... Se viene usata un’addizionatrice elettrica anzich® una macchina da
scrivere, 1'undicesimo thyratron serve per azionare il tasto « stampa ».

In fig. 2 & riportato lo schema del registratore.



— 1131

BI0TRASIEN [op odpuul p mumpayg - ) iy

[F P M P Puur iRl
BUBIIPY AR OOy ODUPWO) iy

WP P vy

N vonestyy bboiwor 20
cupatos P ERCTIIPE T
‘ 430 Lgqraw I_[*I._.l
swacre,nba, eudp ‘W pap Ppun pp whaare )
COLPWON D OVl B an s ey e eanjin P b— and
srubos ovmauby g aren O qinnap 0. rgiti} iRy
aoe= nows ..M_U. r _ _ _ ﬁ
7— G Pnan p
@ O P0uPr Wy
o0& - Te
m “ AL e — “ew .
= — -
—
LEL LAFE LU -]
PurdaPu PuBp 80 ¢

0 i o o f o g o e
0

=
ik 1} WZEVING

o:bbawor jep
suoisuBOtog

0P Ay

I

BLEEPSI LA

warapabes ep
O PRDg (2D e 9%t LBy
o bbeopd Sy p——— Y

1P oMty "

TR 3 (0P
oibbejopo
;‘ a ——’0 t—U

megbie 309 LRI T 7- 1
eibbames | 429 wo.radg cibbeawar |+ 49 w3.iPaag



— 1132 —

Le modiliche al modello precedentemente deseritte (*) riguardano lo
stadio d’ingresso, 'applicazione del segnale negalivo per la sospensione
del conteggio, 'azzeramento dei Dekatron e la sostituzione di aleuni diodi
al germanio con diodi a vuoto ed infine 'applicazione di un piccolo ven-
tilatore da 10 wall per il rafireddamento dei thyratron, aggiunto in
quanto la polenza dissipata nei filamenti di questi, data la compatiezza
del montaggio, dava luogo ad un eccessivo riscaldamento.

Il vantaggio fondamentale presentato da questo tipo di registratore
rispetto agli altri sistemi recentemente apparsi in commercio consisle
nel fatto che il registratore descritto & completamente elettronico e privo
di contatti striscianti, mentre la parte meccanica, necessaria per la stam-
pa delle cifre, & costituita dalla macchina da scrivere per la quale ci si
avvale di una profonda esperienza tecnica e di una costruzione indu-
siriale in gran serie.

La sicurezza di funzionamento, prevista in sede di progetto, & stata
largamente confermata dall’esperienza. Sono gid stali costruiti 18 regi-
siratori per le necessita interne dell Tstituto, ed il primo di questi, entrato
in servizio nell’ottobre del 1956, ha totalizzato a tutt’oggi /dicembre
1960) quasi trentamila ore di funzionamento, richiedendo solo un mini-
mo di manutenzione e di sostituzioni di tubi. Altrettanto buoni sono
stati i risultati di funzionamento delle macchine da scrivere.

L'impiego della macchina da scrivere offre un altro notevole van-
taggio: la possibilita di sfruttare i movimenti della macchina stessa per
elfettuare direttamente |'esplorazione delle radiocromatografie, come sara
illustrato piu avanti, ai punti 6 e 7.

2. MACCHINA DA SCRIVERE CON COMANDO ELETTROMAGNETICO DEI TASTI

Sulla macchina da scrivere elettrica ® fissata un’incastellatura por-
tante 1 pulsanti elettromagnetici per i tasti dei numeri, per il tasto dello
spazio e per quello del ritorno del carrello. II montaggio dell’incastella-
tura sulla macchina non richiede alcuna modifica di quest’ultima.

I numeri relativi ai successivi conteggi possono essere registrati in
colonna su un nastro di carta oppure I'uno di seguito all’altro sull’intera
facciata di un foglio. La prima forma pud essere preferibile nella mag-
gior parte dei casi, mentre la seconda si presta particolarmente per le
registrazioni di radiocromatografie bidimensionali in quanto la registra-
zione viene a costitnire una vera e propria mappa della radiocro-
matografia.
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Fig. 2. - Schema del registratore.
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Nello schema di fig. 3 sono mostrate le connessioni delle parti rela-
live alla macchina da scrivere.

Per ottenere la registrazione sull'intero foglio il commutalore
deve assumere la posizione riportata in figura. Dopo la registrazione di
ogni gruppo di quattro cifre il thyratron n. 11 si accende facendo passare
corrente nella bobina del pulsante corrispondente al tasto per il ritorno
del carrello. II circuito della bobina del pulsante perd @ interrotto dal
microinterruttore azionato dal carrello.

microswilch percomands rilorns Larrello

d.al thyratron |
"3 petaunte: pev c———=45a |
d n3 carrello della macchina
' bidimens da scrivere
'
dal thyratron ! unidimens.
PR .

nd pulsante per

il ney

dal thyratron

| —
n®o

R

ritorno comune

il n®o

pulsante per I pulsante par
ritorno carrello

dat thyretron ne(q

Fig. 3. - Schema dei comundi della macehina da serivere.

Al termine di ciascuna riga il movimento del carrello produce la
chiusura del microinterruttore e dopo la registrazione dell'ultima cifra
di ogni riga, viene azionato il tasto per il ritorno del carrello.

Per la registrazione dei numeri in colonna il commutatore
viene girato in senso orario ed in tale posizione ogni volta che si accende
il thyratron n. 11, dopo la registrazione di un numero, viene azionato il
tasto per il ritorno del carrello.

Nella regisirazione di radiocromatografie, soprattutto bidimensio-
nali, & conveniente utilizzare, in luogo del tasto dello zero, il tasto dello
avanzamento; si ottengono allora numeri radi, in quanto costituiti da
una sola cifra, in corrispondenza del fondo, e addensati, in quanto
composti da piu cifre, in corrispondenza delle macchie radioattive, le
quali sono cosi pit facilmente visualizzabili (fig. 4).
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Fig. 4. - Fotografia della registrazione di una radiocromatografia.

3. GENERATORE DI SEGNALI A FREQUENZA STABILIZZATA CON DIAPASON

E" costituito (fig. ) da un oscillatore la cui frequenza (600 c/s) &
stabilizzata con una precisione migliore di una parte su 10* mediante
un diapason termocompensato, seguito da uno stadio di demoltiplica-
zione per 6. Il circuito di questo stadio & derivato dal circuito studiato
dalla Philips per scalette a numero prefissato di impulsi, con tubi E1T.

600 oo - i : !
Oscillatora - Divisore ™50 Divisore 0rmon Divisore Vimea

4 diapasan per & per 0O 1 per 0

_]b“

Invertitore f——— .
e lriod. a4 ] Uacils
wsila catod

WU o

Fig. 5. - Schema a blocchi del generatore di segnali a frequenza stabilizzata con diapason.

Lo stadio di demoltiplicazione per 6 & seguito da due stadi di demol-
tiplicazione per 10. In tutti gli stadi sono usati tubi EAT.
L'unita fornisce sia impulsi positivi di 30 volt, sia negativi di 0,5 volt.
La frequenza degli impulsi di uscita & di 1 o 10 impulsi al secondo.
L'uscita & effettuata attraverso un cathode follower ed & previsto il
collegamento contemporaneo di pil utilizzatori.
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4. SCALA DI DEMOLTIPLICAZIONE PER NUMERO PREFISSATO DI IMPULSI,

Questa unita (fig. 6) ¢ stata fondamentalmente progeftala per fun-
zionare in connessione con il generatore di impulsi descritto nel prece-
denle paragrafo, ed & deslinata a fornire in uscila segnali ad intervalli
di un numero intero prefissabile di secondi, destinati a comandare la
registrazione,

In fig. 7 ¢ riportato lo schema della scaletta.

Il principio di funzionamento di questa unita & il seguente: dopo che
un certo numero di impulsi & pervenuto all’entrata della scaletta si ac-
cende il catodo n. 0 del secondo Dekatron (V7), e questo fa scaltare
I'univibratore V8. (uest’ultimo, attraverso l'invertitore V10 ed allra-
verso i diodi VOA e VUB applica un impulso negativo dell’ampiezza di
circa 250 volt e della durata di circa 70 psec a quel catodo di ciascuno
dei Dekatron che @& stato prescelto con i commutatori SW1 e SW2.

Si supponga di richiedere un impulso in uscita ad esempio ogni 43
impulsi in entrata. Si dispongono allora i commutatori SW1 ed SW2 in
modo che i contatti mobili si trovino in corrispondenza del catodo n. 5
del Dekatron delle decine e del catodo n. 7 del Dekatron delle unita, ri-
spettivament2. Al ritorno a zero del Dekatron delle decine gli impulsi
negalivi applicati attraverso i diodi spostano la scarica a bagliore sul cato-
do n. 5 di quest’ultimo Dekatron e sul catodo n. 7 del Dekatron delle
unitd; i due Dekatron segneranno allora la cifra 37, ed occorreranno ap-
punto 43 impulsi per ritornare a zero ed iniziare nuovamente il ciclo.

Come il registratore, anche questa scaletta pud essere progettata per
un qualsiasi numero di cifre.

Per applicazioni in cui & sufficiente una stabilita di frequenza dell or-
dine di qualche unita per cento si puo evitare 'impiego del generatore di
impulsi a frequenza stabilizzata usando un oscillatore sinusoidale seguito
da uno squadratore e da un differenziatore costruiti entro questa unita,
in modo da produrre localmente impulsi ad intervalli di tempo di 1 sec:
iu tal caso la scaletta costituisce da sola un timer completo.

La frequenza massima degli impulsi che la scaletta pud seguire nel
conteggio ¢ di oltre 3000 imp/sec, pertanto questo tipo di demoltiplica-
tore pud trovare applicazioni diverse oltre a quella fondamentale descritta.

5. UNniTA’ PER L AUTOPROGRAMMAZIONE DELLE MISURE.

Questa unitd & stata particolarmente studiata per la registrazione di
radiocromatografie bidimensionali, ed ha il seguente scopo: durante la
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scansione di una radiocromatografia vengono via via esplorati elementi
appartenenti o meno a macchie radioattive. Per ridurre il tempo totale
necessario alla scansione dell’intero foglio pur mantenendo sufficiente-
mente grande la durata delle misure degli elementi di superficie effetti-
vamente radioatlivi, in modo da mantenere convenientemente ridotto
I'errore stalistico, occorre che la misura di ciascun elemento possa av-
venire in un tempo relativamente breve se l'elemento non & radioattivo
(e quindi non interessante), mentre la misura deve essre automaticamen-
Le prolungata se 1'elemento appartiene ad una macchia radioattiva.

A tale scopo, durante l'intervallo di tempo che intercorre tra due
segnali provenienti dal timer, viene contato il numero degli impulsi
forniti dai Geiger: se durante questo intervallo il contegzio non & ar-
rivato a superare un numero (« soglia ») prefissato in base al valore del
« fondo » dei contatori, all’arrivo del successivo segnale del timer il
conteggio viene registrato, le scalette azzerate, e si inizia 1'esplorazione
del successivo elemento della radiocromatografia. Se invece tale soglia
& superata, il segnale proveniente dal timer non raggiunge piu l'ingres-
so J2 del registratore, ed il conteggio relativo alla misura dello stesso
elemento di superficie della radiocromatografia prosegue per un inter-
vallo di tempo multiplo (secondo un fattore prestabilito) degli intervalli
di tempo stabiliti dal timer.

In fig. 8 & mostrato lo schema dell unita.

Gli impulsi provenienti dai tubi Geiger sono amplificati, demolti-
plicati da uno stadio decadico con tubo E-T, ed inviati al registratore.
Questa disposizione & conveniente in quanto nell’esplorazione delle ra-
diomatografie si incontrano macchie con forte attivita, e d’altronde non
interessa la registrazione del singolo impulso. cioé delle unitad: i nume-
ri stampati dal registratore cosi connesso rappresentano quindi le deci-
ne di migliaia, le migliaia, le centinaia e le decine. L’impiego di un tubo
E1T anziché di un Dekatron come primo stadio di demoltiplicazione &
preferibile per il suo maggior potere risolutivo.

Dopo il primo stadio di demoltiplicazione si ha un secondo demol-
tiplicatore che divide per un numero prefissabile tra 1 e 10, anch'esso
realizzato con un tubo EIT. Da questo secondo stadio si ha quindi un
impulso in uscita ogni 10, 20, ...oppure 100 impulsi dei Geiger, a secon-
da del valore prefissato per la soglia.

All'inizio del conteggio il catodo n. 9 del Dekatron & acceso e si tro-
va ad un potenziale positivo di oltre 40 volt. Il triodo V6A & un inver-
titore la cui resistenza catodica ¢ costituita fondamentalmente dalla re-
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sistenza d'ingresso 1/gm del triodo VGB. 11 potenziale della ariglia della
sezione A dell’univibratore V3 & a circa -100 volt, perlanto i segnali
del timer non possono arrivare a far avanzare la scarica a bagliore del
Dekatron (gate 1 chiuso), ed il catodo n. 9 resta acceso. I diodi VIA e
VAB in queste condizioni sono prossimi alla conduzione, ed i segnali
(positivi) del timer raggiungono l'ingresso J2 del registratore attraverso
VIA (gate 2 aperto),

Supponiamo che nell'intervallo di tempo intercorrente tra due se-
gnali del timer il conteggio non superi la soglia prefissata: quando av-
viene l'azzeramento dei Dekatron nel registratore un impulso negalivo
di circa 50 volt proveniente dal registratore stesso provvede ad azzerare
anche i tubi E1T dell’'unitd per 'autoprogrammazione e, a registrazione
avvenuta, il conteggio riprende.

Supponiamo invece che, prima dell’arrivo del segnale dal timer,
venga superata la soglia: in tal caso I'impulso proveniente dal secondo
stadio di demoltiplicazione, attraverso il diodo VIB che, come si & delto,
¢ prossimo alla conduzione (gate 3 aperto), raggiunge 1'univibratore V2.
Questo fornisce un ampio impulso negativo di circa 150 volt che sposta
la scarica a bagliore del Dekatron dal catodo n. 9 ad un altro catodo pre-
stabilito. Appena il catodo n. 9 si spegne ed il suo potenziale cade a zero,
il gate 2 si chiude cosicche i segnali provenienti dal timer non raggiun-
gono piu il registratore. Il gate 1 invece si apre e ciascun segnale pro-
veniente dal timer fa avanzare da un catodo al successivo il bagliore del
Dekatron.

Essendo spento il catodo n. 9 & chiuso anche il gate 3 e quindi, nel-
I'eventualitd di cui col proseguire del conteggio si sorpassi nuovamente
la soglia, gli impulsi provenienti dal secondo stadio di demoltiplicazio-
ne non possono raggiungere l'univibratore V2.

Quando il succedersi dei segnali provenienti dal timer ha ricondotto
ad accendersi il catodo n. 9, i segnali stessi nuovamente raggiungono
il registratore ed i gate 2 e 3 si riaprono. Il gate 2 viene aperto dal mo-
mento in cui il bagliore arriva al catodo n. 8, in modo che il successivo
impulso proveniente dal timer, trovando il gate gid aperto, possa passa-
re a provocare la registrazione e I'avanzamento dell’elemento esplorato.
Altrimenti il segnale del timer aprirebbe il gate stesso ma non farebbe
in tempo a passare e prima dell’arrivo del segnale successivo nuova-
mente interverrebbe 1'univibratore V2 col risultato che il ciclo si ripe-
terebbe indefinitamente e la registrazione e la scansione non procede-
rebbero.
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G, DISPOSITIVO PER LA SCANSIONE DI BADIOCKOMATOGRAFIE MONODIMEN-
SIONALL

La radiocromatogralia su siriscia viene tesa mediante nastro ade-
sivo su un telaietto di allominio. Questo (fig. 9) pud scorrere longitudi-
nalmente tra due contatori di Geiger, su pulegge che lo sostengono e lo
guidano. Un estremo del telaietto & fissato mediante una pinzetta allo
estremo del nastro di carta sul quale la macchina da scrivere (oppure
un elettrocalcolatore) registra incolonnati i numeri relativi alle succes-
sive misure, All'altro estremo del telaietto & agganciato un filo di nailon
collegato ad un peso di circa 300 grammi.

Ad ogni registrazione il nasiro di carta avanza e consente al ilaiet-
to porta siriscia di spostarsi a sua volta, cosiccheé 'avanzamento del
rullo della macchina provvede ad assicurare anche l'esplorazione della
striscia.

I contatori sono aflacciati da ambedue le parti della cromalouralia
in modo da intercettare le radiazioni emesse sotto I'angolo solido pit
ampio possibile, e per minimizzare gli elfetti dovuti alle evenluali va-
riazioni di distanza della radiocromatografia da uno dei contatori con
variazioni inverse dall’altro.

E’ importante che la striscia sia disposta verticalmente (anziche
orizzontalmente), altrimenti piccole particelle di carta radioatlive, stac-
~andosi dalla cromatografia e cadendo sulla finestra di mica del conta-
lore che si frovasse sotlo la striscia, ne altererebbe rapidamente il fon-
do. La striscia radiocromatografica ha una larghezza di 30 mm ed i con-
latori impiegati hanno una finestra di mica da 1,5 - 1,9 mg/em®. La fi-
nestra & limitata da una apertura di 30 x d mm, ove d & 'avanzamento
della striscia ad ogni misura. Il valore di d dipendente dal tipo di mac-
china da_scrivere o elettrocalcolatore usato, si aggira sui 5 mm,

I contatori sono alloggiati in schermi di piombo da 30 mm di spes-
sore con camicia interna d’alluminio, ed avendo il medesimo pianerot-
tolo sono connessi al registratore e ad un alimentatore per I'alta tensio-
ne attraverso una semplice scatola di giunzione.

Il dispositivo descritto & completato da un interrutiore generale
che spegne l'apparecchiatura quando il telaietto, arrivato al termine
della sua ftraslazione, preme sulla leva dell’interruttore stesso.

Opportuni segni di riferimento e la possibilitd di bloccare il telaictto
rispetto all’incastellatura dei contatori durante il fissaggio della pinza
al nastro di carta consentono di iniziare 1'esplorazione della striscia
partendo da una posizione ben definita ed assicurano la riproducibilita
delle misure.
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In fig. 10 & moslrato il dispositivo per 'esplorazione delle radio-
cromatografie su striscia. Nella stessa fotografia sono mostrate anche
altre unita descrilte nella presenie traltazione.

7. DisposiTivo PER LA SCANSIONE DI RADIOCROMATOGRAFIE BIDIMENSIONALIL

Anche nel caso delle radiocromatografie bidimensionali si sono uti-
lizzati i movimenti della macchina da scrivere per effettuare la scansione
della radiocromatografia stessa. Un lembo di questa viene unito ad un
foglio di carta per la macchina da scrivere mediante nastro adesivo.
All’altro lembo viene fissala una barretta del peso di circa 250 gr.. co-

Fig. 10. - Fotﬂgraﬁa del dispositivo per ['esplorazione di radiocromatografie mono-
dimensionali:

1) Elettrocalcolatore o macchina da scrivere
2) Schemi di piombo contenenti i contatori Geiger

Nella fotografia sono inoltre visibili:
3) L'unita per l'autoprogrammazione delle misure
4) 11 registratore di numeri di impulsi
5) Lu scaletta a numero prefissalo di impulsi
6) L'alimenlatore alta lensione per i Geiger
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stituita da due metd incernierate ad un estremo ¢ adatte a tenere salda-
mente il lembo steszo. una volla serrate insieme.

I1 dispositivo per la scansione delle radiocromalogralie & moslrato
in fig. 11 e nella fotografia (fig. 12). Al carrello della macchina da scri-
vere & fissato un supporto incurvato di lamiera di acciaio inossidabile,
avente la forma di una porzione di cilindro tagliato lungo due genera-
trici a 90° tra loro rispetto l'asse.

Cwniione Lra la

cromatogralia 2
Auke q-nc TP
mawh-ng

o8 (e vEva Supporto sohidaie
2 warrello

(romatogratia

hpertura

\\ Intercuttore

e neralg

(JC:Q.'
con x herm
Fig. 11. - Dispositivo per
la  scansione delle ra-
dio  cromatografie bidi-
mensionali.

Barratto

La carta viene inserita nella macchina da scrivere e ad ogni spo-
stamento del carrello la radiocromatografia si sposta tra i due contatori
di Geiger.

Alla fine della riga il carrello ritorna a capo ed il rullo ruota facen-
do avanzare la carta e facendo salire la radiocromatografia tra i Geiger.

Con la macchina da scrivere LEXICON 80 E della Olivetti, gli spo-
stamenti lungo una riga corrispondenti a numeri di quattro cifre sono
di circa 10,4 mm e la distanza tra le righe pud essere prefissata a 10 mm.
Le aperture che limitano le finestre di mica dei contatori di Geiger sono
quindi di 10,4 x 10 mm. Questi contatori possono quindi essere di diame-
tro notevolmente inferiore rispetto ai Geiger impiegati nel dispositivo
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Fig. 12. - Fotografia della macchina da serivere con i pulsanti elettromagnetici dei
tasti ed il dispositivo per la scansione delle radiocromatogralie bidimensionali

per l'esplorazione delle radiocromatografie monodimensionali, mante-
nendosi per lo spessore della mica un valore di circa 1,9 mg/cm®. Poiche
per P'alimentazione di questi contatori si richiede una tensione di 4350
volt, i Geiger sono alimentati direttamente dall’unita per I'autoprogram-
mazione.

Al termine dell'intera scansione la barretta fissata al lembo inferio-
ve della radiocromatografia arriva a premere la levetta di un microinter-
ruttore spegnendo l'intera apparecchiatura.

Alcune misure effettuabili con Uapparecchiatura descritta.

Come si & accennato, gli apparecchi descritti possono essere inter-
connessi in modo da effettuare registrazioni di vari tipi di misure.

a) Conteggio a tempo prefissato ¢ misure di frequenza.

In fig. 13 & rappresentata una disposizione per effettuare misure di
frequenza di impulsi e conteggi a tempo prefissato.
Dato che il tempo durante il quale il conteggio nel registratore &
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Matcnina da scrivere
ton pulsanti e m,

T
™ 1
Ingresso impulsi 1
da contsre in un o > )
tempo prefissato Registratore
T 12

Fig. 13. - Disposizio-
ne ad intervalli di tem- Timer
po prefissati di una
frequenza di impulsi.

Macchina da serivere
con pulsanti e.m.

A

I
Generatore _r>-— Recietnat
eg ratore

di impulsi
(1sec o 107sec)

J2
2 Fig. 14, - Disposizione
: . per la registrazione
Ingresso impulsi della misura dell’in-
di cul 9 vuole oe tervallo di tempo in-
misurare [intervallo tercorrente tra due

di tempo eventi
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sospeso, ¢ di 0,6 sec + 29, e tenendo conlo che gli intervalli di tempo
a cui si susseguono gli impulsi del timer con stabilizzazione della fre-
quenza a diapason sono misurati con una precisione migliore di una
parte su 10, I'errore sul tempo di sospensione diviene dello stesso ordi-
ne dell’errore sull'intervallo di tempo durante il quale si effettua la mi-

kagocromatogralia

Macehing da strivere Geiger sv Strisce

con pulsant: e.m.

Peso

4limentatore

Scatola di alta tensione

qiunzione

Timer Registratore

Fig. 15. - Disposizione per la registrazione di radiocromatografie mono-
dimensionali: eventualmente pud essere inserita anche 1'unitd per 1'auto-
programmazione, come & mostrato in Fig. 10.

Macchina da scrivere
" con puisanti e.m.

Geiger
— 1
A mta per "*—‘
V'avtoprogram Ragistratore
> mazione 12
Timer

Fig. 16. - Disposizione per la registrazione di radiocromatografie bidimensionali.
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sira quando questo ultimo intervallo & di 2 minuti; ma 'errore & 2id
minore o uguale ad una parte su 10° per misure della durata di 12 sec.

b) Misura dell’intervallo di tempo intercorvente tra due eventi,

In fig. 14 & rappresentata la disposizione per registrare la misura
dell'intervallo di tempo T intercorrente tra due eventi (con T sufficien-
temente grande rispetto a 3 sec.).

[ tempi possono essere misurati in secondi o in decimi di secondo,
dipendentemente dalla durata prevedibile per T, e tenendo conto del
numero di cifre previsto nel registralore e delle precedenti considera-
zioni relative alla precisione delle misure. .

Alle ‘misure registrale occorre ovviamente aggiungere il tempo di
sospensione del conteggio.

¢) Registrazione di radiocromatoyrafie monodimensionali.

La disposizione delle unitd impiegate per la registrazione delle ra-
diocromatografie monodimensionali ® mostrato in fig. 15.

d) Registrazione di radiocromatografie bidimensionali.

In fig. 16 & mostrata la disposizione delle unitd usate per la regi-
strazione delle radiocromatografie bidimensionali.

Roma — Istituto Superiore di Sanith - Laboratori di Elettronica.
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89. Mario AGENO. — Alcune considerazioni sulla forma dei virus.

Riassunto. — Lc¢ parlicelle di uno slesso virus sono fulle uguali
tra loro quanio a forma e dimensioni. Le forme osservale sono tutfe po-
liedriche, talora regolari. La coslanza ¢ la specificitd di tali forme non
si possono giuslificare, ricorrendo a modelli noti di solidi nalurali dolati
di forma propria, quali i cristalli e le molecole.

Sulla base delle osservazioni al microscopio elettronico, si propone
un nuovo modello, che sembra capace di inquadrare in modo soddisfa-
cente 1 risultati sperimentali. Secondo tale modello, la forma esterna
della  particella virale sarcbbe essenzialmente dovuta al rivestimento
esterno di molecole proteiche, costituente un monostrato chiuso di ele-
menti tutti uguali tra loro.

Si fa vedere che cid porta come consegucenza che solo alcune cate-
gorie di forme sono possibili (quali I'icosaedro regolare, il prisma esa-
gonale retto, ecc.) e che i volumi risultano in ogni caso quantizzati. Ne
segue la possibilitd di una « cristallografia » sistematica dei monostrati
chiusi che permette di prevedere e classificare tutte le forme possibili.

Summary. — The particles of the same virus are all identical both
in shape and size. The observed shapes are always polyhedrical, some-
times regular. The uniformity and specificity of such a shape cannot be
justified by any known model valid for natural solids, having a well
defined shape, like crystals and molecules.

On the basis of the observations with the electron microscope, we
propose a new model, which seems to explain satisfactorily the experi-
mental results. According to such a model, the external shape of the
virus particle would be essentially due to the external coat made up
of protein molecules, forming a closed monolayer of strictly identical
elements,

It is shown that, under these hypotheses, only some categories of
shapes are possible (e.g. the regular icosahedron, the orthogonal hex-
agonal prism, etc.) and that the volumes are, in any case, quantized. It
follows that it is possible to develop a real systematic « crystallography »
of the closed monolayers which allows to foresee and classify all the
possible shapes.
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1. - Sono trascorsi ormai cinque anni da quando Crick e
Warson (™ #) pubblicarono le prime considerazioni sulla forma dei virus.
Da allora molto nuovo materiale sperimentale si & andato accumulando e
di parecchi virus & ormai nota la forma con sufliciente precisione. Sembra
quindi che sia giunto il momento di tentare di riformulare il problema
su basi meglio definite e in parte nuove, I necessario avvertire che cid
che diremo nel seguito riguarda esclusivimente quei virus, generalmente
di piccole dimensioni, che sono dotati di una forma specifica.

In base ai risultati allora noti, Crick e Watson credettero di pofer
allermare che le particelle virali sono sempre o bastoncelli o sfere e che
le particelle di uno stesso virus sono esattamente uguali tra loro. Questa
seconda conclusione ha ricevuto da allora numerose conferme ed & pro-
vata, oltre che dall’osservazione diretta al microscopio elettronico, soprat-
tutto dal fatto che le particelle di un virus tendono spesso ad aggregarsi
in reticoli regolari di tipo cristallino (fig. 1). La prima conclusione, in-
vece, ¢ senza dubbio smentita dall’esperienza. Le « sfere » di Crick e
Watson si sono (com’essi del resto gid sospettavano) rivelate poliedri ¢
(cid che & importante) ciascuna faccia del poliedro & piastrellata, per cosi
dire, mediante un numero relativamente elevato di molecole proteiche:
cid risulta chiaramente visibile nelle micrografie elettroniche a grande
potere risolutivo (% ).

Cadono quindi le considerazioni mediante le quali Crick e Watson
lentarono di giustificare le forme da loro considerate. Dal punto di vista
matematico, infatti, il problema non & piu quello di suddividere in parti
uguali una superficie chiusa assegnata e di dimostrare che, nel caso per
esempio della sfera, questo & possibile in un numero limitato di modi. Si
tratta invece ora di dimostrare che solo alcune forme poliedriche sono
possibili per le particelle virali e il fondamento della dimostrazione non
pud essere esclusivamente di carattere geometrico, ma potra ritrovarsi
solo nelle caratteristiche fisiche strutturali dei virus.

2. - Incominciamo con il riassumere brevemente le principali tra que-
ste caratteristiche.

La microscopia elettronica conferma sostanzialmente il modello
strutturale proposto da Crick e Watson. Una particella virale appare co-
stituita da un nucleo centrale, essenzialmente di acido nucleico e da un
rivestimento esterno, involucro o membrana, formato da molecole pro-
teiche. La colorazione con uranil acetato mette in evidenza la distribu-
zione dell’acido nucleico (°) (fig. 2) e con la tecnica del freeze drying @&
possibile vedere contemporaneamente i due organelli, nucleo e fegu-
mento esterno, e si vede che il nucleo ripete piti in piccolo la forma geo-
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metrica esterna della particella (*) (fig. 3). Si osservano spesso dei guscei,
svuolali del loro contenuto di acido nucleico, che pur conservano so-
stanzialmente la forma esterna della particella integra (%) (figg. 4, ).

D'altra parte, come abbiamo gia delto, le fotografie a grande potere
risolutivo fanno anche vedere che il rivestimento proteico & coslituito
da sub-unithi di forma fondeggiante, probabilmente molecole, stretta-
mente impaccate e costifuenti un monostrato (fig. 6). La forma esterna
« in grande » & quella di un poliedro a facce piane, talora regolare (es.
icosaedro). Ciascuna faccia & perd ricoperta da numerose unitd proteiche
strettamente addensate. sicch® l'aspetto complessivo & spesso quello di
una mora.

Ci sono due fatti che particolarmente sorprendono. II primo & che
se si eseguono le preparazioni con particolare cura, in modo da non
deformare le particelle del virus, non si osservano forme rotondeggian-
1i: sembra, elfettivamente, che per i virus di piccole dimensioni queste
siano dovute soltanto ad artefatti. In particolare, non si osserva la forma
sferica che pur dovrebbe essere fortemente favorita dalla tensione su-
perficiale.

Il secondo fatto & la straordinaria indistinguibilitd, nei limiti delle
nostre possibilitd osservative, tra le particelle di uno stesso virus. Per
quanto semplicissimi, si tratta pur sempre di organismi, ma non vi &
traccia di quella variabilitd biologica che pur si osserva sempre nelle
dimensioni e nelle forme di tutti gli organismi, anche di quelli appena
pit complessi di questi.

U'na teoria della forma dei virus dovrd essere in grado di spiegare
non solo l'esclusiva presenza di certe jorme poliedriche, ma anche que-
sta eslrema costanza delle dimensioni assolule.

3. - Viene fatto innanzi tutto di chiedersi se, tra le categorie di ogget-
ti naturali che noi gid conosciamo. non ve ne sia qualcuna nella quale
possano rientrare, per analogia di struttura, questi oggetti biologici di
forma poliedrica.

Noi conosciamo due tipi di enti dalla forma geometricamente defi-
nita: i cristalli e le molecole. Esaminiamo quindi se i virus non possa-
no rientrare in una di queste categorie.

Un cristallo & effettivamente (come un virus) un solido poliedrico
limitato da facce piane. Vi sono perd tra virus e cristalli delle differen-
ze di carattere fondamentale. Cid che caratterizza un cristallo &, com’®
ben noto, solo il valore degli angoli diedri. Due cristalli reali della stessa
specie possono differire tra loro moltissimo per la forma, il volume,
’estensione delle facce. Gli angoli diedri debbono essere ordinatamente
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uguali, ma le facce possono venire arbitrariamente traslale parallela-
mente a loro stesse. Possiamo esprimere ¢id sinteticamente, dicendo che
un cristallo & un sistema che ha molti gradi di liberta: pud accrescersi :
o diminuirsi in direzione perpendicolare a ciascuna faccia, senza per |
questo cessare di essere un crislallo di quella specie particolare.

Una particella virale invece & un sistema in cui tutti i gradi di liberta
sono bloceati. Non solo gli angoli diedri sono fissati, ma sono fissafi
anche la forma complessiva, il volume, la estensione delle facce. Tale
particella non pud essere (dal punto di vista geometrico) costituita che
in un solo modo e non pud accrescersi o diminuirsi, senza ledere la sua
specifica individualita.

Se poi passiamo a considerare gli elementi di simmetria presenti o
possibili in un caso o nell’altro, troviamo altre dissimiglianze di carat-
tere fondamentale. Per esempio, un cristallo non pud presentare all’os-
servazione macroscopica un asse di simmetria quinario (perché il piano
non pud essere suddiviso in pentagoni regolari). Viceversa, nei virus,
gli assi quinari sono frequenti: gli adenovirus ad esempio hanno la for-
ma di un icosaedro regolare, forma non possibile nella ordinaria cri-
stallografia (* %),

Queste considerazioni sono, a quanto sembra, sufficienti per con-
cludere che le particelle virali non hanno struttura cristallina nel senso
corrente del termine. Esse ciod non possono essere costituite da sub-
unitd tutte uguali e che si ottengono 1'una dall’altra per semplice tra-
slazione,

Rl e g &
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Daltra parte cid che oggi si conosce sulla struttura dei virus per-
mette di escludere che ciascuna particella consista di una sola molecola. ]
Si tratta, come abbiamo detto, di un aggregato organizzato di (un rela-
tivamente piccolo numero di) molecole, cioé di un organismo molto sem-
plice, ma pur tuttavia di un organismo.

Escluso dunque che le particelle dei virus possano classificarsi tra
i cristalli oppure tra le molecole, & necessario concludere che esse costi-
tuiscono una categoria a sé di solidi naturali con forma poliedrica e che s
noi non abbiamo finora alcun modello, mediante il quale si possa giu-
stificare la costanza e la specificita di tale forma.

4. - Abbiamo tuttavia a nostra disposizione un certo numero di in-
dizi che ci possono aiutare a costruire un modello, capace di dar ragio-
ne almeno delle principali tra le caratteristiche osservate. Tali indizi
derivano essenzialmente dalle ricerche eseguite con la microscopia elet-
tronica.

Come abbiamo gia osservato, 1'acido nucleico del virus e il tegu-




;
:
A
)
s
,I.
\

.Oumuuﬁzﬁ— 01UaWIIsaIALL __. 2 .D._ﬂ-_CHOU
auawesunul md ‘oapnu |1 ipiqisia AudweIeIyd ouog “(enueg 1p aouadng cimns] ‘yaso] 2 HpaEIOg ‘Miaydsy tp tundass
ﬂu_._.hﬁ._:.u_u nm._—ﬁmcucn.—u ‘0le120r .____.:E_.J uos U_.HOWN_.VZ.:OU ‘_um_.ﬂ__._.:..wz _1_ :_“:U.H ..v_—J___..__u ul n:._.«_.a_..:«uu ﬁm;_r:_um “—u Oum._UHEU mﬂLC/ — T mnhﬁ

uejoonas weid e onadsu suorzas eppp
wnbriqo,j[e vinaop 3 swddeipe ey eqfe dp2onsed 1p epy eun ep asessed pu pnoedo epap Isseuse cesna apponsed 1p neulp

-0 nuaweddni@de ryososed ey vun 1p odpnu pp owsur (e ‘ouopaa 1§ (enuesg 1p asouadng oSy ‘wydsoL 2 1[[21B1200¢]
‘MPYIIY ep enndasy edtuoina)d eyeidolo,]) AUOIZISEA|N TEIWWIDS 1P I[EUT I[N][2D Ul OIBAN[OD BIWWIDS 1p oduaud snutpy — 1 S

z 8 18y

STUIA 19D CLIIOY BIINS  IUOIZEIIPISUOD Juna|y - w.ﬂ....{ ‘N
q -



e

Fig. 3 — Virus enterico di scimmia coltivato in cellule renali di scimmia, Tecnica
del freeze drying. (Fetografia elettronica eseguita da Archetts, Boccidrelfi™
e Teschi, Istituto Superiore di Sanitd). E' visibile il profilo esagonale del-
l'icosaedro ripetuto nel teguments e nel nucleo.

Fig. 4 — Virus enterico di scimmia coltivato in cellule renali di scimmia, Colo-
razione negativa con acide fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita
da Archetti, Bocciarelli ¢ Toschi, Istituto Superiore di Sanitd), Sono visibili
numerose particelle a profilo esagonale ed alcuni involucri, svuotati del
loro contenuto, che mantengono la stessa forma.
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Fig. 5 — Fago temperato ¢ del B-megatherium. Colorazione negativa con
acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita da Aurisicchio, Chioz-
zotto A., Ceppo, Donini, Frontali e Graziosi, Istituto Superiore di Sanita
e Istituto di Microbiologia dell'Universita di Roma). Anche qui sono visibili
numerose particelle e alcuni involucri tutti a profilo esagonale.

Fig. 6 — Virus enterico di scimmia coltivato in cellule renali di scimmia. Colo-
razione negativa con acido fosfotungstico. (Fotografia cletfronica eseguita
da Archetti, Bocciarelli e Toschi, Istituto Superiore di Sanitd). Si vedono
le unitd proteiche del rivestimento disposte con simmetria esagonale.



Aleune considerazioni sulla forma del virus.
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Fig. 7 — Virus enterico di scimmia coltivato in cellule renali di scimmia. Colo-
razione con uranil acetato. (Fotografia elettronica eseguita da Archetti,
Bocciarelli e Toschi, Istituto Superiore di Sanita). Da una particella virale,
il cui involucro & rotto, fuoriesce il materiale nucleare.

Fig. 8 — Fago temperato ¢ del B-megatherium, trattato con acqua ossigenata.
Colorazione negativa con acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica ese-
guita da Aurisicchio, Chiozzotto A., Ceppo, Donini, Frontali e Graziosi,
Istituto Supericre di Sanita e Istituto di Microbiologia dell’Universita di
Roma). Si vedono parecchi involucri totalmente o parzialmente svuotati
del loro contenuto. Questo si vede talora in una masserella informe lungo
la coda del fago.
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Fig. ¢ — Fago temperato ¢ del B-megatherium. Colorazione negativa con
acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita da Aurisicchio, Chioz-
zotto A., Ceppo, Donini, Frontali ¢ Graziosi, Istituto Superiore di Sanitd
e Istituto di Microbiologia dell’Universita di Roma). Si vedono alcuni in-
volucri parzialmente svuotati del loro contenuto, oltre ai fagi integri e
agli involucri totalmente svuotati.

Fig. 10 — Fago temperato ¢ del B-megatherium. Colorazione negativa con
acido fosfotungstico. (Fotografia eseguita da Aurisicchio, Chiozzotto A,
Coppo, Donini, Frontali e Graziosi, Istituto Superiore di Sanitd e Istituto
di Microbiclogia dell'Universitd di Roma). Quasi al centro del campo un
involucro che mostra chiaramente le faccette triangolari dell’icosaedro. Si
intravedono le unita proteiche del tegumento che sembrano essere sei lungo

ogni spigolo.
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ugnali, ma le facce possono venire arbitrariamente traslate parallela-
mente a loro stesse. Possiamo esprimere cid sinteticamente, dicendo che
un cristallo & un sistema che ha molti gradi di liberta: pud accrescersi
o diminuirsi in direzione perpendicolare a ciascuna faccia, senza per
questo cessare di essere un crislallo di quella specie particolare.

Una particella virale invece & un sistema in cui tutti i gradi di liberta
sono bloecati. Non solo gli angoli diedri sono fissali, ma sono fissali
anche la forma complessiva, il volume, la estensione delle facce. Tale
particella non pud essere (dal punto di vista geometrico) costituita che
in un solo modo e non pud accrescersi o diminuirsi, senza ledere la sua
specifica individualita.

Se poi passiamo a considerare gli elementi di simmetria presenti o
possibili in un caso o nell’altro, troviamo altre dissimiglianze di carat-
tere fondamentale. Per esempio, un cristallo non pud presentare all’os-
servazione macroscopica un asse di simmetria quinario (percheé il piano
non pud essere suddiviso in pentagoni regolari). Viceversa, nei virus,
gli assi quinari sono frequenti: gli adenovirus ad esempio hanno la for-
ma di un icosaedro regolare, forma non possibile nella ordinaria cri-
stallografia (* %),

Queste considerazioni sono, a quanto sembra, sufficienti per con-
cludere che le particelle virali non hanno struttura cristallina nel senso
corrente del termine. Esse ciod non possono essere costitnite da sub-
unitd tutte uguali e che si ottengono 'una dall’altra per semplice tra-
slazione.

D'altra parte cid che oggi si conosce sulla struttura dei virus per-
mette di escludere che ciascuna particella consista di una sola molecola.
Si tratta, come abbiamo detto, di un aggregato organizzato di (un rela-
tivamente piccolo numero di) molecole, ciod di un organismo molto sem-
plice, ma pur tuttavia di un organismo.

Escluso dunque che le particelle dei virus possano classificarsi tra
i cristalli oppure tra le molecole, & necessario concludere che esse costi-
tuiscono una categoria a sé di solidi naturali con forma poliedrica e che
noi non abbiamo finora alcun modello, mediante il quale si possa giu-
stificare la costanza e la specificita di tale forma.

4. - Abbiamo tuttavia a nostra disposizione un certo numero di in-
dizi che ci possono aiutare a costruire un modello, capace di dar ragio-
ne almeno delle principali tra le caratteristiche osservate. Tali indizi
derivano essenzialmente dalle ricerche eseguite con la microscopia elet-
tronica.

Come abbiamo gia osservato, ’acido nucleico del virus e il tegu-
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mento proteico che lo ricopre appaiono all'osservazione della medesima
forma. Senza dubbio, tutti i caralteri del virus, e quindi anche la sua
forma e le sue dimensioni, hanno in definitiva la loro giustificazione
nella struttura molecolare dell’acido nucleico specifico.

E" tuttavia lecito chiedersi se, dal punto di vista della rigidith mee-
canica, la permanenza della forma della particella virale sia dovuta al
nucleo oppure al tegumento esterno. In altre parole: noi distinguiamo
i due organclli e li vediamo della stessa forma, I'uno dentro I'altro. Le
prime e piu semplici ipotesi che si presentano alla mente sono allora
le seguenti. O il nucleo & rigido ed ha una forma propria geometrica-
mente definita e le sub-unitd proteiche del tegumento si attaccano ad
esso e lo rivestono come le piastrelle di maiolica di rivestimento di un
muro. Oppure & il guscio proteico ad essere rigido e ad avere una sua
forma geometricamente definita, mentre il nucleo costituisce una mas-
serella cedevole che, quasi fosse un liquido molto vischioso, si adatta
alla forma del recipiente proteico.

Naturalmente, molte altre ipotesi, meno semplici, sono pure possi-
bili e la seconda di quelle ora enunciate non toglie aifatto al nucleo la
sua funzione orientatrice nella strutturazione della particella: la sintesi
delle molecole proteiche specifiche che costituiscono il guscio si ritiene
infatti indotta dall’acido nucleico.

Sembra che vi sia una qualche evidenza sperimentale in favore della
seconda ipotesi. Le micrografie elettroniche mostrano ogni tanto una
particella virale danneggiata nella quale il tegumento proteico & rotto
in un punto. Da quel punto si vede allora uscire la materia nucleare ed
essa ha l'aspetto di una masserella priva di forma propria, quasi fosse
appunto un liquido fortemente vischioso (fig. 7). Aspetto analogo assu-
me l'acido nucleico espulso artificialmente dai fagi (°) (fig. 8).

Mediante colorazione di contrasto con acido fosfotungstico & facile
osservare dei tegumenti proteici completamente o parzialmente svuota-
ti del loro contenuto (°) (figg. 9, 10): essi mantengono praticamente im-
mutata la forma del virus intatto. Inoltre, 1'ultracentrifugazione anali-
tica mostra, con la tecnica dello schlieren, un picco definito attribui-
bile verosimilmente a queste particelle fantasma: esse sembrano quindi
avere tutte la stessa massa, assai minore di quella delle particelle virali
complete (°).

Viceversa, non sembra che si sia mai osservata una particella virale
che abbia perduto almeno in parte il suo tegumento proteico e che abbia
mantenuto almeno approssimativamente la sua forma originaria.

Riteniamo pertanto ragionevole ammettere, almeno come ipotesi di
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lavoro, che dal punto di vista meccanico sia il guscio proteico ad assi-
curare alla particella virale la sua forma caratteristica.

3. - Rivolgiamo allora la nostra attenzione al tegumento proteico.
Come abbiamo gia detto, esso risulta costituito da sub-unita di forma
rotondeggiante e apparentemente almeno tutte uguali tra loro, disposte
in un solo strato e strettamente impaccate.

Nelle condizioni di massimo impaccamento, tutte le particelle pro-
teiche, ad eccezione di quelle situate nei vertici del poliedro, toccano
altre sei particelle. E" evidente che tra particelle contigue esistono dei
legami e che questi legami (che permettono al guscio di permanere inal-
terato anche se svuotato del suo contenuto) debbono essere piti robusti
di quelli che legano ciascuna particella proteica all’acido nucleico.

E’ certamente difficile comprendere, allo stato attuale, quale sia
esattamente il meccanismo di formazione, attorno al precedente mate-
riale nucleare, del tegumento proteico, con la sua forma e le sue dimen-
sioni specifiche. Sembra ragionevole escludere che le molecole proteiche
vengano sintetizzate in loco. Porta ad escluderlo se non altro il Phe-
notypic mixing (+ '*), che dimostra come le proteine specifiche possano
unirsi a materiale nucleare di una particella virale geneticamente diver-
sa da quella che ha delerminato la loro specificita.

Si puo forse supporre che su tutta la superficie esterna del mate-
riale nucleare vi siano numerosissimi punti ove una molecola proteica
si pud attaccare: in una prima fase, le proteine specifiche si altacche-
rebbero quindi all’acido nucleico raggomitolato, come su di una super-
ficie appiccicaticcia, realizzando un monostrato a massimo impacchetta-
mento. Solo in una seconda fase si stabilirebbero dei robusti legami tra
sub-unita proteiche adiacenti. Si spiegherebbe cosi come mai il guscio
risulti meccanicamente pin rigido e stabile del contenuto. Questa ipotesi
spiegherebbe anche le osservazioni di KevLLexsercer et al. (*'), secondo
cui particelle virali gid formate si dissolvono, se si provoca la lisi della
cellula che le contiene immediatamente dopo la loro formazione, mentre
permangono se la lisi & provocata dopo un tempo sufficiente. Quanto
alla natura delle forze tra sub-unitd proteiche ¢ tra queste e il nucleo,
poco possiamo dire. E’ tuttavia certo che le forze tra sub-unita sono forze
a raggio di azione molto breve, in confronto alle dimensioni di queste
ultime. E’ quindi lecito ammettere che le sub-unitd proteiche, in quan-
to molecole singole, si comportino come sferette rigide che possono
stabilire un legame tra loro solo quando vengono effettivamente a con-
tatto. La massima energia di legame e quindi la massima rigidita del
tegumento si avrd quando il numero dei legami tra particelle proteiche
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¢ massimo, cioé quando la disposizione di tali particelle nel monostra-
to & quella di massimo impaccamento. Infine, il tezumento dovra, in
genere, realizzare un contenitore complelamente chiuso.

Riassumendo quanto abbiamo detto, sembra che il tegumento pro-
teico di una particella virale possa essere pensato come un monostrato
di unitd molecolari dotato delle seguenti proprieta:

a) ciascuna unitd =i comporta come una particella rigida;

b) le unitd adiacenti sono direttamente a contatto tra loro e il
loro ordinamento nel monostrato & quello di massimo impaccamento;

¢) il monostrato realizza un contenitore chiuso.

6. - E’ facile vedere che queste tre condizioni bastano da sole a im-
porre una restrizione molto severa alle forme possibili per una parti-
cella virale. Solo alcune categorie di forme, geometricamente ben defi-
nite, risultano realizzabili ed anche per queste i volumi risultano, per
cosi dire, quantizzati.

Si vede inoltre facilmente che & possibile sviluppare una vera e pro-
pria cristallografia sistematica dei monostrati chiusi, ottenendo una ca-
tegoria di enti dalle proprieta geometriche simili a quelle finora osser-
vate nei virus.

Naturalmente, non & possibile, per ora, affermare che proprio que-
sto sia il meccanismo responsabile della forma dei virus. E* anzi neces-
sario mettere in evidenza che non ¢’® per ora un materiale sperimentale
sufficiente a sostegno di questa ipotesi. La presentiamo quindi soltanto
come una base di discussione: solo una indagine sistematica sufficien-
temente estesa potrd mostrare se le forme che si incontrano in natura
siano effettivamente quelle previste dalla cristallografia dei monostrati.

In cid che segue, non svilupperemo una vera e propria sistematica,
la cui esposizione rimandiamo ad altra sede, ma ci limiteremo a giusti-
ficare le affermazioni precedenti, portando alcuni semplici esempi.

Incominciamo con lo schematizzare drasticamente il nostro proble-
ma supponendo le particelle proteiche tutte uguali tra loro e di forma
esattamente sferica. 8i potrd poi eventualmente, in un secondo tempo,
tentare di liberarsi da queste ipotesi restrittive, introducendo per esem-
pio due o pit specie di particelle di forma diversa. E’ perd da osservare
che quanto piu si complica la situazione, tanto piu difficile risulta sod-
disfare le condizioni di contatto e di chiusura: al limite, queste non po-
tranno essere soddisfatte altro che in casi estremamente singolari e allo-
ra nessuna sistematica & piu possibile.
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Immaginiamo di appoggiare delle sferette tutte uguali su di una
gencrica superficie convessa. Il numero massimo di sferetle con cui una
sferetta data pud venire a confatto & sei. Cid pud verificarsi solo su di
una superficie piana, oppure su di una superficie cilindrica. Se la super-
ficie & a doppia curvatura, per esempio sferica (di raggio maggiore di
quello della sferetta) non & invece possibile disporre su di essa una sfe-
rotta che ne tocchi contemporaneamente altre sei. Ora, una superficie
piana, o cilindrica, non soddisfa ovviamente alla condizione di chiusu-
ra. E' quindi necessario che almeno ogni tanto una sferetta sia circon-
data da un numero N di altre sferette, inferiore a sei: solo a queste con-
dizioni si pud realizzare un monostrato chiuso. Ma allora, il punto del
monostrato ove N << 6 & un punto singolare: esso & il vertice di un po-
liedro.

_Cio spiega, intanto, come non si conoscano virus di piccole dimen-
sioni di forma sferica (o pit in generale di forma rotondeggiante) men-
tre ci si aspetterebbe, a priori, che questa forma, fortemente favorita
dalla tensione superficiale, sia la pit frequente.

Vi sono tre tipi fondamentali di vertici, nei monostrati: quelli con
N = 5, 0N = 4 e un terzo tipo derivato dal caso N = 3. Infatti, nel
caso N = 3 la sferetta che dovrebbe trovarsi nel vertice viene a manca-
re. Le altre tre, a due a due in contatlo tra loro, la isolerebbero comple-
tamente dal nucleo. Essa quindi non potrebbe stabilire un legame con
quest ultimo.

Consideriamo a titolo di esempio il caso N = 3 e supponiamo che
le cinque sferette a contatto con quella centrale siano disposte sui ver-
tici di un pentagono regolare. Cid che allora si ottiene & un vertice di
icosaedro regolare e l'icosaedro pud essere completato fino alla chiusu-
ra, ponendo lungo ogni spigolo un mnumero n qualsiasi di sferette
(n = 2, 3, ...). Calcoliamo il numero totale di sferette nel monostrato
completo. Si hanno 12 sferette nei 12 vertici dell’icosaedro. Su ognuno
dei 30 spigoli vi sono poi (n — 2) sferette che non cadono nei vertici e

su ciascuna delle 20 facce triangolari vi sono % (n — 2) (n — 3) sferette

che non cadono nd nei vertici né sugli spigoli. In totale, per formare il
monostrato icosaedrico del tipo qui considerato sono dunque necessarie:

1
— (n—2) (n—3).20+(n—2).30+12=10 (n—1)>+2 (1)
> (=) (1=3) . 2+ (a-2) (r-1p+2
sferette.

Si potrebbe vedere facilmente che 1’icosaedro regolare &, tra le for-
me possibili, quella che piu si avvicina alla forma sferica. Essa & dun-
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que la pit favorita dalla tensione superliciale ¢ ¢io spiega come, nono-
stante la sua complessit, essa sia cosi frequente.

Un'altra forma possibile, appartenenie a una categoria di mono-
strati diversa dalla precedente, ¢ quella del prisma esagonale retto. An-
che essa corrisponde a N = B, ma le cinque palline a contatto con quella
che individua il vertice non formano un pentagono regolare. Le due basi
del prisma sono esagoni equiangoli, ma non necessariamente equila-
teri. Consideriamo il caso in cui lungo ciascuno spigolo delle basi si ha
una lila di slerette a contatto tra loro. Valutiamo anche qui il numero
totale di sferetle necessario a realizzare il monostrato.

Siano ny, n,, n, i numeri di sferette lungo i tre spigoli disuguali di
una base. Il perimetro di queste comprende allora:

bl s, 5
2 (n1 +n,+n)— 6 (2)
sferetle e su eiascun esagono di base se ne hanno in tolale:

non, -+ n, ng -+ ngno—n

" g — W+l (3)

Sulla superficie laterale del prisma, le sferette sono disposte lungo
piani paralleli alle basi. Vi sono perd due specie di piani, quelli che
hanno una sferetta su ciascuno spigolo laterale, come le basi, e quelli in-
termedi che non hanno sferelle su tali spigoli. Se n, & il numero di
sferette (non a contatto tra loro) lungo ciascuno spigolo laterale, il nu-
mero delle sferette che ricoprono il mantello del prisma e non apparten-
gono alle basi & pari a (2n, — 1) volte il numero delle sferette lungo
il perimetro di una base. Quindi, in totale il numero delle sferette che
costituiscono il monostrato & dato dalla espressione:

2(mm,+un +nn —n —n,—n +1)+2 (0 +n,+n,—3)(20,—1) 4

Se l'esagono di base & regolare (n, = n, = n, = n) la formula si
riduce a:
2(3n? —=3n+ 1)+ 6 (n—1)(2n —1) (5)

Si osservi che le sferette disposte sulla superficie laterale del pri-
sma esagonale qui considerato appaiono disposte a spirale. Cid cor-
risponde a quanto & stato osservato in taluni virus vegetali aventi ap-
punto la forma di bastoncelli a sezione esagonale (** **).

Un’altra forma compatibile con le condizioni da noi considerate & il
prisma pentagonale regolare retto. terminato da due piramidi pentago-
nali. La bipiramide esagonale non & invece una forma possibile. Da
questo punto di vista, sarebbe interessante esaminare meglio la forma



dei fagi pari della serie T, ai quali sulla base di evidenze incomplete
viene generalmente attribuita la forma di un prisma esagonale termi-
nanle in due piramidi esagonali (**).

7. - Una delle conseguenze pin importanti delle considerazioni pre-
cedenti riguarda le dimensioni che un monostrato di determinata forma
pud assumere. Come abbiamo gid accennato, il volume racchiuso dal
monostrato risulta sempre quantizzato.

Consideriamo, a titolo di esempio, il caso di un virus di forma ico-
saedrica. Siccome le dimensioni delle proteine specifiche del virus sono
fissate, & effettivamente possibile tutta una serie di icosaedri di dimen-
sioni via via crescenti, che differiscono tra loro per il numero n di unita
proteiche lungo uno spigolo dell’icosaedro. Il volume a disposizione del-
I'acido nucleico varia, lungo questa serie, press’a poco come (n — 2)°
Al crescere di n si hanno dunque per cio che riguarda il tegumento pro-
teico, volumi possibili per il nucleo che stanno tra loro come i numeri:

1, '8, 37, 64, 125,. .:

Non solo il volume risulta quantizzato, ma le dilferenze tra ciascun
volume e il successivo sono molto notevoli.

Cio spiega come mai le particelle di un determinato virus risultino
Lutte rigorosamente uguali tra loro. Infatti, non bisogna dimenticare che
la massa dell'acido nucleico non & neppure essa una variabile continua.
Il nucleo della particella virale sard in generale costituito da una sola
molecola o, al pit, da un assai piccolo numero di molecole. Indicando
con V il volume a disposizione entro il guscio avente n particelle pro-
teiche per lato. con u il volume di una molecola di acido nucleico e con
r il numero delle molecole di quest'ultimo per particelle di virus, do-
VI aversi:

V. ocra (6)

Anche ammettendo che questa relazione non possa essere interpre-
tata in modo troppo rigoroso, tuttavia, siccome n ed r sono certamente
numeri molto piccoli e V' varia, come si & detto, molto fortemente quan-
do n aumenta di una unita, si avrd in generale al pil una sola coppia di
valori 1l ed © per cui essa & sufficientemente soddisfatta. Si capisce quin-
di come tutte le particelle di uno stesso virus risultino identiche e non
vi sia traccia di quelle variabilitd di dimensioni che si osserva negli
organismi pil complessi.

St b e L e A e
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Del resto, ¢ da osservare che non & affatlo escluso che la (6) possa
cssere soddisfatta altreltanto bene da due coppie diverse di valori di n
¢ r. Noi allora osserveremmo parlicelle virali di due differenti dimen-
sioni mescolate assieme. Probabilmente saremmo in un primo tempo in-
dotti a ritenere che si tratti di due virus differenti. Solo un accuralo
controllo della identita dei caratteri biologici delle due forme potrebbe
portarci a concludere che si tratta di un unico virus.

8i presenta ora un’ultima questione di carattere fondamentale. Se
le idee qui svolte hanno una qualche attinenza con la realtd; perche i
virus non sono tutti della stessa forma? Perché non hanno tutti ad esem-
pio la forma icosaedrica che, come si & detto, & certamente molto favo-
rita dalla tensione superficiale?

Non & certamente possibile rispondere ora esaurientemente a que-
sta domanda, Probabilmente, vi sono parecchie cause che influenzano
la sceita della forma. Innanzi tutto, la (6) potrebbe non avere nessuna
soluzione per la forma icosaedrica ed averne una, invece, ad esempio
per la forma prismatica esagonale. In secondo luogo, & pensabile che vi
siano delle limitazioni relativamente all’orientazione spaziale dei lega-
mi che si possono stabilire tra particelle proteiche specifiche contigue.
Cio avrebbe evidentemente una diretta influenza sulla scelta della forma.

Anche se queste limitazioni dovessero non esistere, sembra tutfa-
via improbabile che uno stesso virus possa assumere due forme distin-
te: una di esse infatti sard sempre piu favorita dalla tensione superfi-
ciale che non l'altra.

In conclusione, il modello qui proposto risulta basato in modo es-
senziale sulla ipotesi che sia il tegumento proteico a condizionare, dal
punto di vista geometrico e meccanico, le forme a priori possibili per
le particelle di un virus, mentre il volume nucleare, 1'orientazione dei
legami possibili tra particelle proteiche contigue e la fensione superfi-
ciale determinerebbero la scelta della forma specifica.

Desidero infine ringraziare vivamente il prof. Franco Graziosi per
le lunghe, interessanti discussioni su questo argomento e per i numero-
si consigli e suggerimenti, nonché per avermi consentito il libero acces-
so alle sue micrografie elettroniche. Altrettanto vivamente ringrazio per
quest’ultimo motivo il prof. Archetti, la prol. Bocciarelli Steve e il
dr. Toschi.

Roma — Istituto Superiore di Sanitd - Laboralori di Fisica.
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90. I. ARCHETTI, D. STEVE-BOCCIARELLI e G. TOSCHI. — Studio al micro-
scopio elettronico dello sviluppo e della struttura di un virus
enterico della scimmia.

Riassunto. — Collure primarie di cellule epiteliali di rene di seim-
mia sono slate infettate con dosi massive di virns =V39, quindi prele-
vate a tempi diversi (dopo 4, 8, 12, 16, 20, 24, 23, 32. 48 ore dall'infezio-
ne), incluse in resine acriliche e osservate in sezioni al microscopio elet-
tronico. Sono state cosi seguile le alterazioni morfologiche delle cellule
e le fasi progressive dello sviluppo del virus,

Il virus ha origine intranucleare, comincia a mostrarsi alla sedice-
sima ora e si forma da caratteristici addensamenti che vengono a costi-
tuirsi nella malrice nucleare. Verso la ventesima ora si cominciano a
vedere nei nuclei degli aggregati di particelle virali a gruppi che spesso
sono disposti ordinatamente, quasi a formare strutture cristalline. Circa
alla trentaduesima ora l'azione citopalica del virus ha raggiunto il suo
massimo e le cellule ormai sono disfatte: il virns & sparso irregolarmen-
te nel nucleo, nel citoplasma e nel liquido ambiente.

La struttura delle particelle virali & stata studiata sia sulle sezioni
delle cellule infettate osservate a forti ingrandimenti, sia sul virus iso-
lato e purificato, preparato con tecniche diverse.

Il virus maturo, completo, si presenta in forma poliedrica, provvi-
sto di un nucleo centrale pure poliedrico, avente densitd maggiore del
mantello esterno. I diametro esterno & da 700 a 800 A, quello del nucleo
da 450 a 500 A.

La superficie del virus, che & quella di un icosaedro, & costituita di
elementi tondeggianti (subunitd) disposti con simmetria esagonale, aven-
ti diametro apparente da 50 a 60 A e distanti 80 A da centro a centro.
La disposizione delle subunita sulla superficie dell’icosaedro sembra dif-
ferire da quella gia trovata da altri AA. per un adenovirus umano.

Le subunitd, che presumibilmente sono molecole proteiche e che si
valuta abbiano peso molecolare dell’ordine di 100.000, si presentano
spesso come dispiegate sia sulla superficie del virus, sia sparse in gran
numero sul fondo del preparato.

Summary.— Monkey kidney cells grown « in vitro » were infected
with a large amount of SV39 virus, then prepared for electronmicroscopic
observation at 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 48 hours after infection, Tt
was then possible to follow the development of the virus and the se-
quence of changes in the infected cells.
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The virus has an intranuclear origin, appears after 16 hours, and is
formed from dense reticular aggregates which are szeen in the nuclear
matrix from about the 12th hour. After 20 hours a great number of virus
particles may be seen in orderly arrays (« crystals») or in irregular
clusters; after 32 hours it is possible to see viruses going through the
disrupted nuclear membrane into the cytoplasm, and from there outside
the ccll membrane. .

The fine structure of the virus particle itsell has been examined
both in sections under large magnification and in purified free virus
preparations. The complete virus has polyhedral shape and a central
core denser than the outer coat. The external diameter is from 700 to
800 A and the central core from 430 to H500 A. The surface of the par-
ticle is an icosahedron built from globular elements (subunits) disposed
with six-fold symmetry, 30-60 A in diameter and 80 A from center to
center. The distribution of the subunits on the icosahedron surface
seems unlike that found by other authors in an human adenovirus.

Gli studi fatti negli ultimi anni con il microscopio elettronico hanno
rivelato di quanta utilith possa essere questo strumento nell'indagine
morfologica dello sviluppo dei virus e nella ricerca delle fini strutture
degli elementi virali.

I.'isolamento dalle feci di una scimmia (Macaca mulatta), morta con
paralisi del treno posteriore, di un virus enterico appartenente al gruppo
1 stabilito da HuLL e Mixxes ('), ha offerto la possibilitd di studiare da
vicino questo agente che & un tipo nuovo, chiamato SV39 (*). Il piano
di ricerche comprende anche una parte biologica, di cui si daranno in
questo lavoro solo pochi accenni, mentre invece verranno illustrati con
maggiore dettaglio e maggiore ampiezza i risultati ottenuti con il micro-
scopio eletironico.

Come era gid stato fatto notare da Hurr e Mixxes ('), I'elfetto cito-
patico dei virus di questo gruppo sulle cellule sensibili coltivate in vitro
¢ molto simile a quello degli adenovirus dell'uvomo. L’importanza di que-
sti virus, scoperti abbastanza di recente, nello studio dei problemi fon-
damentali riguardanti la funzione virale & gia stata messa in evidenza
da Burner (%).

Osservazioni fondamentali con il microscopio elettronico sullo svi-

(*) La determinazione del ceppo & stala fatta dal Dr. R. Hull della Lilly Co..
Indianapolis, Indiana (U.3.A0: ¢i ¢ grato ringraziarlo anche da quesle pagine.
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luppo in vitro di vari lipi i adenovirus wmani e sulla loro struttura
sono gid slale riportate nella letteratura: ricordiamo quelle di Morcan
el al. (%), di Lacermarym el al. (%), di Vacesmixe (%), di Tynien et al. (%),
di Horxe et al. (*). Avvanlaggiandoci delle esperienze fatle da que-
sti Autori, abbiamo studiato il ciclo di sviluppo di SV39 nelle sezioni
ultrasottili di cellule epiteliali i rene di scimmia, coltivate in vitro ed
infettate con questo virus e abbiamo inoltre approfondito 'esame della
morfologia grossolana e pit minuta delle particelle virali isolate ¢ puri-
ficate con metodi diversi.

L'interesse principale della nostra ricerca era quello di seguire le
fasi dello sviluppo del virus, particolarmente durante il periodo iniziale
dell'infezione, cosi da poter cogliere, se possibile, il primo apparire del
virus nell'interno della matrice nucleare e ottenere delle informazioni
nuove sul costituirsi delle particelle virali in quello speciale momento
che corrisponde alla riunione dell’acido nucleico con le proteine neo-
formate.

Lo studio delle particelle virali isolate e purificate aveva invece lo
scopo essenziale di rivelare 1'elfettiva morfologia delle singole unita del-
I'agente e di metterne in evidenza la struttura elementare. La descri-
zione dei risultati ottenuti costituisce 1'argomento di questo lavoro.

MATERIALI E METODI

Virus. — Per infettare le cellule, con le quali sono state preparate
le inclusioni per l'esame al microscopio elettronico, venne usata una
sospensione particolarmente concentrata di virus, mentre per infettare
le cellule dalle quali & stato ottenuto il materiale da purificare venne nor-
malmente impiegato un virus « seed » proveniente dal terzo passaggio
del ceppo originale in cellule di rene di scimmia e conservato come
stock a —25° C.

CoLTURE DI TESsuto. — Sono state adoperale esclusivamente cel-
lule epiteliali di rene di scimmia rhesus (Macaca mulatta), ricavate per
{ripsinizzazione secondo la tecnica ormai akituvale in quasi lulti i labora-
tori di virologia e derivata dal metodo originale di Youncner (). Le cel-
lule cosi disperse vennero cresciute e mantenute nei terreni alla lattal-
bumina consigliati da Meusick ('), in hottiglie di Roux o in fiaschette
di Kolle.

Microscopria ELETTRONICA. — La fissazione delle cellule da esami-
nare in sezione e tutti i passaggi sino all'inclusione in prepolimero, ven-
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nero cffettuati nelle fiaschetle di Kolle, per evitare che le cellule venis-
sero in qualche modo deteriorate dalle numerose centrifugzazioni altri-
menli necessarie. Praticamente si procedeva in questo modo: eliminato
il liquido di coltura. si prefissavano le cellule in una soluzione di 00,
al 0.259, in tampone di Parape (*?). lasciando agire il fissalivo per 1/4
d’ora; seguiva poi la fissazione in 0<0, all'19, sempre in tampone di
Pavapg, per 1 ora. La disidratazione veniva fatta attraverso una scala di
diluizioni di alcool etilico, partendo dall’alcool a 709, sino a guello asso-
luto. Per I'inclusione si passava dall'alcool assoluto all’acetone assoluto,
quindi a una soluzione di resine acriliche (butilmetacrilato con 59 di
nietilmetacrilato) ed acetone al 509, e poi in resine senza catalizzatore,
che venivano lasciate a contatto con le cellule per 12 ore, mentre i tempi
dei passaggi precedenti variavano dai 10 ai 30 minuti. Dopo questo lungo
contatto con le resine senza catalizzatore, si versavano nella fiaschetta
le resine con catalizzatore e dopo circa | ora si otteneva il distacco delle
cellule dalla parete di vetro mediante una spatolina di platino. Le celluls
cosi raccolte venivano centrifugate a bassa velocita ed il sedimento cosi
oftenuto veniva introdotto insieme con il prepolimero nella appropriata
capsula di gelalina; la polimerizzazione si otteneva in stufa a 48° C. Le
sezioni venivano appoggiate sulle normali reticelle porta oggetto e rico-
perte di un leggero film di carbonio. Allo scopo di ottenere un miglior
contrasto e una migliore risoluzione della morfologia del virus, si sono
anche colorate le sezioni con acido fosfotungstico all’l9, e acetato di
uranile al 0,59, in parti uguali, secondo WonrLrart-BorrErmaxy (7, La
colorazione & stata fatla sulle sezioni gid montate sulla reticella porta
oggetti, ponendola nella soluzione di cui sopra a faccia in gin, come
consigliato da Giseoxs ¢ Braprienp (*?) e Warson (M).

I virus purificati, trattati con acido osmico o con acetato di ura-
nile o preparati col metodo del freeze-drying (*®), oppure colorati nega-
tivamente con il fosfotungstato (PTA), secondo Brexxer ¢ Horne ('°).
venivano posti su pellicola di formvar ricoperta da un leggero strato di
carbonio oppure su film di solo carbonio. Allo scopo di ottenere film di
solo carbonio assai resistenti, abbiamo anche usato pellicole di formvar
bucherellate, secondo il metodo di SiosTranp (*7), modificalo in modo
da ottenere una distribuzione piu continua ed uniforme di zone utili.

PREPARAZIONE E PURIFICAZIONE DEL VIRUS. — Per l'osservazione al
microscopio elettronico si sono usate anche preparazioni purificate di
virus, ottenute con diversi procedimenti.

Il material= della coltura veniva inizialmente centrifugato a 6000 x g
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I. Arcuerrr, D. Sreve-Bocciarerr ¢ G. Toscr - Studio al microscopio clettronico dello sviluppo ¢ della strutera di un virus enterico della scimmia.
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oscii - Studio al microscopio eletronico dello sviluppo ¢ della struttura di un virus enterico della seimmia.

I. Awrcuerri, D. Steve-Boceciarkrnr ¢ €

-_\ . ) . .

S -

! RN
A s W
LIPS

»
'
LR

< .;.‘\‘l L,
‘J\é'!\-".-; i
et

’_‘”_ - 4 &
‘.r
%

B =
X

-

£
&5

e
“"

i

\?:':
5 '!._'?

el

.



‘womapa e esuap
. -sa1d opanred aype ojue

nid senuad euoz eun uos dpnb “ssuafowo ydos
2e Quaq oijow ouonfunsip 1g € 811 swoy - € B






'snita 1P nepawwr tosmdaxd 1 aeuni osaqganed 1s ayd 9 appanted IjpEp
oddni§ |1 exdos anp 1 292ds “ssewwe 18 nuapias ouog *S i awoy - g iy



TS BOP 03L9ID STUAA URL AP wninas wEap o oddipas opap eatwoaap ododsomn v opmg - SO, "D 3 TTTNIVI0Y-IALLS ‘LYY ‘1




ootnew 1p nedaidfe 1oood 2 1p
-uesd {1proqo[d 1di0d 1unope ouodiods 1s fasordownu qid ouos rea ajpPonied
o "enpP> eRp auoizajur,[ep 210 oz odop ondjur odpnu 1p auoiziog - L iy



L N R S . ;
Tt Bl S 1Y oa
ool A O 6 R ST PR R
s, #i»nj.”krﬂw“m_.mﬂ. imm\uuaq«v_ g

PR T ? . & ) Lo~ ¥
Yoo, W7 ne A% e D R W
B \lh. b“l@l,.ﬁ.ﬂ .l..“ Wt‘.”‘t ."l.l _“_ ﬂ
[ £ 3 “.f.l... e . xgv by ca® #m‘ .
|h...\_hl.:_.|!l.ﬁes..)uhn ._.L...I!&_Im.t.hh.,h.

<

TCLIIWES B3P 02LAUA S un 1p vannas wjp 2 oddnpas ojap oowomap odossoniw e opmg

- IHDSO, ") 2 IMTIAVIZDOE-TA9Lg (] ‘LLLIHOUY ]

aalam padantl bt o

il e ool o ap it SR



auejodar auorzs
-odstp eun nefai83e y8ou asapaaenur 1P viquas ajoa 7 L 81, owopy - g S



Wy

Ay RS . A ¥y
AP S o .,ux_\....,.:.s_.,.m.:..,,..a...;.&a.u:w.w
W (- . ........ s Fh A 3 "R .

|-
R




iqista
AuaweIrlyd ouos ‘tpueld nuswioaaou eio ‘iproqord 1drod | aurs-ofpeistid
‘asejoar suorzisodsip eun ouviuasaxd fenra apponsed o L Si swor - 6 Fig



ILLEHOYY ]

TELLWLLLS eap GILINUD STUA un o ap vinunngs vyap 2 n:,_r_._:.m_.rz AP 02U0ID D nvmnﬂA.aCLumE & olpmg - 1HISOL “f) 9 ITIuvVIDD0g-IATLS (] -




— 1166 —

La fig. 2 corrisponde al nucleo di una cellula infettata da 12 ore.
Non si vedono ancora particelle virali, intendendo con questo termine
la particella virale completa; pero si osserva che il nucleo non appare
pitt cosi omogeneo come prima. Cominciano a formarsi qua e la degli
aggregati, piccoli, sparsi, piu densi del resto della trama nucleare. A
volte sembra quasi di scorgere una parvenza di struttura regolare che
tende a ripetersi. Questi aggregati si distinguono dai nucleoli in quanto
sono pid numerosi, pin irregolari per la forma e, in generale, meno
densi. Il periodo di 12 ore corrisponde alla fase di latenza: infatti osser-
vazioni da noi compiute e che verranno riferite in altra sede, hanno mo-
strato che questo periodo dello sviluppo intracellulare del virus, studia-
tc in prove condotte per ottenere la curva di crescita del virus stesso, ha
una durata di circa 12 ore. Sia 'indagine biologica, sia quella morfolo-
gica non mettono in evidenza sino a questo momento una moltiplica-
zione del virus.

Le figure 3, 4, 5 e 6 appartengono a sezioni di cellule dopo 16 ore
dall’infezione. Gli aggregati, che si sono cominciati a scorgere verso la
dodicesima ora, si fanno pit numerosi e anche piu marcati. La croma-
tina & marginata, la matrice nucleare non ha pit un aspetto regolare:
appare meno densa, piu dispersa e con frequenti zone (in queste cellule
sono situate soprattutto alla periferia del nucleo) in cui la trama nuclea-
re sembra quasi scomparsa ed & sostituita da un materiale finemente di-
sperso, difficilmente identificabile. E’ per lo pilt in corrispondenza di
queste zone « vacuolari » che appaiono le prime particelle virali ben
delineate e apparentemente complete. Sin d’ora si puo chiaramente ve-
dere che le particelle virali non appaiono identiche: ritorneremo su que-
sto argomento nella discussione, perd possiamo gid dire che, accanto a
particelle apparentemente omogenee, dense agli elettroni, ve ne sono
altre che appaiono o parzialmente svuotate, trasparenti, limitate da una
membrana periferica, o pill spesso con una massa centrale che presenta
la stessa densita della particella omogenea. Queste differenze si notano
particolarmente bene nelle figure 5 e 6.

Accanto alle particelle che sono sparse nella matrice nucleare e che
solo raramente sono ordinate con regolarith su due o tre file parallele,
si vedono dei corpi globoidi (*), ben distinti, per lo pit densi, omogenei 0
a volte con inclusioni granulari non ben differenziate: questi corpi sono

(*) Mentre questa nota era in corso di stampa, & uscito un lavoro di V. MoNact
et al. (Ann. Sclavo, 2, 631, 1960) sullo sviluppo dell'adenovirus tipo 8 in cellule KB.
In esso si parla di formazioni ovalari che si riscontrano nei nuclei in preda ad avan-
zati fenomeni regressivi. Probabilmente si {ratta di formazioni analoghe ai corpi glo-
hoidi da noi descritti ed osservati anche da Morcax et al. ().
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scmpre pit grandi delle particelle virali ¢ in questi primi stadi cellulari
sono in genere di una grandezza due o tre volle quella delle particelle
stesse.

Le figure 7, 8§, 9, 10 e 11 sono di cellule studiate dopo 20 ore dal-
I'imfezione. Gli aggregati sono divenuti pitu densi: ormai le particelle vi-
rali sono numerose, sparse nella matrice nucleare, oppure raggruppate,
cosi come se derivassero «a un unico centro di origine; le particelle mo-
strano ormai pit 0 meno evidente in alcune cellule una disposizione re-
golare, cristallo-simile, tanto pit chiara quanto pil numerose sono le
particelle. I corpi globoidi sono quasi sempre presenti, a volte anche abba-
slanza numerosi (10-15 per sezione): di solito hanno una grandesza mag-
giore di quella riscontrata nelle cellule osservate dopo 16 ore; sono ben
evidenti, a volte nettamente delimitati, talvolta con margine piti sfuma-
to. Abitualmente queste formazioni sembrano omogenee, ma qualche
volta lasciano intravedere una qualche granulazione irregolare: i corpi
globoidi si trovano quasi sempre in prossimitd dei raggruppamenti di
VIrus.

La matrice nucleare sembra farsi piu trasparente, meno densa, e
pare addirittura che manchi in prossimitad dei gruppi di virus, i quali
appaiono immersi in una zona piu chiara e spesso circondati da un alone
molto piu trasparente del resto della matrice nucleare. A volte (v. fig. 9)
s1 rizcontrano nel nucleo, specialmente verso la periferia, dei grossi va-
cuoli, perd non delimitati da alcuna membrana, nei quali si possono
trovare particelle virali o corpi globoidi.

Dopo 24 ore (figure 12, 13, 14 e 18) il quadro generale delle sezioni
non cambia molto, se non che il numero delle particelle virali & mag-
giore. I virus sono per lo piu a gruppi, talora disposti regolarmente a
formare cristalli, talaltra irregolarmente. Quando sono disposti in serie
ordinate mostrano spesso un profilo esagonale e un orientamento defi-
nito. Dopo avere visto molte sezioni, noi abbiamo 1'impressione che la
disposizione delle particelle sia legata alle particolari condizioni in cui
si trova la matrice nucleare e che abitualmente i virus si presentino sot-
to forma di cristalli ovvero di raggruppamenti irregolari con una certa
costanza secondo la cellula considerata: in altri termini, si osserva 1'uno
o I'altro aspetto, quasi che fosse la trama della matrice a permettere che
le particelle virali si dispongano nell’una o nell’altra forma, in dipen-
denza di una speciale condizione della matrice stessa. I corpi globoidi
sono sempre presenti, ben netti e circoscritti, a volte tutti riuniti come
nella figura 14. Sono ancora ben visibili gli aggregati densi, meno nu-
merosi perd che nelle ore precedenti.

Le ultime osservazioni da noi fatte sulle sezioni si riferiscono a cel-
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lule incluse dopo 32 ore dall’infezione (figure 16, 17 e 18), quando ormai
tutte le cellule erano stacecate dal vetro della fiaschetta e si presentavano
evidentemente alterate anche al microscopio ordinario. _

A questo stadio non & sempre facile distinguere i limiti che separa-
no il nucleo dal citoplasma, specialmente per le notevoli alterazioni su-
bite dal nucleo in conseguenza dello sviluppo del virus: nelle figure 16
e 17 si pud notare come i virus abbiano ormai occupato una buona parte
del nucleo e siano tutti disposti irregolarmente; la membrana nucleare
appare notevolmente alterata (fig. 16) o interrotta (figz. 17) e si possono
scorgere particelle virali nel citoplasma. Praticamente siamo giunti agli
ultimi stadi della lesione citopatica e le cellule possono essere in buona
parte distrutte, cosi che si riscontrano gli elementi virali non solo nel
citoplasma, ma anche al di fuori della membrana cellulare, come si vede
chiaramente nella fig. 18, dove le particelle sono apparentemente ancora
adsorbite alla superficie esterna della cellula.

RISULTATI CON IL MATERIALE PURIFICATO. — Le figure 19, 20 e 21 si
riferiscono ancora a sezioni che noi abbiamo fatto allo scopo di osserva-
re con maggiore dettaglio la struttura morfologica delle particelle virali
all’interno delle cellule: le sezioni sono state colorate con acido fosfo-
tungstico e acetato di uranile, colorante questultimo capace di mettere
in evidenza gli acidi nucleici.

Quello che appare molto chiaramente da queste tre fotografie & la
non omogeneitd delle particelle virali, resa evidente dalla colorazione:
le particelle, sia quelle appartenenti alla sezione fatta alla sedicesima
ora (fig. 19), sia quelle della ventottesima ora (figg. 20 e 21), appaiono co-
stituite da un nucleo centrale, colorato con l'acetato di uranile, circon-
dato da una corona molto piu trasparente. Il nucleo centrale, a sua
volta, non appare omogeneo e lascia intravedere una substruttura. Lo
aspetto diverso di alcune particelle che appaiono molto piu trasparenti
pud essere dovuto: 1) alla loro posizione nello spessore della sezione: il
taglio ha cioé interessato la particella in una zona piu superficiale, per
cui il nucleo centrale risulta meno opaco; 2) al fatto che, essendo stata
eseguita la colorazione dopo l'inclusione ed il taglio ed avendo essa in-
teressato solo una superficie della sezione, 1 virus che si affacciano all’al-
tra faccia della sezione potevano non essere raggiunti dal colorante. Per
altre particelle ancora il diverso aspetto corrisponde con ogni probabi-

lita effettivamente ad una diversa morfologia: puo trattarsi di virus in-

completi o perché immaturi o perché svuotati, almeno in parte, del loro
contenuto; sono quelle particelle virali che appaiono come « ghosts » e
che sono state osservate anche nei fagi.
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Nelle figure 19 e 20 si possono scorgere alcuni corpi globoidi: essi
appaiono uniformi e non rivelano traccia sicura di una struttura interna.

Nella figura 22, che rappresenta alcune particelle virali osservate
dopo freeze-drying, appare chiaramente la forma esagonale del profilo
del virus che gia si & osservata nelle particelle viste nelle sezioni (v. figg.
12 e 13). Questo metodo & fra tutti quello presumibilmente meno lesivo
e che permette di vedere gli oggetti quali essi sono, non alterati in alcu-
na maniera dal fissativo o da altro procedimento di tecnica. La parti-
cella appare esagonale e costituita da un nucleo centrale pin opaco agli
elettroni e da una zona periferica piu trasparente: questo aspetto del
virus convalida le osservazioni precedenti.

Le figure 23 e 24 sono state ricavate dal virus purificato e fissato
con 0s0, e poi colorato con acetato di uranile. Le particelle risultano co-
stituite da un nucleo centrale, corrispondente certamente a quello ri-
scontrato nelle sezioni, con la differenza che qui si nota con evidenza la
forma esagonale della massa centrale. Vi & poi una zona periferica piu
trasparente, la cui superficie esterna appare granulare. Il mantello omo-
ceneo ai raggi elettronici, e che in questa preparazione circonda la par-
ticella con notevole regolaritia, & materiale estraneo al virus, che aderi-
sce alle particelle malgrado 1'avanzata purificazione. Risulta a volte mol-
to evidente la forma esagonale delle particelle virali.

Le figure 23, 26, 27, 28, 29, 30 e 31 sono tutte riproduzioni di pre-
parati colorati negativamente con PTA. Questo metodo, veramente mol-
to semplice nella sua applicazione, permette di raggiungere un notevole
contrasto, cosi da ottenere delle buone riproduzioni fotografiche; e d’al-
tra parte mette chiaramente in evidenza la presenza di una substruttura
nella particella, quando tale substruttura esiste, come & il caso di SV39.
Quanto appare evidente anche dall'esame di questi preparati & che non
lutte le particelle sono identiche: in gran parte sono « complete » e di-
mostrano uno strato superficiale costituito da tante subunitd distribuite
regolarmente (v. figg. 28 e 29), mentre altre appaiono svuotate, simili
alle ombre che si osservano nei fagi rotti con shock osmotico (v. figg. 25
¢ 26). Vi sono poi altre particelle le quali sembrano in disfacimento, e
allora si pud notare (v. fig. 27) come le subunita pit esterne siano quasi
unite a formare una specie di membrana spezzata, mentre la porzione
interna puo essere pit o meno alterata. Alcune delle particelle mostra-
no un profilo esagonale, evidente nelle ombre della fig. 26. Accanto alle
particelle pit o meno integre, pit 0 meno complete, si nota sovente (v.
figg. 26 ¢ 27) sul fondo del preparato la presenza di un gran numero di
granuli regolari, disposti separati o a gruppi: questi granuli sono in
parte simili alle subunitd costituenti il mantello della particella virale.



— 1170 —

Le subunita, che nei preparati allestiti con il metodo del freeze-
drying si rivelano di densila inferiore alla zona centrale delle particelle
(v. fig. 22) ¢ che quindi ¢ giuslificato ritenere corrispondano a grosse mo-
lecole proteiche (anche per analogia con la composizione di altri virus),
appaiono per lo pii compatte, rolondeggianti (figg. 28 e 29a), regolar-
mente distribuite a formare quasi uno strato di protezione per la porzio-
ne nucleica. A volte, invece (fige. 29b e 30), sia le subunita costituenti
le particelle, sia quelle che si vedono sul fondo del preparato, sembra-
no svuotate all’interno e costituite da un anellino che spesso & chiuso.
mentre non di rado si presenta a forma di ferro di cavallo. Non siamo
ancora in grado di stabilire se questo quadro corrisponda ad un aspetto
normale o se sia invece il prodotto di un’alterazione dovuta alla tecnica
e che ha determinato un certo dispiegamento della macromolecola pro-
teica corrispondente alla subunita.

La grandezza delle particelle virali calcolata sia su preparati in se-
zione, sia in quelli purificati, risulta fra i 700-200 A, mentre le subunita,
quando si presentano compatte, sono del diametro apparente compreso
fra i 50 e i 60A, e quando si presentano a forma di anellino hanno un
diametro esterno di circa 90 A ed uno interno che va da 20 a 30 A.

In alcune preparazioni (v. figg. 31 e 32) si sono osservate, pil o
meno numerose, delle strutture molto simili a quelle gia descritte da
Horne e Watersox (*') nel loro studio sui mixovirus: sono delle bande
allungate che mostrano una periodicitd regolare lungo il loro asse, ad
intervalli di 50-70 A. Queste bande sono di lunghezza molto variabile
(arrivano oltre 0,1 p): la loro sezione trasversale ha un diametro che va
da 170 a 200 A; esse presentano un canale interno avente un diametro
che va da 60 a 80 A.

VALUTAZIONE DEI RISULTATI E DISCUSSIONE

Come gia nella esposizione dei risultati, distingueremo la nostra di-
scussione in due parti, quella che riguarda lo sviluppo intranucleare del
virus e quella che si riferisce alla struttura della particella virale.

In base alle nostre osservazioni e a tutte quelle che sono state fatte
da altri ricercatori nel campo degli adenovirus umani (quei virus, ciog,
al cui comportamento e alle cui caratteristiche molto si avvicina il virus
SV39), risulta evidente che SV39 ha unicamente uno sviluppo intranu-
cleare: le particelle si cominciano sicuramente a vedere verso la sedice-
sima ora, quando anche la determinazione biologica rivela che & termi-
nata la fase di latenza dello sviluppo del virus (dati non pubblicati).

,
\s'
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Dallo studio accurato dei risultati ottenuti con il microscopio elet-
tronico appare evidente che il nucleo della cellula, il quale si mantienc
d: aspetto quasi normale sin verso la dodicesima ora, comincia ad alte-
rarsi e porta progressivamente alla formazione di quella che i virologi
hanno ormai indicato come matrice del virus. Questa matrice, che risul-
ta ben evidente nelle sezioni fatte in fasi progressive nel tempo dello svi-
luppo del virus, ha in genere nei nuclei infettati con SV39 'aspetto di
urossi ammassi, che non raggiungono mai, pero, le dimensioni di quelli
osservati da altri Autori negli adenovirus umani. L'impressione che 1’os-
servatore atiento ricava dall’esame di un gran numero di sezioni & che
questa matrice sia veramente quella da cui originano le particelle virali
(figg. 6, 10 e 19): in alcune delle sezioni appare quasi la transizione dal-
I'ammasso informe del materiale, costituente la matrice, alla particella
virale morfologicamente ben definita.

Le particelle sembrano, come in preparati osservati da altri Autori
con gli adenovirus umani, appartenere a due grandi categorie fra loro
abbastanza bene separate, pur potendosi trovare delle forme intermedie:
1) la maggior parte sono particelle omogenee, pitt 0 meno dense; vi sono
poi 2) particelle che appaiono completamente trasparenti, sprovviste di
una struttura interna e limitate semplicemente ad una membrana pe-
riferica, o aventi un corpo centrale, di densitd molto simile a quella
delle particelle del primo gruppo.

Se questo aspetto morfologico sia I'espressione di una fase diversa
di maturazione del virus e si possa quindi interpretare come corrispon-
dente ad una particella virale ancora incompleta oppure ad un virus ma-
turo (intendendo con questo termine il virus provvisto di tutte le sue pro-
prieta biologiche oltre che strutturali), non ci & dato di affermarlo. Solo
ricerche di ordine quantitativo potranno chiarire questo problema; ma
e evidente, anche da un esame superficiale, che vi & una grandissima
disparita fra il numero delle particelle presenti e il titolo infettante: &
probabile, come & stato accertato per altri virus umani, che il numero
di particelle virali corrispondenti ad una unita infettante sia notevol-
mente superiore all’unita. Sorge, perd, sempre il problema se sia una
sola la particella che & capace di infettare e richieda « ’accompagna-
mento » di un altro numero — per ora non determinato — di particelle
che in qualche maniera favoriscano la penetrazione della particella in-
fettante, o se solo una parte delle particellr: visibili sia veramente comple-
ta, matura, mentre la grande maggioranza sarebbe ancora parzialmente
incompleta. Tutte domande di indubbio significato biologico, a cui ci
proponiamo, se sard possibile, di rispondere con dati di natura speri-
mentale.
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Il profilo del virus purificato & spesso esagonale e ci0o si riscontra
anche, sebbene con piu difficoltd, nelle particelle osservate nelle sezioni;
raramente si osserva un profilo pentagonale. Questo fatto, insieme con
le caratteristiche di struttura che verranno fra poco discusse, fa ritenere
che la particella virale abbia la forma di un icosaedro. E' cosi che un
altro dei virus piccoli si viene ad aggiungere alla serie gia abbastanza
numerosa di quelli che presentano una identica forma (il virus di Tipula
jaludosa; 1'adenovirus tipo 35, alcuni batteriofagi, ecc.).

Dall’esame comparato dei preparati in sezione e di quelli del mate-
riale purificato e studiato con il freeze-drying e con la colorazione di
acetato di uranile, sembra molto evidente che SV39 & costituito da un
nucleo centrale pit denso ai raggi elettronici e che viene intensamente
colorato dall’acetato di uranile, mentre vi & un mantello avvolgente pin
lrasparente e non colorato. Per analogia con quanto & noto dalla biochi-
mica ¢ dalla morfologia dei virus, animali e batterici, e in considerazione
del fatto che gli acidi nucleici hanno densitd superiore alle proteine, si
puo ritenere che il nucleo centrale corrisponda all’acido nucleico (nel
caso di SV39 si tratta probabilmente di DNA) e quésta supposizione viene
confermata dalla colorazione con l'acetato di uranile, che dovrebbe in-
teressare fortemente gli acidi nucleici. La porzione periferica sarebbe co-
stituita dal mantello proteico, che ormai si ritiene abbia principalmente
la funzione di proteggere il nucleo centrale di acido nucleico, deposita-
rio in molti dei virus studiati delle proprietd genetiche fondamentali, in-
formatrici e determinanti i caratteri della nuova progenie,

Nei virus purificati e colorati negativamente con PTA risul-
ta evidente che la porzione esterna della particella virale & co-
stituita da subunita che sembrano tutte eguali e disposte con una certa
regolarita alla superficie della particella stessa. Il diametro del virus ri-
sulta in questi preparati assai costante ed & di 700-800 A, variando solo
in funzione di eventuali alterazioni della particclla, dovute forse al trat-
tamento subito durante la purificazione: questo diametro corrisponde
del resto a quello che si puod ottenere misurando le particelle nelle se-
zioni e dopo freeze-drying. Come gia rilevato poco piu sopra, con questi
ultimi due metodi si mette bene in evidenza un nucleo interno, che nelle
particelle non colorate, osservate con il solo freeze-drying (fig. 22), senza
previa fissazione in 0s0,, appare pit denso della zona superficiale: si
sa d’altra parte che 1’acido nucleico & pit denso (densitd 1,6-1,7) delle
proteine (densita circa 1,33). I1 diametro del nucleo interno risulta nei
preparati con i! freeze-drying di 400-800 A, mentre lo spessore del man-
tello superficiale va da 130 a 175 A. Le subunitd da cui & costituito
quest ‘ultimo e che appaiono cosi evidenti nei preparati con PTA, pre-
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sentano un diametro che va da 50 a 60 A: se lo strato superficiale fosse
costituito dalle sole proteine, queste dovrebbero essere disposte almeno in
doppio strato. Il fatto perd che, quando il virus & alterato nella sua mor-
fologia, perché lo strato periferico della particella tende a frammentarsi,
non si abbia alecuna evidenza che esista un doppio strato di proteine, ma
al contrario si osservi di [requente una chiara disposizione lineare, fa
ritenere che le proteine globulari, che possono essere dimostrate nel man-
tello superficiale, siano elfettivamente disposte a formare un monostrato.

Nei virus immersi nel PTA non si scorge mai il nucleo al di =sotto
delle subunitd: questo si pud facilmente spiegare con la forte differenza
di opacita agli elettroni fra lo strato di PTA che & penetrato fra le subu-
ritd e quello del materiale da cui & costituito il virus.

L’adesione del PTA ai lati del virus produce spesso un effetto di ri-
lievo: in quelle particelle virali la cui immagine ¢ sufficientemente buo-
na e completa si nota con evidenza come le subunitd siano disposte sul-
la superficie della particella con simmetria esagonale, a distanza di circa
80 A da centro a centro. La presenza inoltre di un profilo esagonale in
molte particelle del virus (v. anche figg. 25 e 26), come & gid stato rile-
vato piu sopra, fa ritenere che la loro forma sia quella dell’icosaedro,
forma che appare assai chiaramente in conseguenza dell’eifetto di rilie-
vo. determinato appunte dall’inglobamento delle particelle in PTA (figu-
re 27 e 29).

Le subunita visibili sulla superficie della particella sono dunque di-
sposte con simmetria esagonale. La disposizione perd pud avvenire in
diversi modi e, in accordo con le immagini osservate nelle nostre numero-
se preparazioni. si possono fare tre ipotesi: 1) la prima, che le subunita
siano disposte lungo gli spigoli del poliedro e sui vertici di esso e, con
I'ordine che ne segue, sulle facce, cosi che nel nostro caso, in base alla
numerazione fatta sulle particelle meglio visibili, vi potrebbero essere:
a) 6 subunitd per lato (compresi i due vertici adiacenti) con un totale di
252 subunitd, oppure b) 7 subunitd per lato con un totale di 362 subu-
nitd; 2) la seconda ipotesi & che nessuna delle subunitd si trovi sugli
spigoli o sui vertici, ma solo adiacenti ad essi, per cui, secondo le im-
magini da noi avute, si avrebbero 5 subunitd lungo ogni lato, quindi 15
per faccia ed in totale 300; 3) una terza ipotesi avanzata da Ageno &
che la disposizione sia quella corrispondente, nella classificazione da lui
proposta per le forme chiuse possibili dei piccoli virus (*2) (*%), alle carat-
teristiche p=3, q=1, n=2, con numero totale di particelle eguale a
310 (n—1)* + 2 = 312.

La prima di queste ipotesi nella sua espressione contenuta in a) of-
frirebbe una disposizione in accordo con 1'idea sviluppata da Crick e
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Warson (**), secondo cui i piccoli virus sono costituiti da subunita fra
loro in relazione secondo gli elementi di una simmetria cubica; inoltre
questa disposizione sarebbe analoga a quella stabilita con molta eviden-
za da Horne e al. (°) per un adenovirus umano che ha, esso pure, la for-
ma icosaedrica ed un diametro di circa 700 A. Nel caso di SV39 vi sono
due elementi a favore di questa prima ipotesi: precisamente il numero
totale delle subunitd che si possono con certezza contare sulla superficie
visibile del virus ed il numero di 6 subunita, evidenti sugli spigoli del
profilo esagonale della particella. Invece contro questa possibilita sta il
fatto che mai nelle nostre immagini si riesce ad osservare una subunita
circondata da 9 altre (e corrispondente quindi ad un vertice) alla distan-
za di 4 subunitd da un altro vertice bene identificabile. _

L’alternativa b) della prima ipotesi, la quale viene suggerita dal-
I'osservazione che si pud fare in alcune immagini, in cui sembra che una
subunita circondata da 5 altre si trovi alla distanza di B subunita (e non
di 4 come nel caso precedente) da una nella stessa posizione, ha contro
di sé: la conta totale delle subunitd e quella delle subunita che appaiono
sugli spigoli. Infatti il numero delle subunitd visibili nei nostri prepa-
rati & di molto inferiore a quello che risulterebbe se I'ipotesi fosse esat-
ta: ed inoltre bisognerebbe ammettere che una parte della parti-
cella virale sia nascosta dal PTA, la qual cosa sembra molto improbabi-
le, data la nitidezza con cui le particelle spiccano sul fondo.

La seconda ipotesi soddisfa la osservata disposizione delle subunita
in corrispondenza di quelli che si suppone siano gli spigoli ed i vertici
dell’icosaedro, ma presuppone una alterazione della forma dell’icosaedro
in corrispondenza dei vertici, affinché le subunitd possano disporsi ordi-
natamente. Il numero delle subunitd che si contano sulla superficie vi-
sibile & in questo caso un po’ inferiore a quello che si dovrebbe effetti-
vamente riscontrare in base a questa seconda ipotesi.

La terza ipotesi ha in favore l'osservazione diretta della disposizio-
ne delle subunita sul virus; tuttavia la conta delle subunita sulla super-
ficie visibile della particella non raggiunge, di nuovo, il numero richie-
sto dall’ipotesi.

Sarebbero necessarie molte altre fotografie, nella speranza di riusci-
re ad ottenere una particella cosi ben disposta, da potere con certezza
rivelare il numero e la disposizione delle subunita: finora non ci & stato
possibile, malgrado le moltissime particelle osservate, per cui ci sembra
giustificato il concludere attualmente che SV39 ha la forma di un icosae-
dro, della grandezza di 700-800 A ed & costituito da un nucleo centrale
corrispondente con probabilita all’acido nucleico e da un mantello avvol-
gente, formato principalmente da proteine. Queste proteine presentano
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una evidenle disposizione regolare, distribuita su tutta la superficie del-
I'icosaedro: i dati che per ora noi abbiamo non ¢i consentono di decide-
re quale sia la modalitd di disposizione delle subunita.

Dalle nostre osservazioni queste subunitd appaiono prevalentemen-
te come macromolecole rotondeggianti e compatte (simili per dimensio-
ni ¢ forma a molecole proteiche globulari di peso molecolare dell’ordi-
ne di 100.000); in alcuni casi il loro aspetto suggerisce quello di mole-
cole dispiegate e si pud supporre che sia un effetto della tecnica di pre-
parazione,

Quanto alle bande allungate con struttura periodica (figg. 31 e 32)
osservate in alcune preparazioni, sono possibili diverse interpretazioni.
Si pud supporre che si tratti di strutture filamentose costituite dall’acido
nucleico, analogamente a quanto suggerito da Horxe e \Warerson (%)
per strutture simili osservate nei mixovirus, le quali, per aspetto e per
dimensioni, corrispondono a quelle osservate nei nostri preparati. Una
natura filamentosa non risulta tuttavia dalle nostre osservazioni e la
composizione in acido nucleico potrebbe essere dimostrata solo mediante
trattamento con enzimi specifici. D’altra parte si puo fare l'ipotesi che
queste strutture possano essersi formate per un processo di riassociazio-
ne in forma periodica delle subunitd disperse, che sono numerosissime
in queste preparazioni, analogamente a quanto & stato osservato per il
virus del mosaico del tabacco (**). Le dimensioni dei singoli elementi
della struttura periodica e delle subunita sarebbero in accordo con que-
sta ipotesi, che, per essere convalidata, richiede ulteriori osservazioni
sulle caratteristiche chimiche e chimico-fisiche delle presenti strutture.
Infine non si puo escludere del tutto la poszibilita che si tratti di mate-
riale estraneo al virus.

Desideriamo esprimere la nostra gratitudine ai tecnici: A. Chioz-
zotto, F. Piccirilli, N. Tomassini e F. Valente, per 'appassionata ed at-
tenta opera di collaborazione.

Roma — Istitulo Superiore di Sanild - Laboratori di Fisieca ¢ Laboratori di
Microbiologia,
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