
88. Marco FRANK. - Un registratore elettronico di numeri di impulsi 
e sue applicazioni nel campo della r adiocromatog rafia. 

Riassunto. - ::::i dt•::.erin' un ·apparecchintum aulomulicu per il co n­
teggio c In regi~tnlziOJH~ di impulsi elellric.i, progcllnta c costruila in 
una piccola serie presso n~t ilulo SUp!'riore {li Sanità di noma. L 'appa­
rrcchintura, pur essendo adaLla a misure di ca rattere g~ner·a l e, si pr···­
sta parlicolarnH'nle alla determinazione dell e zone rndioattiYe di nHiii•­
CnlJ llalogJ·nfie. 

Summary. - ,\n automatic apparatus is describe<i for lite counling 
anù recording of electriral pulses, which was designed and built in a 
small seri~s in thi s Institute. Allhough suilab lc for gr.nernl mcasur·r. mrnl:< 
of this type, the appara tus is particularly adaptcd for lhe delr.rminutinn 
of the actise zones of mdio-chromatograms. 

Il problema del conteggio di impulsi elettrici , particolarmente di 
impul:;i 11ro,·enienti da riYelatori di radiazioni , e della registrazione dci 
conteggi su carta, oggi tanto di attualità, è stato oggetto di numer·osi 
studi ( '· 2

• 
3

• ·') presso l'Istituto Superiore di Sanità di Roma, per la 
importanza che tale problema rh-este nei riguardi delle applicazioni 
sistematiche della radiocromatografia e, più in generale, dell'impiego dei 
raùioisotopi. 

Com'è nolo, la tecnica della radiocromatografia su carla e· G), così 
largamen te impiegata nelle ricerche d i biochimica C· 8

), pe1·mette la sepn­
l'azionc, la riYelazione ed il riconoscimento di sostanze presenti in unn 
soluzione anche in quantità piccoli~~ime (pochi milionesimi di grammo). 

Cna goccia della soluzione in esame Yiene posta sul bordo di un 
foglio di cartn bibuln: il bordo ,·iene poi immerso in un soh·ente in modo 
che questo per capillarità s i sposta YeJ'SO i l bordo opposto del foglio. Lr 
Yarie sostanze presenti nella goccia, eluite dal solnnte, si spostano an­
eh 'esse sul foglio nella direzione in cui è a,·anzato il solYente, ed il rap­
porto (R,) tra il cammino della sostanza ed il cammino del fronte del 
so h-ente è carattel'istico, per un dalo so!Ycn le, delle ,·arie sostanze. E' 
così possibile, conoscendo la posizione occupata sul foglio dalle sostanze 
eluite, indi,·iduar·e, almeno entro certi limiti , le sostanze stesse. 

:Se le Yarie sostanze sono •< nwr·cale u, cioè esse sono dci compo~ti 
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lli isotopi radioalli,·i . la loro po:si:~i cmc ~ul fogl io sarà riw la uilc con con­
Iatori Ji l: ciger. 

Per una maggion· ~epam;ion (' tra le 11Hll'l·hi e t' poi com•enicnle 
m ·urn•r·•· nlln lr l'nil'n dt•ll t• rtl<liononra lupral i•• " hid illl t' ll,i nna li ": il 
fug lio sul qua le s i sono oll enule h• mnn :hie rndioalli' t' col passaggio di 
un pl'imo soh·ente ,·iene f::tllo nuo,·nmcnle allr<lYer~a re Ja un òifferenlt? 
soh·rnle in direzione nor·male n quella secondo la qunlc s i era spostato 
il primo soh·ente. Le macchie l'isullano così più separ·nle , essendo distri­
buile sull ' intera superficie del foglio an:zichè lungo una soln direttrice. 
La determinazione della posizione delle macchie sul foglio è ottenu ta 
mislll'ando c registrando la raùioolli,•ilà di ciac:cun clemt?nlo di superficie 
del fog lio !'lrsso, {'l] effettuando l 'e~ plorMione o " c:rnnsione n d i lutto 
il fo!!li o per righe pflrnll ele. 

~ella pr·cscnte esposizione è l'i])OJ'lalo per ~ommi copi il principio 
di fum.iono mcnto di nn rcgis1.rn torc elett.roni co ùi numeri di impulsi, 
r•imondondo ad una prel'SiSICJll.c puhhli c:ozionc (l) per ulleriori infomHt­
zioni. Di lnl c regislralor·e è nuoYamcnle !JUbblicato il circu ito in quanto 
,·i sono s tate apportale al c un e modifif'h c. Tnfine è de~crilla una serie di 
appart'cchi destinali n funzionari' pJ'incipalmente in connessione con il 
reg islratorf' , completand one l'impiego particolarment e in vista delle 
npplicazioni alle tecniche rndiocromnl ogra fiche. 

La Jinf'a completa di apparecchi comprende: 

1) Il regis tratore elett ronico di numeri di impulsi: 

2) Ln macchina da scrivere con comando cleltr·omagnelico dei tasti; 

3) li generatore di segnali s labili7.zalo con dia pason; 

'~) La ~caJa di de moltiplicazione per un numero prefissato 
Ji impulsi; 

5) L ·unità per l'autoprogrammazione delle misure; 

6) 11 dispositi,·o per l 'esplorazione di radiocromatografie mono-
ùimensionali; · 

7) Il disposiliYo pct' l'esplorazione di radi ocromatografie bi­
d imensionali. 

I L llEGIS TR.\TORE ELETTRONICO 

Il regis tratore è costituito da una scaletta decadica ù i quattro selci­
tori Dekalron GS JOC, adatta a contare fino a 9999 impu lsi, alJa quale 
è conn esso un sistema elettronico ( read out) capace di effettuare la 
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« lettura , del numero di impulsi conlato dalla scalelta c di stam parlo 
su carla median te una macchina da scrivere elettri ca i cui tasti dei 
numeri vengono battuti med iante pulsanti ele tlromognclici. 

Jn ng. -1 è riporta to lo schema di principio del registratore. Questo 
pre~t-nla due entrate: nd una di esse (.H) pcrv·cngo no gli impulsi che 
dewJllo essere contati e·d il cui numero deve esser e f'egistrato. al i 'altra 
(J2) arriva da un timc1' o \la ollro sistema un segnale che comanda l'inizio 
delle operazion i lWI' la registrAzione . Tali operazion i sono: 

a) Sospensione del conteggio; 

b) H.egistrazione d ri nurnePi indicati dai Dt- kalron ncll"on.l ine 
de ll e potenze decrescenti di d ieci (cioè mig li a ia, centinaia, decine 
t-d unità); 

c) Azzei'amrnt o dt'i Dekntron; 

d) .Ripresa del con leggio. 

Com "è nolo , i seleltori Deka tron comprendono un anollo, due guiùc 
c dieci catodi, ciascuno <lei quali è connesso individun lmentc ad nn pie­
dino dello zoccolo. La scar ica a bagliore avviene tra l 'anodo ed nn solo 
catodo. Il catodo acceso, corrispondente a lla cifra indicata dal Dakalron , 
ha un potenziale positiYO di circa 40 volt (con i valori delle resiste nze 
catodiche usate nel circuit o), mentre gli a ltri ca todi sono a potenziale zl'ro. 

Il segnale che comanda l ' inizio della regis trazione produce lo sen tl o 
di una serie di univibratOI'Ì connessi in modo che ognuno di questi 
scatta n eli 'istante in cui il precedente univibratore ritorna allo stato 
stab ile. S i ha cosi una ~equenza d'impulsi ciascuno dei quali è sovrap­
posto a l potenziale dei catod i di un Dekatron. Dala la polarizzazione dci 
diodi for·manti la matrice, l ' impulso di ciascun univibratore ai'J'iYa ad 
accendere un solo thyratron per volta, che a sua volta aziona il pulsante 
elettromagnetico del tasto della macchina corrispondente alla r ifra indi­
cata dal Dekatron. 

Al termine della sequenza degli impulsi {!egli uni,·ibratori i ll t" lm­
tron vengono azzerati. 

La durata d elle opermioni d escritte, per un registratore di nnmrri 
dì quat.tro cifre, è di 0,6 sec, dall'inizio della sospcn ~ i one alla ripresa 
del conteggio. 

Alla fine della sospensione si accende un undicesimo lhyratron de:sti­
nato a funzioni ausiliarie quali il ritorno de l carrello, la spaziatura, 
ecc ... Se viene usata un 'addizionatrice elettrica anzichè una macchina da 
scri,·ere, l ' undicesimo lhyratron serve per aziona1·e il tasto « stampa u. 

In fig. 2 è riportato lo schema del I'egistratore. 
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Le modifiche ul modl•llo preccdrnt cmcntc dc::-crill c (2) riguardano lo 
stad io <.l'ingre::-so. l'applirazionc del sc~ nale lh'g-u liYo per la sosprnsione 
del conteggio, l 'a:~.zcrom ~?nt o dci Dekatron e ln sostituzione di ulcuni <.lioùi 
n l germanio con diodi n 'uoto cd infine rapplicozionc di un piccolo 'en­
tilalore da 10 ""'' per il raffreddamento dci th yratron, aggiunto in 
qunnto la polenw di~~ipata nei filamenti ùi questi. data la compallrna 
del montaggio, daYa luogo ad un eccessivo •·iscaldamcnlo. 

n vantaggio fondamentale presentato da questo tipo di regbtratore 
rispetto agli altri sistemi recentemente app;nsi in commercio consiste 
nel fatto ch e il r egistratore descrilto è completam ente elettronico e privo 
di contatti striscianti, men tre la par~e meccanica, necessaria per la stam­
pa delle ci fre, è costituita da lla macchina da scrivere per la quale ci si 
aHale di una profonda esperienza tecnicn c di una costruzione indu­
striale in gran serie. 

La siCU I'ezza di funzionamento, pn•vi ta in sroe di progetto, è stata 
largamente confermata doll'esperienza. Sono già stati costruili 18 re~i­
slratori per le necessità interne dell'Istituto, ed il primo di questi, entralo 
in servizio nell' ollobre Jel 19o6, ha tolalìuato a tutt 'oggi (dicembre 
1960) quasi trentamila ore di funzionamen to, l'ichiedendo solo un rnilli­
mo di manutenzione e di sostituzioni di tubi. Altrettanto buoni sono 
stati i risultati di funzionamento delle macc hine da scrivere. 

L ' impiego della macchina da scri,·erc offr e un a ltro notevole van­
taggio: la pos_ibilità di Efruttare i moYimenti della macchina stessa per 
effettua re d irettamente l' esplorazione delle radiocromatografìe , come sarà 
ill ustrato più ~wan ti , ai punti 6 e 7. 

2. MACCliiNA DA SC IU\'ERE CON COMANDO ELETTOOM ·\G~ETICO DEl T .\ STI 

Sulla maccllina da scci,·ere elettrica ò fi ssata un ' incastellatura pol·­
tante i pulsanti elettromagnetici per i tasti dei numeri, per il tasto dello 
spazio e per quello del ritorno del carrello. H montaggio d eli ' incastella­
tura sulla macchina non r ichiede alcu na modifica di quest'ultima. 

I numeri relali,·i ai successivi conteggi possono essere registrati in 
colonna su un nastro di carta oppure l'uno di seguito all 'altro sull'intera 
facciata di un fog lio. La prima forma può essere preferibile nella mag­
gior parte dei ca:;i, mentre la seconda si presta particolarmente per le 
registrazion i di radiocromatografi e bidimensionali in quanto la registra­
zione viene a co tituire una vera e proptia mappa della ra<liocro­
matogralia. 
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'ello ~t·hcma di rìg. J sono IIH>sl ral t' lt~ mnnes,-ioni delle parli rcla-
1 i q• a lln mncch i n a da seri \'C l't'. 

Por ottenere la rcgislr:lzitHll' . ulrinfl' ro ft)glio il roHmllllatore 
(I C' \'O as:;umrre la posiziont• riportata in fig ura . Dopt) la rcgislrnzione di 
ogni gr·uppo di quatlro cifr t• il lh~· ratron n. Il si accende fntcndo passare 
corTcnlc nella bobina {Ici puh.mnl c conispon{.)cntc al Lm;to per il ritor'lltJ 
del carrelltl . Il cirruilo ùr llo hohina del pulsa nt e prrb è inlrrrnllo dal 
minoini C' rTullorr n;ionnln (la! t'<trn•llo. 
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Cd.'ftlto dtllA tn~(( h i"" 
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~-~~~ 

dal thyralron n•11 

puhant~ pe • 

"to,.no t at"rt l ~ o 

Fig. :t · ::5du~ma tlei rmtttttttli dello nuwdtiun tla ·t' t'hl!t'(' , 

Al termine di eia-cuna riga il movimento del carrello produce la 
chiusura del microinterrutlor c e dopo la registrazione dell ' ultima cifra 
d: ogni riga, vione azionato il laslo per il ritorno del carrello. 

Per la :registrazione d ci numeri in colonnn il commutatore 
viene girato in senso orario ed in tale posizione <>gni volla che s i acc-ende 
il thyratron n. 11 , dopo la reg istrazione di un numero, viene azionato il 
tasto per il ritorno del carre llo. 

Nell(t regis trazione di radiocJ·omatografie, soprattullo bidimensio­
nali, è conveniente utilizzare, in luogo del ta to dello zero, il tasto dello 
avanzamento; si ottengono allora numeri ra di , in qunnlo costituiti da 
una sola cifra , in corrispondenza del fondo, c addensali, in quanto 
composti da più cifre, in conispondenza d elle macchie radioattive, le 
quali sono cosi più facilmente ,·isualizzabili (rìg. 4). 
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Fig. 4. - Fotografia della registrazione di una radiocromatografia. 

3. GEì'\ER.ATORE 01 SEG:'\ALI A FREQUENZA STADILlZZATA CON DIAPASON 

E' cost ituito (fig. lJ) da un oscillatore la cui frequenza (600 c/s) è 
!:olabilizzata con una precisione migliore di una parte su '104 me-dianle 
un diapason termocompensato, seguito da uno stadio di demoltiplica­
lione per 6. Il circuito di questo stadio è derivato dal circuito studiato 
dalla Philips per scalette a numero pr·efissato di impulsi, con tubi E1T. 

} U.).4itt 

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

Lo stadio di demoltiplicazione per 6 è seguito da due stadi di demol­
tiplicazione per 10. In tutti gli stadi sono usati tubi E1 T. 
L'unità fornisce sia impulsi positivi di 30 volt, sia negativi di 0,~ volt. 
La frequenza degli impulsi di uscita è di 1 o 10 impulsi al secondo. 

L'uscita è effettuata attraverso un. cathode follower ed è previsto il 
collegamento contemporaneo di più utilizza.tori. 

[ 
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4. Sc.\LA 01 ur.:ì\IOI, TIPLJC,\ZI O:>:E PEit :-; t; "IJ::IlO l'liEFIS~.'<TO 01 I"II 'ULSI. 

()ucsta unitì1 (fig. G) è s tata fondam cnlnln~enle progettata per [un· 
7.ionarc in connession e con il gencrntOI'e di illlpuls i d escritto nel pn·cc­
d enk paragrafo, cd è dl':::tinata a fornire in u sciln segnali ad inlenalli 
di Ull num ero int ero pre lìs ~abilr di scc;ondi, destinati a comandare la 
rcgis t razione. 

ln fig. l è riportato lo schema d ella scalella. 
Il principio di funzionamento di questa unità è il seguente: dopo rh e 

un ccrlo numero di impulsi è pen ·enulo all'entrata della scalella s i ac­
cende il catodo n. O del secondo Dekatron (V7), e questo fa scattare 
l'uni,·ibratore Y8. Quesl'ullimo, attraverso L' invertitore YJO ed alt ra ­
\ erso i diodi Y9A e Y\JB applica un impulso negativo dell'ampiezza di 
circa 2;)0 volt e d ella durata di drca 70 p.sec a quel catodo di ciascu no 
d ei Dekatron che è stato prescelto con i com mutatori . \Yl e SW2. 

' i suppon ga di •·ichiedere un impulso in uscita ad esempio ogn i 1-:~ 

impul:;i in entrala. Si dispongono allora i commutatori S \YJ cd S\Y2 in 
modo che i contatti mobili s i troYino in conispondenza d el catodo n. t) 

del Dekatron d elle decine e del catodo n. 7 d el Dekatron delle unità , ri­
spetti\'amenl~ . Al ritorna a zero del Dckati'On d elle d ecine gli impulsi 
negativi applirati attraYerso i diodi spos tano la scarica a bagliore sul cato­
do n. ~ di quest'ultimo Dekatron e sul catodo n. 7 del Dekatron delle 
unità; i due Dekatron segneranno allora la ci fra o7, cd occorrerann o a p­
punto 43 impuls i per l'itornare a zero ed iniziare nuovamente il c iclo. 

Come il regis tmtore, anche questa scaletta può essere progettata per 
un qualsias i numero di cifre. 

Per applicazioni in cui è sufficiente una stabilità di frequenza dell 'or­
dine di qualch e unità per cento si può evitare l' impiego d el gen eratore di 
impuls i a frequenza s tabilizzata usando un oscillatore sinusoidale seguito 
da uno squadratore e da un differenziatore costruiti entro qu esta unità, 
in modo da produrre localmente impulsi ad intervalli di tempo di 1 sec: 
in tal caso la scaletta costituisce da sola un timer completo. 

La frequenza massima degli impuls i che la scaletta può seguire nel 
conteggio è d i oltr·e 3000 impfsec, pertanto questo tipo di d emoltiplica­
tore può trovare applicazioni diverse oltre a quella fondamentale d escritta. 

t). UNITA' PER L.i\UTOPROGRAMMAZIONE DELLE MISURE. 

Questa unità è stala pal'licolarmente studiata per la registrazione di 
radiocromatografie bidimensionali , ed ha il seguente scopo: durante la 
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scansionc di una radi ocromalogrnfìa Ycngono Yia \'ia esplorati elementi 
appnrlcnenli o mr no a macchie radioatli\·e. Per ridurre il tempo totale 
nrc.essario alla scansione dell ' int t'J'O foglio pur mantenendo sufficiente­
ment e grande la durata d ell e misure degli elementi di superficie effetti­
vamente radioattivi, in modo da mantenere convenientemente ridotto 
l'errore statistico, occorre che la misura di ciascun elemento possa av­
venire in un tempo relativamente breve se l 'elemento non è radioattivo 
(e quindi non interessante), mentre la misura deve essre automaticamen­
k prolungata se l' elemento appartiene ad una macchia radioattiYa. 

A tale scopo, durante l ' inten·allo di tempo che intercorre tra due 
segnali provenienti dal timer, Yiene contato il numero degli impulsi 
forniti dai Geiger : se durante questo inten·a llo il conteggio non è ar­
rivato a superare un numero (« soglia n) prefissato in base al valore del 
'< fondo » dei contatori, all'arri\·o d el successivo segnale d el timer il 
conteggio viene registrato, le scalette azzerale, e si inizia !'.esplorazione 
del successivo ·elemento della radiocromatogl'afia. Se in\·ece tale soglia 
è superata, il segnale proYeniente dal timer non l'aggiunge più l'ingres­
so J2 del registratore, ed il conteggio relativo a lla misura dello stesso 
elemento di superficie della radiocroma t.ografia prosegue per un inter­
vallo di tem po multiplo (secondo un fattore prestabilito) degli interYalli 
di t empo stabiliti dal timer. 

In fig. 8 è mostrato lo schema dell'unità. 

Gli impulsi provenienti dai tubi Geiger sono amplificati, demolti­
plicati da uno stadio d ecad ico con tubo E-T, ed inYiati al r egistratore. 
Questa disposizione è com·enienlc in quanto nell'esplorazione dell e ra­
diomatografie si incontrano macchie con farle attiYità , e d 'altronde non 
interessa la registrazione del singolo impulso. cioè delle unità: i nume­
ri stampati ·dal registratore così connesso rappresentano quindi le deci­
ne di migliaia, le migliaia. le centinaia e le decine. L ' impiego di un tubo 
E1T anzichè di un Dekatron come primo stadio di demoltiplicazione è 
preferibile per il suo maggior poter-e risoluti\'O. 

Dopo il primo sta,dio di demoltiplicazione si ha un secondo demol­
tiplicatore che dh·ide per un numero prcfìssabile tra -1 e 10, anch'esso 
realizzato con un tubo E1T. Da questo secondo stadio si ha quindi un 
impulso in uscita ogni 10, 20, ... oppure 100 impulsi d-ei Geiger, a secon­
da del valore pr-efissato per la soglia. 

All ' inizio del conteggio il catodo n . 9 del Deka tron è acceso e si tro­
va ad un potenziale positivo ùi oltre 40 YOlL. Il triodo Y6A è un inv-er­
titore la cui resis tenza catodica è costituita fonJamentalmente dalla re-



- II!J-0 -

:;isll'nza d ' ingres~o l jgnt tkl !t· i odo YliB. II polt'llzit~lc della grigl ia della 
srzionc :\ ddl'uniYibratorr Y3 è a cirrn -100 YOit , pertanto i segnali 
del l imer non pO$:'Ono ntTiHlre a far a,·nnwre la scarica a bag liore del 
Dekntron (gate t chiuso). cd il cntodo n. 9 festa acceso. I diodi VI.\ e 
qn in queste co ndizioni sono prossimi alla cond uzione, e<l i segnali 
(positi,·i) drl timer rn~ginngono l'ingre~~o J2 del registmlore atlrawrso 
Vi A (gate 2 aperto). 

Supponiamo che nell'inlen ·a llo di tempo inte,·corrente t1·a dne se­
gnali d el timer il conteggio non superi la soglia p1·efìssata: quando av­
viene l' azzeramento dei Dekatron nel registratore un impulso negali,·o 
di circa ~O ,·o l t proveniente dal registrai ore s tesso provvede ad azzerare 
anche i tubi E1T dell ' unità. per l 'autoprogrammazione e, a registrazione 
avvenuta, il conteggio ripr-ende. 

Supponiamo invece che, prima dell ' arriYo del segnale dal timer, 
,·enga superata la soglia: in tal caso l'impulso proveniente dal secondo 
s tadio di demoltiplicazione, attra,·erso il diodo YlB che, come s i è detto, 

è prossimo a lla conduzi one (gate 3 aperto), raggiunge l'univibratore \'2. 
Questo fornisce un ampio impulso negaliYo ùi circa 1o0 volt che sposta 

la scarica a bagliore del Dekatron dal ca todo n. 9 ad un altro catodo pt·e­
stab ilito. Appena il catodo n. 9 si spegne ed il suo potenziale cade a zero, 

il gate 2 s i ch iud e cosicchè i segnali provenienti dal timer non raggiun­

gono più il I'egist ratore. Il gate 1 inv-ece si apre e ciascun segnale pro­

veniente dal timer fa (l\'anzare d a un catodo al successivo il bagliOI'C de.l 
Dekalron. 

Essendo spento il catodo n. 9 è c.hiuso anche il gate 3 e quindi, nel­
l'eventualità di cui col proseguire del conteggio si sorpassi nuovamente 

la soglia, gli impulsi proveni enti dal secondo s tadio di demoltiplicazio­
ne non possono raggiungere l'uni,·ibralote V2. 

Quando il succedersi dei segnali proYenienti dal timer ha l'icondolto 

ad accend ersi il catodo n. 9, i segnali stessi nuo,·amente raggiun~ono 
il reg istratore ed i gate 2 e 3 si riaprono. Il gate 2 viene aperto dal mo­

mento in cui il bagliore al'l'iva al catodo n. 8, in modo che il successivo 
impulso proveniente da l timer, trovando il gate già aperto, possa passa­

re a proYocare la registrazione e l 'ayanzamento d ell 'elemento esploralo. 
Altrimenti il segnale del t imer aprirebbe il gate stesso ma non fatebbe 

in tempo a passare e prima d ell 'arrivo del segna le successivo nuova­
mente inlen ·errebbe l ' univibratore V2 col risultato che il ciclo s i ripe­

terebbe indefinitamente e la registrazione e la scansione non procede­
rebbero. 
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La ra<liocnmtalog ralia su si riscia Yienc tesa mediante nastro ndc­
:-i,·o su un lelaielt o di alluminio. Questo (fig. 9) può scorrere longilud i­
nalm ente tra due conlulori di l: eiger , su pulegge che lo sostengono e lo 
f!U ida no. rn csln' mo del lela iell o è fi ssato mediante una pinzetta allo 
t ·~trtmo dci nastro di carta sul quale la mncchina da scrivere (oprure 
nn elettrocalcolalore) rcgistra incolonna ti i numeri relativi alle succ:cs­
~iw misure. All' \l llro es tremo del Lelaielto è ngganciato un filo di nailon 
collegato ad un pcso di circa 300 grammi. 

Ad ogni registrazione il nastro di carta aYanza e consente a l t.· laid­
lo porta striscia Ji spostarsi a sua volta, cosicchè J'ayanzamenl• • del 
rullo della macchi na p•·ovvede ad assicurare a nche l'esploraziouc della 
striscia. 

J contatori sono affacciali da ambedue le parli della cromalo~rnna 
in modo da intercettare le radiazioni emesse sotto l'angolo ~0lido più 
:-~mpio possibile, c per minimizzare gli eHetti dovuti alle ev0nLuali ,-a ­
riozion i di distanza d cHa radiocr omatogra fia da uno dei contatori con 
,·ari'lzioni inYerse dali 'Altro. 

E' im portante che la s triscia sia disposta Yetlicalmente (anzichè 
orizzontalmente), altrimenti piccole particelle di carla rad ioattive, stac­
':a ndosi dalla cromatografia e cadendo sulla finestra di mica del con ta­
l ore che si trovasse sotto la striscia, ne altererebbe rapidamente il fon­
d o. La striscia r\lùiocromatografica ha una larghezza d i 30 mm ed i con­
léllori impiegati hanno una linestra di mica da 1,t> - 1,9 mgjcm 2

• La fi­
nestrn è limitata da una apertura di 30 x d mm, ove d è l'avanzamrnto 
della stri~r ia ad ogni misura. Il valore òi d dipendente dal tipo di mac­
china dn . 5ct·i,·ere o elet trocalcolalore usato, si aggira sui o mm. 

I contatori sono alloggiati in schermi òi piombo da 80 mm òi spes­
sore con camicia interna d 'alluminio, ed avendo il medesimo pianerot­
tolo sono connessi al registratore e ad un alimentatore per l 'alta tensio­
ue attraYerso una semplice scatola di giunzione. 

Il d ispositivo descritto è completato da un interruttore gen erale 
che spegne l'apparecchiatura quando il t elaietto, arrivato al termine 
della sua traslazione, preme sulla leva dell ' interruttore s tesso. 

Opportuni segni di riferimento e la possibilità di bloccare il telaietto 
rispetto al l' incastellatura dei contatori durante il fissaggio d ella pima 
al nastro di carla consentono di iniziare 1' esplorazione della s triscia 
partendo da una posizione ben definita ed assicurano la riproducibililà 
delle misure. 
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In fig. 10 è mo5Lrat.o il disposili,·o per l"esplorazione delle radio­
cromutografìc su s triscia. ì\"ella stessa fotografia sono mostrate anche 
altre uniti\ dcsc,·itle nella present e trattazione. 

i. DISPOSITIYo PEn L .\ SC.\:'iSIO:'\J-; Ili nAotocnO:\l.\Tocn.u ·JE nmtMEKSIO:>i.\LI. 

.\n che nel caso <l elle radiocromatografìe bidimensionali si sono uti­
lizzali i movimenti della marchino da scrivere per effet.tuare la sc11nsione 
della radiocromatografia 5tessa. Un lembo di questa Yicne unito ad un 
foglio <li carta per la macchina <la scri,•ere mediante nastro adesivo. 
All'altro lembo ,·iene fì ::i'ala una barretta del peso di circa 2n0 gr . . co-

Fig. fO. - Fotografia del di~posilh·o per l ·esplorazione di radioct·omalogmlìe mono­
dimensionali : 

1) Eletlrocalcolatore o macchina da scri,·erc 
2) Schemi dì piombo contenenti i contatori Geip~r 

Nella fotografia sono inol~t·c ,·isìbili: 
3) L 'unità per l'autopt·ogt·amma:done delle mi~ur~ 
4) Il registratore di numeri dì impulsi 
5) L1.1 scaletta a numero pt·elì s:>a to di impulsi 
(\) L 'ulimen tnlore alta ten:Oionc pet· i li~iger 
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~tituila da due metà incernierai\' ad un estremo c adatte a tenere "a lda­
mente il lembo stes~o . una \'Olla serrate in~ieme. 

Il disposili\'O per In :<cansione delle radi onomalngrafic è most rato 
in fi g. 11 e nella fotografia (fig . 12). Al carrello della macchina da scri­

vere è fi ssato un supporto incun ·ato di lamiern di aecinio inossidnbile, 
avent e la forma di una porzione di cilindro taglialt) lungo Llue genera­

trici a 00° tra loro rispe tt o l'asse. 
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Fig. l L · Dispo~iti,·o per 
lo scansioue delle ra­
,Jio cromatografi e bidi­
m~nsionali. 

La carla viene inserita n elln macchina da scri\'ere e ad ogn i spo­
stamento del carrello la radiocroma togrnfia si sposta tra i due contatori 

di Geiger. 

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

Con la macchina da ~cri"erc LEXICO~ 80 E della Olh·etti , gli spo­
stamenti lungo una riga corrispond enti a numeri d i quattro cifre sono 
di circa 10,4 mm e la distanza tra le righe può essere prefissata a 10 mm. 
Le aperture che limitano le fine~tre di mica dei contatori di Geiger sono 
quindi di 10,4 x 10 mm. Questi contato•·i possono quindi essere di diame­
tro notevolment e inferiore rispetto ai Geiger impiegat i nel d ispositivo 
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Fig. 12. - Fotografi:\ 1lella mal'china da scrivere con i pulsanti elellrornngnelici dei 
ta::t i ed il di:<po•it i,·o per In scan!'ione d è Ile r ndiocromatogralìe biolimen:<ionali 

per l'esplorazione Jelk rndiocromalografìe monodim ensionali, mante­
n endosi per lo spessore della miea un valore di circa 1,9 mgfcm 2

. Poichè 
per l 'alimentazione di qu esti contatori si richiede una tensione di 4::>0 
YOlt , i Geiger sono a limcntu ti dircll..amentc dall 'unità per l 'autoprogram­
mazione . 

. -\1 termine dell'intci'A seansione la barretta fi ssa la al lembo inferio ­
r P della radiocromalografìa aniva a premere la levetta di un microintcr ­
ruttore spegnendo l ' inter·a apparecchiatura. 

ti !cun e misuTc effl'ttaabili con l'appaTe cchiatum descritta. 

Come si è aceennato, gli apparecchi descritti possono essere inter ­
<'onnessi in modo da effettuare registrazioni di vari tipi di misure. 

a) Conteggio a tempo 1n·e(t ssato c mism·e di frequcn:,a. 

In fig. 13 è rappresentata una disposizione per eHetluare misure di 
f•·equenza di impulsi e conteggi a tempo prefissalo. 

Dato che il tempo durante il quale il cont eggio nel reg istratore è 
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sospeso, è di 0,6 sec ± 2%, e tenendo conio che gli inlen·alli di tempo 
a cui si susseguono gli impulsi del timer con stabilizzazione della fre­
quenza a diapason sono misurati con una precisione migliore d i una 
parte su 10\ l 'er1'ore sul tempo di sospensione diviene dello stesso ordi­
ne dell 'errore sull 'interYn ll o di tempo durnnte il quale si effettua la mi-

Ma~Chond d~ b(.rl verq 
(..o, pvl!l4'>t ~ e .m . 

~ l l 

kao.oc.romatogrél\ ;~ 
.!>V .>t,.l~(~è 

.Fig. i;>. - Dispo~izione per la registrazione di radiocromatografie mono­
dimensionali: eYentualmente può essere inserita anche !"unità per l 'auto­

proprammazione, come è mostrato in Fig. IO. 

Ma~hi r'ld dd :.<.r overe 
c.on put~.anti e . m. 

Urutd• per 
l'dutoproqrant 

l'l')éi::I. >OI'le 

Timer 

Raqo:.trC~tore 

Fig. 16. - Disposizione per la registrazione di radiocromatografie bidimensionali. 
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::'lira quando questo ultimo inlcn ·allo è di 2 minuti ; ma r cnore i> già 
lllinore o uguale ad una parte su 103 per misurr th·ll a durala di J2 ser. 

b) .ll isura delf'inlc>n·al/o di tc•nt}IO int erron clll<' tra du e c>renti . 

In fig. ·14 è rappresentata In disposizione per rcgist•·n re la Illi ~ m·a 
t.kll'in terntl lo di tempo T interconenle tra due eventi (con T sufficicn­
kmente grande rispetto a 3 sec.). 

I tempi possono essere misurati in secondi o in decimi di secondo , 
di1wndentemente dalla durala preYC•dibilc per T, e lenendo conto de l 
numero di cifre preùsto nel registratore e delle 'precedenti considera­
zioni relative alla precisione delle misure. 

Alle · misure reg istrate occorre on ·iamenle aggiungere il tempo di 
sospensione del conteggio. 

c) Registra::,io11 c di 1·adioaom-atoy,.a{ie nwnodimensionali. 

La disposizione delle unità impiegate per la registrazione delk ra­
diocromntografìe monodimensionali è mostrato in fig. 1!:>. 

d) Registra::,ione di ,·adioc1'011latog,-a{te bidimc>nsionali. 

In fig. 16 è mostrata la d isposizione delle unità usat.e per la reg i­
si razione delle. radiocroma t_ogmfie bidimensionali. 
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89. Mario AGENO. - Alcune considerazioni sulla forma de i vi rus. 

Riassunto. - Le pnrlicc llc (.)i tlll O slc:::so ,·inl:; :;ono tutt e ug••ali 
tra loro quant o a fol'Jllu c {li mensioni . Le forme osscn·atc sono l ullc po­
)iC{lriche, tal ora rr;;oluri. Lu co:::lanzu c la spcrificitù d i tali form e non 
si possono g iustifi care, t·icorr enùo a lllQ{lell i noti d i solidi naturali doluti 
di forma propria , quali i cristn lli e le mol ecole. 

Sulla buse delle osscrmzion i al microscopio elcltronico, si propone 

un nuovo mo-dello, che sembra capace di inquadrare in modo soddisfa­
c~:nte i risultati sperim entali. ~ccondo tale modello , la forma esterna 
della particella Yiralc sarebbe essenzialment e dovuto al ri,·estimcnto 

estern o di molecole protci ch e, costitu ent e un monostt·a to chiuso di clc­
J11enti lutti uguali tTn loro. 

Si fa vedere che ciò porta come conseguenza che solo a lcune cate­
gorie di forme sono possibili (quali l'icosaedro regolare, il prisma esa­
gonal e retto, ccc.) e che i ,·olumi risultano in ogni caso quantizzat i. 'e 
segue la possibilità di una << cristallografia >> sistematica dei monostrati 
chiusi che permette di prevedere c classificare tutte le forme possibili. 

Summary. - Tb c pm'licles of the same Yirus are all identica! both 
iu shape and size. The obserYed shapes are always polyhedrical, some­
tt mes regular. Thc unifo rmity and specificily of such a shape cannot be 
justificd by any known m odel valid fo•· natura! ~olids, haYing a well 
definc-ù shape, like c•·ystals and moleculcs. 

On the basis of the obscn ·a tions with the e lectron microscope, '"e 
propose n new mode!, which seems to expla in ~atisfactorily thc experi­
mental results. According to such a model, th e external shape of th e 

Yirus particle would be essentially due to the external coat made up 
of protein molccules, forming a closcd morrolayer of striclly identica! 
f lemenls. 

It is shown lhal , under these hypotheses, only some categorie;; of 
shapes are possible (e.g . lhe regular icosahedron, the orthogonal hex­
agonal prism, etc.) and that the Yolumes are, in any case, quantized . It 
follows that it is possible t o denlop a rea! sy~lematic << crysta llography )) 
of the closed monolayers which allows to foresee anrl classify ali t.he 
possible sha pes. 
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1. - ~ono trascorsi orma i cinqul' anni da quando CurcK e 
' VATSO!\ C· 2) pubblicarono le prime con::;iderazioni s ulla forma dei virus. 
Un allora molt o nuo,·o malerialr speJ'inH•ntal e s i è andalo accumulando c 
di pnrecchi Yirus è ormai nota la formn c·on sufficien te precisione. Sembra 
quindi che sia giunto il moml'nlo ùi tentare di riformulnre il problema 
su basi meg li o definite e in pnrtc nuo,·c. E' necessario aYverlire che ciò 
che diremo nel seguito riguarda cscl usiYnntente qu ei virus, generalmente 
di piccole dimensioni, che sono dotali di una forma specifica. 

In base ai risultati allora noli , Crirk e Watson credettero di poter 
affermare che le particelle Yirali sono sempre o bas toncelli o sfere e che 
k pari icelle di uno stesso ,·irus sono esaltamcnte uguali tra loro. Questa 
seconda conclusion e ha rircYulo da allora numerose conferme ed è pro­
Y<Ita, oltre che dall'os:>er,·azione dirella al microscopio elettronico, soprat­
tutto dal fatto che le particelle di un virus tendon o spesso ad aggre~arsi 
in reticoli regolari di tipo cristallino (fig. 1). La prima conclusione, in­
vrce, è senza dubbio smentita dall'esperienza. Le u sfere '' di Crick e 
\Vatson si sono (com'essi del resto già sospettavano) riYelate polierlri c 
(c.iò che è importa nte) ciascuna faccia del poliedro è piastrellata, per così 
d1re, mediante un numero relati,·amente eleYalo di molecol e proteichc : 
ciò risulta chiaramen te Y1sibile nelle microg1·afie elettroniche a grande 
potere riso l utiYo (3· 4

). 

Cadono quindi le considc1·azioni lll edianle le quali Crick c Watson 
!t>ntarono di giust.ificare le forme da loro considerate. Dal punto di vista 
matematico, infatti, il problema non è più quello di suòdividere in parti 
uguali una superficie chiusa assegnata c di dimostrare che, nel caso per 
esempio della sfera, questo è possibile in un numero limitato di modi. Si 
tratta in,·ece ora di dimostrare che solo alcune forme poliedriche sono 
possibili per le particelle Yirali c il fondamento della dimostrazione non 
può essere esclusinlmente di carattere geometrico, ma potrà ritrovarsi 
solo nell e caratteristiche fi siche strutturali d ei 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 'Yatson. Una particella virale appare co­
stituita da un nucleo centrale, essenzialmente di acido nucleico e da un 
rivestimento esterno, inYolucr·o o m embrana, formato da molecole pro­
teiche. La colorazione con urani! acetato mette in evidenza la disti·ibu­
zione dell'acido nucleico (5

) (fig. 2) e con la tecnica d el freeze drying è 
possibile vedere contemporaneamente i due organelli, nucleo e tegu­
mento esterno, e si vede che il nucleo ripete più in piccolo la forma geo-
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melrira esterna <J clJa parlieclla e) (fig. 3). ~i O~~CI'YilllO SpeSSO dci gu~('Ì, 
sYuolal i <.lei loro conten uto di nci<lo nuclcii'O, che pur conservano ~o­
stam.ialmcnle la forma c::; t crna <.lellt~ particella integra (6

) (fìgg. 4, t1). 

n ·altra par te. come abbiamo già <.letto, le fotografie a grande potere 
nsolutivo fanno anche w d ere che il ri,·cst imrnlo proteico è cosi ituil o 
da sub-uni ti:1 di forma tondeggianle, prohabihncnle molecole, strctta­
m<'nlc impaccate c costituenti un monostralo (fig. 6). La forma esterna 
c. in grande n è quella di nn policdro a facce piane, talora regolare (es. 
ieosaedro).. Ciascuna faccia è per ò r icoperta da numerose unità proteirhe 
~! rettament e addemate. sicchè l 'aspetto complessivo è spesso quello di 
una mora. 

Ci sono due fatti che particolarmente sorprendono. Il primo è che 
SC' si eseguono le preparazioni con particolare cura, in modo da non 
deformare le particelle del virus, non si osservano forme rotondeggian­
ti: sembra, effettiYamente, che per i vi,·us di piccole dimensioni queste 
siano dovut e soltanto ad a rtefa t.li. In particolAre, non si osserva la forma 
sferica che pur d onebbe essere fortemente faYorila dalla tensione su­

pcl'fìciale. 
Il serondo fa tt o è la straordinaria indistinguibi lità, nei limiti <.lelle 

nostre possibilità ossen·ative, tra le particelle di uno stesso Yirus. P er 
quanto semplicissimi, si tratta pur sempre di organismi, ma non vi è 
l raccia di quella Yariabilità biologica che pur si osserva sempre nelle 
dimension i e nelle form e di lutti gli organ ismi, anche d i quelli appena 
p i ì1 complessi d i questi. 

l'na teoria della forma dci Yirus dovrà essere in grado di spiegare 
non solo l'esclttsira p1·rsen::;a di ce1·te fo1·me poliedriche, ma anche que­
sta esh·ema costar~::;a delle dimcr1sioni assolute. 

3. - Yiene fatto innanzi tutto di chiooersi se, tra le categorie di ogget­
ti naturali che noi già conosc iamo. 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 geomet.ricamente defi­

nita: i cristalli e le molecole. Esaminiamo quindi se i Yirus non possa­
no rientrare in una di queste categorie. 

Vn cristallo è effettivamente (come un virus) un solido poliedrico 
l imitato da facce piane. Vi sono però tra virus e cristalli delle differen­
ze di carattere fondamentale. Ciò che caratterizza un cristallo è, com 'è 
ben noto, solo il valore degli angoli diedri. Due cristalli r eali della stessa 
specie possono differire tra loro moltissimo per la forma , il volume, 
l 'estensione delle facce. Gli angoli diedri debbono essere ordinatamente 
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up:11ali , mn le fa eec po::;sono ,·enirc arbitraria.Jncnl c Lraslnle para ll eln ­
mcntc a loro stesse. Possiamo esprimere ciò sinlclica menl e, diccntlo ch1' 
un cri stallo è un sistema che ha molti grad i tJi libertà: può accrcscrrsi 
o din1inuirsi in direzione perpcnùicolnre a ciascuna faccia, senza per 
qul'::; lo cc:::~< 1re di essere un cristallo di qu ella specie parlicolnre. 

Una pnrlicella ,·irale invece è un sistema in cui lulti i gratli di liberlil 
·ono bloccali. Non solo gli angoli di eùl'i sono fissal i, ma sono fi ssati 
anche la forma complessi,·a, il volume, la estensione delle facce. Tal<' 
particella non può essere (dal punto di vista geometl'ico) costituila clw 
in un so lo modo c non pt!Ò accrescersi o diminuir~i. senza ledere In sun 
~reci fìca individualità. 

e poi passiamo a considera•·e g li elementi di simmetria presenti o 
possibili in un caso o nell'altro, trO\·iamo a ltre dissimiglianze di carat­
tere fondamentale. Per esempio, un c•·istallo non può presentare all'os­
se-rvazione maéroscopica un asse di simmetria quinario (perchè il piano 
non può essere suddi,·iso in pentagoni regolari). Yiceversa, nei virus. 
gli assi quinari sono frequenti: gli adenovirus ad esempio han no la for­
ma di un icosaed ro regolare, forma non possibile nella ordinaria c•·i­
sl allografìa C· ~). 

Queste considerazioni sono, a quanto sembra , sufficienti per con­
cludel'c che le pa•·ticell e virali non hanno strut.tura cristallina nel senso 
con ente del termine. Esse cioè non possono essere costituite da sub­
unilà t.utle uguali e che si ottengon o l'una -dall'altra per semplice tra ­
slazione. 

D'altra parte ciò che oggi si conosce su lla struttura dei ,·irus per­
mette di escludere che ciascuna particella consista di u~a sola molecola. 

i tratta, come abbiamo detto, di un aggregato organ izzalo di (un rela­
ti'"amcntc piccolo numero di) molecole, cioè di un organ ismo molto sem­
plice, ma pur tuttavia di un organismo. 

Escluso dunque che le particelle dei virus possano eia sifìcarsi tra 
i crista lli oppure tra le molecole, è necessario concludere che esse costi­
tuiscono una categoria a sè di solidi naturali con forma poliedrica e cht.> 
noi non abbiamo finora alcun modello, mediante il quale si possa giu­
stificare la costanza e la specificità di tale forma. 

4. - Abbiamo lutta,·ia a nostra disposizione un certo num ero di in ­
dizi che ci possono a iutare a costruire un modello , capace di dar ragio­
ne a lmeno d elle principali tra le caratteristiche osservate. Tali indizi 
derivano essenzialmente dalle ricerche eseguite con la microscopia elet­
tronica. 

Come abbiamo già osservato, l ' acido nucleico del virus e il tegu-
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Fig. 3 - Virus enterico di scimmia co!tivato in cellull! renali di scimmia. Tcc.r:!,ica 
del freeze drying. (Fotografia elettronica eseguita da Archetti, Bocdtf~lfi~ 
e Teschi, Istituto Superiore di Sanità) . E' visibi le il profilo esagonale del- · 
l'icosaedro ripetuto nd tegumento e nel nucleo. 

Fig. 4 - Virus enterico d i scimmia coltivato in cellule renali di scimmia. Colo­
razione negativa con acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita 
da Archetti, Bocciarelli e T oschi, Istituto Superiore di Sanità). Sono visibili 
numerose particelle ::1 profilo esagonale ed alcun i involucri, svuotati del 
loro contenuto, che mantengono la stessa forma . 
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Fig. 5 - Fago temperato a. del B-meg:nherium. Colorazione negativa con 
acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita da Aurisicchio, Chioz­
zotto A., Coppo, Donini, Frontali e Graziosi, Istituto Superiore di Sanità 
e Istituto di Microbiologia dell'Università di Roma). Anche qui sono visibili 
numerose particelle e alcuni involucri tutti a profilo esagonale. 

Fig. 6 - Virus enterico di scimmia coltivato in cdlule renali di scimmia. Colo­
razione negativa con acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita 
da Archetti, Bocciarelli e Toschi, Istituto Superiore di Sanità). Si vedono 
le unità proteiche del rivestimento disposte con simmetria esagonale. 
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Fig. 7 - Virus enterico di scimmia co1tivato in cellule renali di scimmia. Colo­
razione con urani! acetato. (Fotografia elettronica eseguita da Archetti, 
Bocciarelli e Toschi, Ist ituto Superiore di Sanità). Da una particella virale, 
il cui involucro è rotto, fuoriesce il materiale nucleare. 

Fig. 8 - Fago temperato a del B-megatherium, trattato con acqua ossigenata. 
Colorazione negativa con acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica ese· 
guita da Aurisicchio, Chiozzotta A., Coppo, Donini, Frontali e Graziosi, 
Istituto Superiore di Sanità e Istituto di Microbiologia dell'Università di 
Roma). Si veòono parecchi involucri totalmente o parzialmente svuotati 
del !oro contenuto. Questo si vede talora in una masserella informe lungo 
la coda del fago . 
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Fig. 9 - Fago temperato IX del B-megatherium. Colorazione negativa con 
acido fosfotungstico. (Fotografia elettronica eseguita da Aurisicchio, Chioz­
zotte A., Coppo, Donini, Frontali e Graziosi, Istituto Superiore di Sanità 
e Istituto di Microbiologia dell'Università di Roma). Si vedono alcuni in­
volucri parzialmente svuotati del loro contenuto, oltre ai fagi integri e 
agli involucri totalmente svuotati. 

Fig. ro - Fago temperato IX del B-megatherium. Colorazione negativa con 
acido fosfotungstico. (Fotografia eseguita da Aurisicchio, Chiozzotte A., 
Coppo, Donini, Frontali e Graziosi, Istituto Superiore di Sanità e Istituto 
di Microbiologia dell'Università di Roma). Quasi al centro del campo un 
involucro che mostra chiaramente le , faccette triangolari dell'icosaedro. Si 
intravedono le unità proteiche del tegumento che sembrano essere sei lungo 
ogni spigolo. 
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uguali , mn le facee po::;sono Yenirc nrhitrar·iamcntc traslate parnlleln­
mente a loro stesse. Possia mo esprimere ciò sinteticament e, dicendo ch" 
un cristallo è un sistema che ha molti grndi tli libertà: può accresccr·si 
o diruinuir~i in direzione perpendicolare a c iascuna faccia , senza per 
que:,;lo cessa re di csser·e un crista ll o di quella specie particolare. 

Una particella "irale invece è un sist.ema in cui tutti i gradi di liberlt1 
sono bloccati. Non so lo g li angoli diedri sono fissal i, ma sono fissai i 
anche la forma complessiva, il volume, la estensione delle fucce. Tal" 
pari i cella non può essere (dal punto di vista geometrico) costituita c h<' 
in un solo modo e non pt~ò accrescersi o diminuir~i. senza ledere la sun 
specifica individualità. 

Se poi passiamo a considerar·e gli element i di simmetria presenti o 
possibi li in un caso o nel l 'altro, troviamo altr·e d issimiglianze di carat­
tue fondamentale. Per esempio, un cristallo non può presentare a ll 'os­
servazione macroscopica un asse di simmetria quinario (perchè il piano 
non può essere suddi,·iso in pentagoni regolari). Yiceversa, nei Yirus. 
g li assi quinari sono frequenti: gli adenovirus ad esempio hanno la for­
ma di un icosaedro regolare, forma non possibile nella ord inaria cri­
stallogra fia (3· s). 

Queste considerazioni sono , a quanto sembra, sufficienti per con­
cludere che le particelle virali non hanno struttura cristallina nel senso 
corrente del termine. Esse cioè non possono essere costituite da sub­
unità tutte uguali e che si ottengono l'una dall 'altra per sem plice tra­
slazione. 

D'a ltra parte ciò che oggi si conosce sulla struttura dei ,·irus per­
mette di escludere che ciascuna particella consis ta di u~a sola molecola. 
Si tr'atta, come abbiamo detto, di un aggregato organ izzato di (un rela­
t ivamente piccolo num ero di) molecole, cioè d i un organismo molto sem­
plice, ma pur tuttavia di un organismo. 

Escluso dunque che le particelle dei virus possano eia sificarsi tra 
i crista lli oppure tra le molecole, è necessario concludere che esse costi­
tuiscono una categoria a sè di solidi naturali con forma polied rica e cht> 
noi non abbiamo finor'a alcun modello, mediante il qual e si possa giu­
stificare la costanza e la specificità di tale forma. 

4. - Abbiamo tutta,·ia a nostra disposizione un certo numero di in ­
dizi che ci possono aiutare a costruire un modello, capace di dar ragio­
ne alm eno delle principali tra le caratteristich e osservate. Ta li inùizi 
d erivano .essenzialmente dall e ricerche eseguite con la microscopia elet­
tronica. 

Come a bbiamo già ossen ·ato, l 'acido nucleico del virus e il tegu-



- 11 :;:{ -

ment o proteico che lo ricop1·c nppu inno all'o~~erYazionc della medesima 
forma. :::cnzu dubbio, tutti i caralleri dl'l vini::. r quintli a nche la su<t 
fnrma e le sue dilllcnsil)lli. hanno in definii i' a la loro gius lificazion(' 
ne: lla struttura molecolare de ll 'acido nul'leiro ~prcifiro. 

E" tuttaYia lecito chit'{le,·si se, dal punto di 'ista della rig iditit mec­
caniea. la permanenza della forma della particella Yirale sia dovuta al 
nucleo oppure al tl'gumt'nto c~temo. In alt1'e parole: noi distinguiamo 
i dul' organelli e li Yed iamo de lla s tessa forma, l"uno dentro l'altro. Le 
prime e più semplici ipotc:;i che si prcsenlt~ no nlla me nte sono a ll ora 
!P. seguenti. O il nucleo è r igitlo cd lw una forma propria geometrica­
ment e ·definita e le sub-unilà protcichc del tegum ento s i attaccano ad 
esso e lo riYeston o com e le pia~lt'elle di maiolica di rivestimento di u n 
muro. Oppure è il guscio proteico ad essere rigi(lo e ad avere una sua 
f0rma geometricamente d efinita , mentre il nucleo costituisce una mas­
serella cedcYole che, quas i fosse un liquido m ollo Yischioso, s i adatta 
alla forma d el r ec ipiente proteico. 

:\aturalmente, molt e altre ipotesi , meno semplici , son o pure possi­
bili e la seconda di quell e o ra enun cia le non toglie affatto al nucleo la 
sua funzione orientatrice nella slrullurazione della particella: la s intesi 
df:'lle molecole proteiche specilìche che costituiscono il guscio si ritiene 
infatt i indotta dall'acido nucleico. 

Sembra che Yi ~ia una qualche e,·idenza sperimentale in favore della 
s!:cCinda ipotesi. Le mic,·og,·afie e le ttroniche mostrano ogni tanto una 
particella ,·irale danneggiata nella quale il tegumento proteico è rotto 
in un p unto. Da qut>l punto si , ·ede allorn uscire la materia nucleare ed 
e~sa ha l'aspetto di una masserella pri,·a di forma propria , quasi fosse 
appunto un liquido fo,·temente Yischioso (fig. 7). Aspetto analogo assu­
me l"acido nucleico espulso artifi cialmente dai fagi (G) ( fig . 8). 

:\lediante colorazione di cont rasto con acido fosfotungstico è facile 
ossen·are dei tegumenti proteici completament e o parzialmente syuota­
ti del loro contenuto (6) (fi gg. 9 , 10): essi mant engono praticamente im­
mutata la forma d el Yirus intatto. In oltre, J'ultracentrifugazione anali­
tica mos tra, con la tecnica dello schlicren , un picco definito attribui­
bile Yerosimilmente a queste particelle fantasma: esse sembrano quindi 
aYere tutte la stessa massa, assa i minol'e di quella delle particelle virali 
complete (6

) . 

YiceYersa, non sembra c he s i s ia mai ossen·ata una partic-ella virale 
che abbia perduto almeno in parte il suo tegumento proteico e ch e abbia 
mantenut o almeno approssimatiYamenle la sua forma originaria. 

Riteniamo pertanto ragionevole ammett ere, almeno come ipotesi di 
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laYoro, che dnl pun to tli ,· i ~la mcrcaniro sia il gusc io protcico ad nssi­
curnrC' alla pnrticC'lln ,·irnlC' la sua forma c.aralleristica . 

:i. - HiYolgia 111 o allora In nost ra nttenzione al tegumento prole1co. 
Come abbinmo già dello. esso risulta costituilo da sub-unità di forma 
rotondeggiante e npparent <> mentc almeno tutt e uguali tra loro, disposte 
in m1 solo strato e strcllamente impacca te. 

!\elle condizioni di massimo impaccamento, tutte le particell e pr·o­
teiche , ad eccezione ùi quelle situate nei Yertici del poliedro, toccano 
altre sei parti celle. E' CYidente c.he tra particelle contigue esistono dei 
legami e che questi legami (che permettono al guscio di permanere ina l­
terato anche se s:Yuota to del suo contenuto) d ebbono esser e più robusti 
di quelli che legano ciascuna particella prote ica all'acido nucleico. 

E' certamente difficile comprendere, allo stato attuale, quale sia 
esa ttamente il mecca nismo di formazione, attorno al precedente mate­
riale nucleare, del tegumento proteico, con la sua forma e le sue dimen­
sioni specifiche. Sembra ragioneYole escludere che le molecole proteiche 
,·engano sintetizznte in loco. Porta ad escluderlo se non altro il Phe­
notypic mixing C· 10

), che dimostra come le proteine specifiche possano 
unirsi a mat eriale nucleare di una particella Yirale geneti camente di,·cJ·­
sa da quella che ha determinato la loro specificità. 

Si può forse supporre che su tutta la superficie esterna del mate­
riale nucleare Yi siano numerosissimi punti ove una molecola proteica 
si può attaccare: in una prima fase, le proteine specifiche si attacche­
rebber o quindi all'acido nucleico raggomitola to, come su di una super­
fi cie appiccicaticcia, realizzando un monostrato a massimo impacchetta­
mento. Solo in una seconda fase si stabilirebbero dei robusti legami tra 
sub-unità proteiche adiacenti. Si spiegherebbe così come mai il guscio 
risulti meccanicamente più rigido e stabil e d el contenuto. Questa ipotesi 
spiegherebbe an che le osservazioni di K ELLENBERGER et al. (11

), secondo 
cui particelle Yirali g ià formate si dissoh·ono, se si provoca la lisi della 
cellula che le contiene immediatamP.nte dopo la loro f.ormazione, mentre 
r ennangono se la lisi è proYocata dopo un tempo sufficiente. Quanto 
a lla natura delle forze tra sub-unità proteiche e tra queste e il nucleo, 
poco possiamo d ire. E' tuttaYia certo che le forze tra sub-unità sono fo rze 
a raggio di azione molto breve, in confronto a lle dimensioni di queste 
ultime. E' quindi lecito ammettere che le sub-unità 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 quind i la massima rigidilò. del 
tegumento si avrà quando il numero dei legami tra particelle proteiche 
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i' ma:;.simo. cioè quando la disposizione di tali pari ice ile n C'l monoslra­
to è quella di massimo impaccmnento. Infine, il tegumento dovrà. in 
genere, realizzare un contenitore completamente ch iuso . 

Hiassumendo quanto abbiamo det to, sembra che il tegumen to pro­
t e: ico di una particella Yirale possa essere pensato come un monostl'ato 
di unità molecolari dotat o d elle seguenti propriclìt: 

a) ciascuna unità :;i comporta come una particella rigida; 

ù) le unità adiacenti sono direttamente a conta tto tr-a loro c il 
loro ord inamento nel monostrato è quello di ma::simo impaccamento; 

c) il monostrato realizza un contenitore chiuso. 

6. - E' facile t·ederc che queste t1·e condi::,ioni bastano da sole a im­
pone una Tesh·i::,ione molto seve1·a alle {o1·m.e 'possibili pe1· una ]Jarti­
cella virale. Solo alwnc catego1ie di forme , geomet1·ican_1ente ben defi­
nite. l'isultano 1·cali:;,::,abiii ed anche per queste i Yolumi risultano, per 
co::ì dire, quantizzati. 

Si Yede inoltre facilmente che è possibile SYiluppare una vera e pro­
pria CJ'istallogJ·afia sistematica d ei monostrati chiusi. ottenendo una ca­
tegoria di enti dalle proprietà geometriche simili a qu elle finora osser­
Yate nei Yirus. 

:\'aturalmente, non è possibile, per ora, affermare che proprio que­
sto sia il meccanismo re~ponsabile della forma dei Yirus. E' anzi neces­
::ario mettere in eYidenza che non c'è per ora un materiale sperimentale 
sufficiente a sostegno di questa ipotesi. La presentiamo quindi soltanto 
come una base di discussione: solo una indagine sist ematica sufficien­
temente estesa potrà mostrare se le forme che si incontrano in natura 
siano effelth·amente quelle preYiste dalla cristallografia dei monostrati. 

In ciò che segue, non SYilupperemo una vera e propria sistematica, 
la cui esposizione rimandiamo ad altra sede, ma ci limiteremo a giusti­
fi care 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 
f'Sattamente sferica. Si potrà poi eventualmente, in un secondo tempo, 
tentare di liberarsi da queste ipotesi r estrittive , introducendo per esem­
pio due o più specie di particelle di forma dinrsa . E' però da osservare 
che quanto più si complica la situazione, tanto più difficile risulta sod­
disfare le condizioni d i contatto e di chiusura: al limite, queste non po­
tranno essere soddisfatte altro che in casi estremamente singolari e a1lo­
ra nessuna sistematica è più possibile. 
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lmmag iniarnn di appoggiare dell e s fer elte tutte ug unli su di una 
ge nerica supcrlì cie conw::;sa. Il numC'ro massimo di sferett c con cui una 
sfcrctta data può ,·enire a contatto è sei. Ciò può Yerificarsi solo su di 
una superficie piana, oppure su di una superficie cilindrica. Se la super­
ficie è a doppia curnllura , per esempio sferica (di raggio maggiore di 
qUt' llo della sfcretla) non è inYece possibile disporre su di essa una sfe­
r ..- lta che ne tocchi contemporanea mente altre sei. Ora, una superficie 
piana, o cilindrica, non sodd isfa on-imncnle alla condizione di chiusu­
ra. E' quindi necessario che almeno ogn i tanto una sferetta s ia c.ircon­
data da un numero ~ d i altre sferelle , inferiore a sei: solo a queste con­
dizioni si può realizzare un monostrato chiuso. l\la allol'a, il punto del 
monostrato OYe N < 6 è un punto singolare : esso è il Yertice di un po­
liedro . 

. Ciò spiega, intanto, come non si conoscano Yirus di piccole d imen­
sioni di forma sferica (o p iù in genemle d i forma rotondeggianle) men­
tre ci s i aspetterebbe, a priori, che questa forma, fortemente favoriln 
dalla tensione supe1·ficiale, sia la più frequente. 

Yi sono tre tipi fondamentali d i Yertici , nei monostrati: quelli con 
X = t'$, o N = '• e un terzo tipo deriYato dal c.aso N = 3. In fatti , nel 
caso X = 3 la sferetta che dovrebbe troYarsi nel vertice viene a manca­
l't . Le altre tre. a due a due in contatto lra loro, la isolerebbero comple­
t<Hnente dal nucleo. Essa quindi non potrebbe stabilire un legame cou 
quest'ultimo. 

Consideriamo a titolo di esempio il caso N = 5 e supponia mo che 
l<' cinque sferette a contatto con quella centrale siano disposte sui ver­
tici di un pentagono regolare. Ciò che all ora si ottiene è un ' 'ertice di 
icosaedro r egolare e l'icosaedro può essere completato lìno a lla chiusu­
ra. ponendo lungo ogni spigolo un numero n qualsiasi di s ferette 
(11 = 2, 3, ... ). Calcoliamo il num ero totale di sferette nel monostrato 
completo. S i hanno 12 sferette nei 12 vertici dell'icosaedro. Su ognuno 
dei 30 spigoli vi sono poi (n - 2) sfel'ette che non cadono nei vertici e 

su ciascuna delle 20 facce triangolari vi sono_!_ (a - 2) (n - 3) sferctle 
2 

che non cadono nè nei vertici nè sugli spigoli. In totale, per formare il 
monostrato icosaedri co del tipo qui cons iderato sono dunque necessa rie: 

l . 

2 (n - 2) (n - 3) . 20+(n - 2) . 30+12 = 10 (n-1)2 f-2 (l) 

sferette. 
Si potrebbe ,·edere facilmente che l ' icosaedro regolare è, tra le for­
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que la più l'aYorila dalla tcnsiOih' snperlic.:iale c <.:iìJ ::piega t:ome, nono­
stank la sua cumpkssilù , c:<sa ~ia così frequ ent e. 

l'n ·aura fomw po:::::: ibilc, appurlencn le a u na categoria di m ono­
stra l i d iver!'a du Ilo precedente, l' quella Jel prisma esagonale retlo .. \n­
cht• l':::sn corri :::p ondc a ~ = 5. ma le cinque pa ll ine a conf allo con qu ella 
c iH· indiYitlua il wrliee non forma no un pentagono regolare. Le due bas i 
del prisma sono esagon i equ iangoli , ma non n ecessariamente equ ila­
teri. ConsitkriaJHO il ca:3o in cui lungo ciascuno spigolo delle basi s i lw 
una fil a di s ferellc a cnnlult o Ira loro. Ya luliamo anche qui il numero 
totale Ji s l'erelle necessario a n•alizza re il monosti·ato . 

::=.iano n 1 , n~, n3 i numeri òi s ferctle lungo i tre spigoli òisugua~i di 
unu base. Il perimetro di queste comprenòe allora: 

(2) 

sfcretle e su ciascun esagono di base se n e hanno in tota le : 

11 n., + n., n, + n
3 

n - n - 11? - 11 0 + l 
l- -·~ .l l-.~ 

(3) 

:::.ul la superficie laterale del prisma., le s fer ette sono disposte lungo 
piani paralleli alle basi. Yi son o però due specie di piani, quelli che 
Jwn no una sferetta su cin:c:cuno spigolo latera le, com e le basi, e quelli in­
tennedi ch e non hanno ~ferelte 511 tu li spigo li . :::.c n, è il numero di 

· sferette (non a contatto tra loro) lungo ciasc un o spigolo laterale, il nu­
mero delle s ferette r he ricop1·on o il mantello del prisma e non apparten­
FOno a lle basi è pari <• (2n, - l) ,·olle il numero Jcllc sferette lungo 
il pe1·imetro di una base. Quindi, in tota le il numero delle sferette che 
co5tituiscono il mon ostrat o è dato dalla espressione : 

Se l'esagono di base è regolare (n 1 = n ~ = n3 = n) la formula s i 
riduce a: 

2 (3n2 - 3n + l)+ 6 (n - l) (2n,~ -l) (5) 

Si osservi che le s ferette di sposte su lla superficie laterale del pri­
sma esagonale qui considerato appaiono disposte a spirale. Ciò cor­
risponde a quanto è stato osservato in la luni Yirus vegetali aventi ap­
punto la forma di bastoncelli a sezion e esagonale ('2

• 
13

). 

Un 'altra fDrma compatibile con le condizion i da noi considerate è il 
prisma pentagonale regolare r etto. terminato da due piramidi pentago­
nali. La bipiramide esagonale non è invece una forma possibile. Da 
questo punto di Yista , sarebb e inter essante esaminare meglio la forma 
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dci fagi pari della serie T, ai quali sulla base di c,·id cnze incomplete 
v ieni' genera lment e at tribuita In forma di un prisma esagonal e lermi­
na ni L' in du e pir<Ullidi e~agonali (1 4

). 

7. - l'na dPile con ~cgucnzc più importan ti dell e considerazioni pre­
cc{ll' nli rig uarda le dim en~i oni che un monostmto di determinala fonna 
puc) assumere. Come abbiamo già accennato, il volume racchiuso dal 
monostrnt o risulta sempre quantizzato. 

Consideriamo, a tit olo di esempio, il caso di un virus di forma ico­
saedrica. Siccome le dimensioni delle proteine speci fi che del virus sono 
fi sn te, è effetti,·amen te pos~ibile tutta una se1·ie di icosaedri d i dimen­
sioni \'ia via cre~centi , che differiscono tra loro per il numero n di unità 
protciche lungo uno spigolo dell ' icosaed ro. Il ,·olume a disposizione del­
l ' aciòo nucleico Yaria, lungo questa serie, press'a poco come (n - 2)3

• 

.\l crescere di n si hanno dunque per ciò che rig uarda il tegumento pro­
lei co, volumi possibi li per il nucleo che stanno tra loro come i numeri: 

l, 8, '27' 64, 125, .. . 

Non solo il YOlum(' ri~tllta quantizzato, ma le differ enze tra ciascun 
volume e il sucre~~ i,·o ~on o molto note,·oli. 

Ciò spiega come 111ai le particelle d·i wt detenninato vims ?Ùultino 
lttllc ?-igorosamelll e '1.1911ali tra loro . Infatti, non bisogna dimenticare che 
1n massa dell 'acido nucleico non è neppure essa una variabile continua. 
Il nucleo della particella Yirale sarà in generale costituilo da una sola 
molecola o, al pitJ, da un assai piccolo numero di m olecole. Indicando 
co11 V n il volume a disposizione entro il guscio a\'ente n particelle pro­
leiche per lato. con u il Yolume di una molecola di acido nucleico e con 
r il numero delle molecole di quest'ultimo per particelle di virus, do­
vrà a "ersi : 

v ~l' u 
n 

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 Y n Yaria, come si è detto, m olto fortemente quan­
do n a um en ta di una unità , s i avrà in generale a l più una sola coppia d i 
valori li ed r per cui essa è sufficientemente soddisfatta. Si capisce quin­
di come tutte le particelle di uno stesso virus risultin o identiche e non 
vi sia t raccia di quell e ,·nriabilità di dimensioni che si osserva negli 
organismi più complessi. 
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Del resto, è da os5t'rYare che non è affatto escl u~o che la (G) possa 
essere sodù isfilttn altrettanto bene da due coppie di,·ersc di valori di n 
t.: r. :\'oi al lora osserYercmmo particelle virali òi òue differenti dim en­
sioni lll escolnte assieme. Probabilmente sar emm o in un pt' imo tempo in ­
dotti a rilen<' re che si tratti ùi due virus differenti. ::)olo un accut'alo 
controll o della identità ùei carnttet·i biologici d elle due forme potrebbe 
porlar<'i a concludere che si tratta di un unico Yirus. 

Si presenta orn un 'ultima questione di caratter e fondamentale. Se 
le itlee qùi svolte hann o una qualche attinenza con la realtà; perchè i 
\'irus non sono lutti della stessa forma ? Perch è non hanno tutti a<l esem­
pio la forma icosnedrica che, come si è detto, è certamente molto favo­
rila tlalla 1ensione supet·ficiale? 

.\on è certamente possibile rispondere ora esaurientemente a que­
sta òoman<la. Probab ilmente, vi sono parecchie cause che influenzano 
la scd!n dtlla forma. Innanzi Lutto, la (6) potrebbe non anre n~::;.:illllfl 

soluriont' per la forma icosaed rica ed averne una, invece. ad eselllpio 
p~r la forma prismatica esagonale. In secondo luogo, è pemabile che vi 
~iano delle limitazioni relativamente all'orien tazionr. spaziale dei lega­
mi che si possono stabilit'e tra particelle proleiche specifiche contigue. 
Ciò avrebbe evidenLemente una direLta influenza sulla scelta della forma. 

Anche se queste limitazioni do,·essero non esistere, sembra tuttA­
via im probabile che un o stesso Yirus possa assumere due forme distin­
te: una di esse infatti sarà sempre piì1 fayorita dalla tensione superfi­
ciale che non l 'altra. 

In conclusione, il modello qui proposto risulta basalo in modo es­
senzial e sulla ipotesi che sia il tegumento proteico a condizionare, dal 
r·unto di vista geometri co e meccanico, le forme a priori possibili per 
le particelle di un virus, mentre il Yolume nucleare, l 'orientazione dei 
lt>gami possibili tra particelle proleiche contigue c la tensione supedì­
ciale determinerebbero la scelta della forma specifica. 

Desidero infine ringraziar·e Yivamenle il prof. Franco Graziosi per 
le lunghe, interessanti discussioni su qu esto argomento e per i numero­
;;i consigli e suggerimenti, nonchè per avermi consentito il libero acces­
so alle sue micrografìe elettroniche. Altrettanto vivamente ringrazio per 
quest'u!Limo motivo il p t·of. .\rchetti , la pt·of. Bocciarelli S teve e il 
dr.. Toschi. 
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90. l. ARCHETTI , D. STEVE-BOCCIARELLI e G. TOSCHI. - Studio al micro­
scopio elettronico dello sviluppo e detta struttura di un virus 
enterico della scimmia . 

Riassunto. - (:n li urc• prim11rie di n· ll ult- q•ilt'linli di l't'Il<' {li scim­
mia sono state in l'et t.ntc ron (!osi mn:;:;iYe di ,·iru::> :-=.\':39. quindi prelc­
' ate a trmpi din'rsi (tlopn ~~ . ~. 12, l(ì, 20, 2'~ . '2~. 3~ . 48 nre tln ll'i n l'czio­
ne), incluse in •·esine ani lirh r C' ossrrvnt e in sezioni al microscopio •.: lei­
Ironi co. Sono stat e così seguilt' le altr razioni morf0log iche tlcllc ce llule 
e lr fasi progrcssin' dr llo s ,·iluppo del ,·irus. 

Il Yirus ha origine inti·anudeare, tomincia a lllO$lrnr::;i nlla ~cdice­

s ~mn ora r si fMma Jn <'a1·n ttcristici addensamenti che ,·l'ngono n cost i­
tuirsi nelln matrice nucleare. Yerso la ventesima ora si cominciano a 
n·dere nei nuclei degli aggr-ega ti tli particelle Yirali a gruppi che spesso 
sono d isposti ordinatamente, quasi a formare strutture cristalline. Circa 
alla trentnùuesima ora l 'azione citopalica del Yirus ha rnggiunto il suo 
massimo e le cellule ormai sono disfatte: il Yirus è sparso irregolarmen­
te nel nucleo. nel citoplasma e nel liquido ambiente. 

La struttura delle particelle virali è stata - tudiata sia sulle sezioni 
déll t.> rellule infettate osservate a forti ingrandimenti, sia · ul virus iso­
la to e purificato. preparato ('On tecniche diYerse. 

TI Yirus m n tu r·o, t·nmplet t l. si prr:::en la in formn poi ietlriea , pron·i­
slo di nn nucleo centrale pUI'e poliedl'ico, annte densità mnggiM·e del 
mantello e:;tem o. Il d inmetro esterno è da 700 a 800 A. quello del nucleo 
da 1.50 a oOO A. 

La superficie del "irus, che è quella tli \111 ico5nedro. è cosi ituita di 
element i !ondeggianti (subunità) disposti con simmetria esagonale, a"en­
ti diametro apparente da 50 a 60 A e distanti 80 A da ('entro a centro. 
La disposizione delle subunità sulla superficie dell'icosaeJro sembra dif­
feJ'ire da quella già tro,·a la da alt l' i .\ A. per un adeno,·irus umano. 

Le subunità , che prcsumibilmenlc sono molecole proteiche e che :::i 
Yaluta abbiano peso moleco lare d ell 'ordine di 100.000, si presentano 
spesso come dispiegate sia sulla superficie dr! YÌI' US. sia sparse in gran 
numero sul fondo del preparato. 

Summary. - .Monkey kitlney C·ells g t'O\\ n « in ,·itro " "'ere infe<.:ted 
"il h a large amount of SY39 ,·irns, l hen prepMed for electmnmici·oscopic 
obsen ·ation at 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 48 hours aft er infection. It 
was 1 hen possible to follow the d evelopment of the virus an{l t h e se­
quence of changes in the infected cells .. 
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The vii'US has an inlranuclear origin , appcars aft cr l!) hours, and i::: 
formoo from dense reticular aggregates "hkh ate :::een in lhe nuclea r 
matrix from about the 12th hour. :\fter 20 hour::; a grcul numlwr of ,·iru :­
particles may be seen in ordedy anays ((( crystals ))) or in irregular 
cluslei'S ; a fter 32 hours it is possible to see ,·iruses going through the 
disrupled nuclear membrane into the c.yloplrlsm, and from there oubide 
the rell membrane. 

The fine structurc of the Yirus purtirle itself hus been examineù 
both in sections under lurge magnifi<:ation and in purifìed free ,.ii'US 
preparations. The complete ,·irus has polyhedral shape and a centrai 
core denser than the outer coat. The external diameter i:; from 100 to 
800 A and the centrai core from t.~-;so to 500 A. The surfacP of the par­
ticle is an icosahedron built from globular elements (subunits) disposed 
\Yith six-fold symmet.ry , ~0-60 A in diameler nnd 80 A fi'Om center to 
center. The distribution of the subunits on the icosahedron surface 
seems unlike that found by other authors in an human adenoYirus. 

Gli studi fatti negli ultimi anni con il microscopio elettronico ha nno 
riYelato di quanta utilità possa essere questo strumento ne li ' indagine 
morfologica dello sYil uppo dei Yirus e nella ricerca delle fi ni strutture 
degli elementi Yirali. 

L 'isolamento dalle feci di una scimmia (Ma caca mulatta), morta con 
paralisi del treno posteriore, di un virus enterico appartenente al gruppo 
1 ::: tnbililo da HuLL e )[I:":>:ES C), ha offert o la pos~ibilità di ~tudiare dn 
Yicino qu e.sto agente che è un tipo nuovo, chiamato SY39 ( •). Il pia nn 
di ricerche comprende anche una parte biologica , di cui si daranno in 
questo laYoro solo pochi accenni , mentre im·ece Yerranno illustrati con 
maggiore dettaglio e maggiore ampiezza i risultati ottenuti con i1 micro­
scopio elellronico. 

Come era già stato fatto notare da liULL e l\lr.-;:xEs (l), !"effetto cito­
patico dei virus di questo gruppo ~ulle cellule sensibili colti,·ate in vitr(• 
è molto simile a quello degli adenoYirus dell 'uomo. L'importanza di que­
sti virus, scoperti abbastanza di recente, nello studio dei ptoblemi fon­
damentali riguardanti la funzione virale è già stata. messa in eYidem n 
da BunNET (2). 

Osservazioni fondamentali con il microscopio elettronico ~ullo svi -

( • l La delr rminazione del {·eppo & stata fa lla da l Or. H. Hnll cle lia Lillv Co . . 
lu o1ianapoli ~. l1uliana •LS . ..\.): r i ~ !Z ra to rin .!!ra1.inrlo alh' he cln que~ t c paeine. · 
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luppll ì11 ritTo di Y<.ll'i tipi \ li ntlcn o,·irus umani e sulla loro s truttura 
~uno giù s iat e riportate nella lctleralnra: ricordiamo q ne ll e <li ~IOJtGAN 

d n l. e· 4
), i l i L .\(; E liMi\ l, l\1 ('l. o l. e). (l i y i\ LEi'\Tl?\E (6

), d i TYRIIE!. et a l. ('), 
di Tl on:'\E cl nl. (8) . Annnlagg inn<.loci dciii' r,.;pcrienzc fall e da qu e­
sti .\utori, abbiamo sludi~l o il <' irlo di s ,·il uppo di S \"39 nelle ezioni 
ultrasotlili di cellule ~pildiali \li ren e ~]i sc immia. roll ivale in vih·o ed 
infl'ltate con que::-t o virus e abbiamo inoltJ·e approfondito l'esame d ella 
morfologia grossolana c piì1 minuta tlclle part irelle virnli isolate c puri­
fi cat e con metodi diversi. 

L ' interesse principale J ella nost ra ricerca era quello di seguire le 
fn::: i dell o SY ilnppo del YiJ '\15, particolnrm cni C' ·durante il periodo iniziale 
ddl.infezione, così da pot-er cogli ere, se possibile, il primo apparire d el 
virus ncirinterno della matrice nucleare e ottenere d elle informazioni 
nuoYe ;:ul costituirs i delle pal'!irelle Yirali in quello speciale mom ento 
che corrisponde alla riunion e <iell 'ac ido nudeico con le proteine neo­
formate. 

Lo s tuùio delle particelle ,·irali isolate c purifi cate aveva invece lo 
scopo essenlial e di rivelare l 'effettiva morfol ogia dell e s ingole unità d el­
l 'agente e di metterne in evidenza la struttura elementare. La descri­
zione de i risultati ottenuti costituisce l'argomento di questo lavoro. 

~L-\TER J.\LI E :'Il ET ODI 

Ym us. - Per infe ttare le cellule, con le quali son o state preparate 
le inclusioni per l'esame a l microscopio elettronico, Yenne usata una 
sospensione particolarmente concentrata di v irus, mentre per infettare 
le cellule dalle quali è s tato ottenuto il materiale da purificare venne nor­
malmente impiegato un virus '' sced n p1·oveni cnte Jal terzo passaggio 
del ceppo originale in cellule di r ene di scimmia e con ~ervato come 
stork A -2~° C. 

Cm.TunE DI TESSUTO. - Sono siate adopera tr e:>C'I us iYamente cel­
lule epiteliali di rene di scimmia rhesus (.l /acaro m ulnlla). ricaYale per 
tripsinina7ione secondo la tecnica ormai abituale in quasi lulti i labora­
tori d i virologia e derivata dal metotlo originale di YouNGNEn (9

) . Le cel­
lole così disperse venn er o cresciute c mantenute nei terreni alla lattal­
bumina consigliati da MELNICJ< (1°), in bottiglie di Roux o in fiaschette 
di I\olle. 

:\hcnoscoPIA ELETTRONICA. - La fi ssazione <.lelle cellule da esami­
nare in sezione e tutti i passaggi s ino all ' inclusione in prepolimcro, ven-
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nero rflcttual i IH'llc fì" ~c hrlte di 1\olle, per e\"ilare clte le ,·cllule ,·enis­
sero in qunkhe modo detrricn·ate tlallc 11\\Jilrro:::e crntriful!:1zioni altri­
menti neccs:-:arie. Pratkamcnlr :::i pnwc{]eql in questo modo: eliminato 
il liquido Ji coltura . :;i J'I'Cii:;~a,·ano le cellu le in unn s0lu:~iune di OsO, 
al 0.25% in lampone 4..1i P.\1..\DE (1 ' ). last·ia ndo agire il fìssaliYo per J f 'J, 
d'ora ; scg ui,·a poi In lìs::nzione in 0~0, nll'J%. sempre in tampone di 
PAL.\DE, per '1 ora. La di:: idrntazionc ,-cniva fatta nttrnYerso una scala di 
diluizioni di alcool et ilico, partendo tbll'alcool a iO% s ino a quello assn­

luto. Per l'inclusione si passaYa dall'altool assoluto all'acetone assoluto , 
quindi a una sol uzione di resine ac.riliche (butilmrtacrilato con ;)% di 
n1ctilmetanilato) ed tu·ctone al :50% e poi in resine senzQ cntalizzalo,·e. 

che Yeninmo lasciate a contatto con le cellul e per 12 ore, mentre i tempi 
dci passaggi precedenti ,·aria,·ano dai lO ai 30 minuti . Dopo questo lungo 
contatto con le r esin e senza catalizzatore, s i versa,·nno nella fiaschetta 
le resine con catalizzatore c dopo circa .l ora si ottene,·a il Jis tacco delk 
cellul_e dalla parete di vetro me{]iante una spatolina di platino . Le cellul:• 
così raccolte Yeni,·ano rent,·ifugate a bassa , ·elocità ed il sooimento così 
ottenuto ,.cnin1 introdotto insieme con il prepolimero nella appropriata 

capsula di gelatina; la polimerizzazione s i oUeneva. in stufa a !~8° C. Le 
srzioni Yenivano appoggiflte sulle normali reticelle porta oggello e rico­
perte di un leggero film di carbonit• .. \Il o scopo òi ottenere un miglior 
contrasto e una mig liore risoluzione della morfologia del ,·irus, si sono 

anche colorate le sezioni con acido fosfot ungstico alr 1% e acetato di 
uranile al O,o% in pa1·ti uguali, secondo WoHLFART-BOTTEitMA:XK ~ ~~) . Ln 

colorazione è stata fatta sull e sezioni già montate sulla r eticella porta 
oggetti, ponenùola nella s0 luzione di cui sopra. a faccia in g iù , come 
consigliato òa Gmso:-;s e 8R.\DFIELD ('3

) e \ YATSON (' 4
) . 

I Yirus purifìcati. trattati con acido osmico o con acetato di unì­

nil c o preparati col metodo del freeze-drying ('5
), oppure colorati nega­

tivamente con il fosfot ungstato (PTA), secondo BRE'N!'\ER e IlOR NE e6
) . 

venivano posti su pellicola di formvar ricoperta da un lcgge,·o strato Ji 
carbonio oppure su (ì]m di solo carbonio. Allo scopo di oUcnere film ùi 
solo carbonio assai r esis tenti, abbiamo anche usato pellicole di formva1· 
bucherellate, secondo il metodo di SJOSTRAND (li), modilìc«to in modo 

da ottenere una dis tribuzione più continua ed uniforme di zone utili. 

PnEPAltAZlOi'\E E Pt:ntFtCAZJO:--"E DEL vmus. - Per l 'o:::sen ·azione al 
microscopio elettronico si sono usate anche preparazioni purificate di 
virus, ottenute con diver·si procedimenti. . 

Il malerial·~ della colt ura ,·eniva inizi a lmente centrifugalo a llOOO x 1 
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"tmprc piìt gra ndi delle partice lle Yintli c in questi primi ::' ladi r-ellulari 
~ono in gctll' t'e Ji ltllfl g randezza due o t re YO II P CJII!'I In Jcll c• puri icellc 
~ t c:::sc. 

Le figure 7, 8, 9, IO C· 1J sono <li cellule studiate dopo 20 ore dal­
l"mfczione. Gli aggrega li sono di,·enuti più d ensi: ormai le partice lle vi­
rali sono numerose, sparse nella matrice nucleare, oppure raggruppate, 
così come se ùeriYassero da un unico cenll'o di origine; le particelle mo­
stràno ormni più o meno evidente in alcune cellule una d isposizione re-
1!olare, cristallo-simile, tanto più chiara quanto più numerose sono le 
J>lll'licelle. I corpi globoiJi Slll10 quasi sempre pre:5cnti , n volte nnche abba­
::; tnnza numct·osi (10- l o per sezione): di soli lo hnnno una grnndenn mag­
giore di quella riscontrata nelle cellule osservate dopo 16 ore; sono ben 
eYidenti . a ,·olte nettam ent e delimitati , tah·olta con margine più sfuma­
io. Abitualmente qu este formazioni sembrano omogenee, ma qualche 
Yolta lascinno inlr<wederc unn qual che gnmulazione irregolare: i corpi 
globoidi si tro,·ano quasi sempre in prossimità dei raggruppamenti di 
Yirus. 

La matrice nucleare sembra farsi più trasparente, meno densa , e 
pare addirittura che manchi in prossimità dei gruppi di virus, i quali 
appa iono immer si in una zona più chiara e spesso circondati da un alone 
molto più trasparente d el r esto della matrice nucleare. A volte (v. fig. 9) 
si riscontrano nel nucl eo, specialmente ,·erso la periferia, dei g rossi va­
cuoli, però non delimitnti da alcuna membrana, nei quali si possono 
lt'OYare particelle Yirali o corpi globoidi. 

Dopo 24 ore (figure 12, 13, 14 e 1;>) il quadro general·e -delle sezioni 
non cambia molto, se non che il numero delle particelle virati è mag­
giore. I ,·ir·us sono per lo più a gruppi , talora disposti regolarmente a 
formare cristalli, talaltra irregolarmente. Quando sono disposti in serie 
ord inate mostrano spesso un profilo csag·onale e un orientamento defi­
nito. Dopo avere visto molte sezioni , noi abbiamo l ' impressione che la 
disposizione delle particelle s ia legala a lle particolari condizioni in cui 
si tro\·a la matrice nucleare e che abitual mente i \'irus si presentino sot­
to forma di cristalli ovvero di raggruppamenti irregolari con una certa 
costanza secondo la cellula considerata: in altri termini, si osserva l 'uno 
o l 'nltro 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 n etti e circoscritti, a volto tutti riuniti come 
nella figura 14. Sono ancora ben visibili gli aggr egati densi , meno nu­
merosi però che nelle ore precedenti. 

Le ultime ossen·azion i da noi fatte sulle sezion i si riferiscono a cel-
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lule incluse dopo ~~2 ore dall ' infezione (figure '16, t7 e 18), quando ormai 
tutte le cellule erano staccate dal vetro della fiaschetta e si presentavano 
CYidentemente ult('rate anche al microscopio ordinario. 

A questo stad io non è 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 può 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 (fig. 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, così che si riscontrano gli elementi virali non solo nel 
citoplasma, ma anche al di fuori della membrana cellulare, come si wde 
chiaramente nella fig. '18, dove le particelle sono apparentemente ancora 
adsorbite alla superficie esterna della cellula. 

RISU LTATI COI\' IL MATERIALE PURIFICATO. - Le figure J9, 20 e 21 Si 
riferiscono ancora a sezioni che noi abbiamo fatto allo scopo di osserva­
l'P. con maggiore dettaglio la struttura morfologica delle particelle virali 
ali 'interno deUe c-ellule : le sezioni sono state c-olorate con acido fosfo­
tungstico e acetato di uranile, colorante quest'ultimo capace di mettere 
in evidenza gli acidi nucleici. 

Quello che appare molto chiaramente da queste tre fotografie è la 
non omogeneità delle particelle virali, resa eYident.e dalla colorazione: 
lP 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 più trasparente. Il nucleo centrale, a sua 
volta, non appare omogeneo e lascia intravedere una substruttura. Lo 
aspetto diverso di alcune particelle che appaiono molto più trasparenti 
può essere dovuto: 1) alla loro posizione nello spessore della sezione: il 
taglio ha cioè interessato la particella in una zona più superficiale, per 
cui il nucleo centrale risulta meno opaco; 2) al fatto che, essendo stata 
eseguita la colorazione dopo l'inclusione ed il t<~glio ed avendo essa in­
t u·essato solo una superficie della sezione, i 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
lità effettiYamente ad una diversa morfologia: può trattarsi di virus in- . 
completi o perchè immaturi o perchè svuotati, almeno in parte, del loro 
contenuto; sono quelle particelle virali che appaiono come « ghosts n e 
che sono state oss·ervate anche nei fagi. 
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!\"elle figure 19 e 20 si possono scorgere nlcuni corpi globoidi: essi 
nppaiono uniformi e non rivelano tracc ia sicura di una struttura interna. 

l'iella figura 22, che rappresenta alcune particelle virali ossen ·ate 
dopo freezc.-drying, appare ch iaramente la forma esagonale del profilo 
ciel Yirus che già ~i è ossrrYntn nelle pnrli!'ellc "i~tr JH'lle sezion i (Y. fìgg. 
12 e 13). Questo metodo è fra tutti qu ello presumibilmente meno lesivo 
e che permette di vedere gli oggetti quali essi sono, non alterati in alcu­
na maniera dal fi ssa tiYo o da altro procedimento di tecnica. La parti­
cella appare esagonale c costituita da un nucleo cen trale pitl opaco agli 
elettroni e da una zona periferica più trasparente: questo aspetto del 
Yirus convalida le osseryazioni precedenti. 

Le figure 23 e 24 sono state ricavate dal virus purificato e fi ssato 
con OsO. e poi colorato con acetato di uranile. Le particelle risullano co­
stituite da un nucleo centra le, corrispondente certamente a quello ri­
scontrato nelle sezioni , con la differenza che qui si nota con evidenza la 
forma esagonale della massa central e. Vi è poi una zona periferica più 
t rasparente, la cui superficie esterna appare granulare. Il mantello omo­
~eneo ai raggi elettron ici, e che in questa preparazione circonda la par­
tic-ella con notevole regolarità, è materiale estraneo al Yirus, che aderi­
sce alle particelle mal grado l 'avanzata purific.azione. Risulta a volte mol­
to eYidente la forma esngonale delle parlieelle Yir'ali. 

Le figure 2o, 26, 27 , 28, 29, 30 e 31 sono tutte riproduzioni di pre­
parati colora ti negath·amentc con PTA. Questo metodo, veramente mol­
to semplice nella sua applicazione, permette di raggiungere un notevole 
contrasto, così da ottenere delle buone riproduzioni fotografiche; e d 'al­
tra parte meLLe chiaramente in evidenza la presenza di una substruttura 
nella particella, quando ta le substrultura esiste, come è il caso di SV39. 
Quanto appare evidente anche dall'esame di questi preparati è che non 
l utte le particelle sono identiche: in gran parte sono « complete » e <l.i­
ntOstrano uno strato superficiale costituito <la tante subunità distribuite 
regolarmente (v. figg. 28 e 29), mentre altre appaiono svuotate, simili 
alle ombr~ che s i osservano nei fagi rotti con shock osmotico (v. figg. 25 
c 26). Yi sono poi altre particelle le quali sembrano in disfacimento, e 
allora si può notare (v. fig . 27) come le subunità più esterne siano quasi 
unite a formare una specie di membrana spezzata, mentre la porzione 
interna può essere più o meno alterata. Alcune delle particelle mostra­
no un profilo esagonale, evidente n elle ombre della fig. 26. Accanto a lle 
particelle più o meno integre, più o meno complete, si nota sovente (v. 
figg. 26 e 27) sul fondo del preparato la presenza di un gran numero di 
granuli r egolari, disposti separati o a gruppi: questi granuli sono in 
parte simili a lle subunità costituenti il mantello della particella \'irale. 
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Le subunità. che nei preparati allc:51iti con il IIICiodo <.Ici Ir~eZI.'­

drying si rivelano di densità inferiore alla zona ce ntrale d elle particelle 
(Y. fig. 22) e che quindi è p; i usi i fica lo ritenere corrispondano a grosse mo­
lc•cole proteiche (anc.he PCl' analogia con la composizione di altri virus), 
appaiono per lo piì• compatte, rolondeggianti (fìgg. 28 e 29a), rcgolar­
mcnLe distribuite a formare quasi uno strato di protezione per la porzio­
ne nutl cira. A Yoltc , inwcc ( fì gg. 20b c 30), sia le subunil;\ costituent i 
le pmticelle, sia quelle che si vedono sul fondo del preparato, sembra­
no :;nwtl\tc all'inll.'l'llO c rostituite Ja un anellino che spesso è chiuso. 
mcn ll'e 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 im·ece il pt·odolto di un 'alterazione dovuta alla tecnica 
e che ha determinato un ceito dispiegamento della macrom olecola pro­
tE'i~ corrispondente alla subunità. 

La grandezza delle pari icelle virali calcolata sia su preparati in se­
zione, sia in quelli purificati, ris ulta fra i 700-800 A, mentre le subunità , 
quando si presentano compatte, sono del diametro apparente compreso 
Ira i 50 c i 60A , e quando si ptcsentano a forma di anellino hanno un 
dtametro esterno di circa 90 A cd uno interno che va da 20 a 30 A. 

In alcune preparazioni (v. figg. 3'1 e 32) si sono osservate, più o 
meno numerose, delle struttui'e molto simili a quelle già. d escritte da 
Hon;-;~: e \VA TERSO'?\ (21

) nel loro studio sui mixovirus: sono delle bande 
allungate che mostrano una pcriodicità regolare lungo il loro asse, ad 
intci'va lli di t>0-70 A. Queste bande sono di lunghezza molto variabile 
(arriYano oltr.e O, J p.): la loro sezione trasYersale ha un dia metro che Yn 
da 170 a 200 A; esse prescnlnno un cana le interno a,·cnte un diametro 
che vn da 60 a 80 A. 

\'.ALt:T.-\ZIO:"E OEI RISl:LT.-\TI E DISCUSSIONE 

Come già nella esposizione dei risultati, distingueremo la nostra di­
scussione in due parti, quella che riguarda lo sviluppo inttanucleare del 
virus e quella che si r iferisce alla struttura della particella virale. 

In base alle nostre osservazioni e a tutte quelle che son o state fatte 
da altri ricercatori nel campo degli adenovirus umani (quei virus, cioè, 
al cu i comportamento e alle cui caratteristiche molto si avvicina il virus 
SV39), risulta evidente che \'39 ha unicamente uno sviluppo intranu­
cleare: le particelle si cominciano sicuramente a vedere ver so la sedice­
sima orn, quan<lo anche la determinazione biologica rivela che è termi­
nata In fase. di latenza dell o s,·iluppo del Yirus (dati non pubblicati). 
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Dallo st.udio accurato dei risultati ottenuti con il microscopio elet­
tronico appare evidente che il nucleo della cellula, il quale si mantiene 
di aspetto quasi normale sin verso la dodicesima ora, comincia ad alte­
rarsi e porta progressiYamcnte 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 Yirus, ha in genere nei nuclei infettati con SV39 l'aspetto di 
·~rossi ammr-~ssi, che non raggiungono mai, però, !e dimensioni di quelli 
os::.en·ati da altri Autori negli adenovirns umani. L' impressione che l'os­
sen·atore alle-nto ricaYa dall' esame di un gran numero di sezioni è che 
questa matrice sia v·eramente quella da cui originano le particelle Yirali 
(figg. 6, 10 e 19): in alcune delle sezioni appare quasi la transizione dal­
l'ammasso informe del materiale, costituente la matrice, alla particella 
virale morfologicamente ben definita. 

Le part.icelle sembrano, come in preparati ·ossen·ati da altri Autori 
con gli adenovirus umani, appartenere a due grandi categorie fra loro 
abbastanza bene separate, pur potendosi trovar·e delle forme intermedie: 
J ) la maggior parte sono pari i celle omogenee, più o 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 densità molto simile a quella 
delle particelle del primo gruppo. 

Se questo aspetto morfologico sia l'espr.essione d i una fase diversa 
di maturazione del virus e si possa quindi interpretare come corrispon ­
dente ad una partic.ella virale ancora incompleta oppure ad un virus ma­
turo (intendendo con questo termine il virus provvisto di tutte le sue pro­
prietà biologiche oltre che strutturali), non ci è dato di affermarlo. Solo 
ricerche di ordine quantitativo potranno chiarir·e questo problema; ma 
è eYidente, anche da un esame superficiale, che vi è una grandissima 
disparità fra il numero delle particelle presenti e il titolo infettante: è 
J.>robabile, come è stato accertato per altri virus umani, che il numero 
d i particelle virali corrispondenti ad una unità infettante sia notevol­
mente superiore all'unità. Sorge, però, sempre il problema se sia una 
sola la particella che è capace di inf~ttare e richieda « l 'accompagna­
mento » di un altro numero - per ora non determinato -di particell e 
che iri qualche maniera favoriscano la penetrazione della particella in· 
fcttante, o se solo una parte d elle particellr! visibili sia Yeramente comple­
ta, matura, mentre la grande maggioranza sarebbe ancora parzialmente 
incompleta. Tutte domande di indubbio significato biologico, a cui ci 
proponiamo, se sarà possibile, di rispondere con dati di natura speri­
mentale. 
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Il profilo del virus purificato è spes~o es~gonrlle e ciò si riscontra 
anche, sebbene con più difficoltà, nelle particelle ossenate nelle sezioni; 
raramente si ossena un profilo pentagonale. Questo fatto , insieme con 
le caratteristiche di struttura che verranno fra poco discusse. fa ritenere 
che la particella ,·irale abbia la forma di un icosaedro. E' così che un 
altro dei virus piccoli si ,·iene ad aggiungere alla serie già abbastanza 
numerosa di quelli chr pr·esentano una identica forma (il Yirus di Tipula 
raludosa; l'adrnoYiru~ tipo o, alcuni batteriofagi, ecc.). 

Dall'esame compar·ato dei preparati in sezione ·e di quelli del mate­
riale purificato e studiato con il freeze-drying e con la colorazione di 
acetato di uranìle, sembra molto evidente che SY39 è co:;lituito da un 
nucleo centrnle più demo ai r·aggi elettronici e che Yiene intensamente 
coloralo da ll'acetato di ttranilc , mentre vi è ·Un mantello an-olgente più 
trasparente e non colorato. Per nnalogia con quanto è noto dalla biochi­
mica e dalla morfologia dei Yirus. animali c batterici, e in considerazione 
del fatto che gli acidi nucleici hanno densità superiore alle proteine, si 
può ritenere che il nucleo centrale corrisponda all'acido nucleico (nel 
raso di SY39 si tratta probabilmente di DNA) e questa supposizione viene 
ronfermata dalla colorazione con l'acetato di uranile , che d ovrebbe in­
teressare fortemen te gli acidi nucleici. La porzione periferica sarebbe co­
~tituita 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 proprietà genetiche fondamentali, in­
formatrici e determinanti i caratteri della nuo,·a progenie. 

:\'ei Yirus purificati e colorati ne-gativamente con PTA risul­
ta e,·idente che la porzione esterna della particella ,·irale è co­
::: tituita da subunità che sembrano tutte eguali e disposte con una certa 
regolarità alla superficie della particella stessa. Il diametro del Yirus ri­
sulta in questi preparati assai c.ostante ed è di 700-800 A, variando solo 
in funzione di eventuali alterazioni della particella , do,·ut.e forse al trat­
t<.tmento subito durante la purificazione: questo diametro corrisponde 
del resto a quello che si può ottenere misurando le particelle nelle se­
zioni e dopo freeze-drying. Come già rilevato poco più 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 
JJrevia fissazione in OsO" , appare più denso della zona superficiale: si 
sa d'altra parte che l'acido nucleico è più denso (densità 1,6-1 ,7) delle 
proteine (densità circa 1,3o). n diametro del nucleo interno risulta nei 
preparati con i! freeze-drying di 400-~00 A, mentre lo spessore del man­
tello snperficia le va da l 00 a l io A. Le subnnità da cui è costituito 
quest'ultimo e che appaiono così evidenti nei preparati con PTA , pre-
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sentano H n diamct ro che Hl da tiO n 60 A: se lo strato superlì cia le fosi:oc 
costituito dalle sole proteine, queste ùoYrebbero essere dispo::;te almeno in 
doppio strato. Il fatto però che, quando il Yirus è alterato nella sua mor­
fologin , perchè lo strato periferico della particella tende a frammentarsi, 
non si abbia alcuna eYidcnza che esista un doppio strnto di proteine, ma 
al contrario si o:::servi di frequente una chiara ùi:::posizionc lineare, fa 
ritenere che le proteine globulari , che possono essere dimostrate nel man­
tello superficiale, ~iano effettivnlllente disposte a formare un mono~trato. 

:\"ei Yirus immersi nel PTA non si scorge mai il nucleo al di :-otto 
delle subunità: questo si può facilmente spiegare con la forte differenza 
di opacità agli elettroni fra lo strato di PTA che è penetrato fra le subu­
nitfl e quello del materiale da cui è costituito il Yirus. 

L 'adesione del PTA ai lati del virus produce spesso un effetto di ri­
lieYo: in qu elle particelle vira li la cui immagine È' sufficientemente buo­
na e completa si nota con eYidenza come le snbunità siano dispo~te 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 partic-elle del Yirus (v. anche figg. 2~ e 26), come è già stato rile­
YCtto più sopra, fa ritenere che la loro forma sia quella dell'icosaedro, 
forma che appare assai chiaramente in comeguel17.a dell'effetto di rilie­
YO. determ inato appunto dall'inglobamento delle particelle in PTA (fign­
n- 27 e 29). 

Le subunità Yisibil i sulla superficie della particella sono dunque di­
sposte con simmetria esagonale. La disposizione però può avvenire in 
diYersi modi e, in accordo con le immagini ossen·ate nelle nostre numero­
se preparazioni. si possono fare tre ipotesi: J) la prima, che le subunità 
siano disposte lungo gli spigoli del poliedro e sui Yertici di esso e, con 
l'ordine che ne segue, sulle facce, così che nel nostro caso, in base alla 
numerazione fatta sulle particelle meglio visibili, vi potrebbero essere: 
a) 6 subunità per lato (compresi i due vertici adiacenti) con un totale di 
2~2 subunità, oppure b) 7 subunità per lato con un totale di 362 subu­
nità; 2) la seconda ipotesi è che nessuna delle subunità si trovi sugli 
spigoli o sui vertici, ma solo adiacenti ad essi, per cui, secondo le im­
magini da noi aYute, si avrebbero ~ subun ità lungo ogni lato, quindi H> 
per faccia ed in totale 300; 3) una terza ipotesi aYanzata da Ageno è 
che la disposizione sia quella corrispondente, nella classificazione da lui 
IJroposta per le forme chiuse possibili dei piccoli YiJ'US (22

) C3
), alle carat­

teristiche p = t>, q = 1, n = 2, con numero totale d i · particelle eguale a 
310 (n-.1)2 + 2 = 312. 

La prima di queste ipotesi nella sua espressione contenuta in a) of­
frirebbe una disposizione in accordo con l'idea sYiluppat.a da CmcK e 
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), second o cui piccoli vil'us sono co::;Lituili da !'ubunilà fra 

loro in relazionr. !'econdo gli elementi di una simmetria cubica; inollre 
questa disposizione sarebbe analoga a quella stabilita con molla .eviden­
za da ll oni'\E e al. (G) per un adenovirus umano che ha, esso pUJ·e, la for­
ma icosaedrica ed nn diamct ro di ci rea 700 A. :\el caso di SV39 vi sono 
due elementi a f(l\·ore di questa prima ipotesi: precisamente il numero 
totale delle subunità che si possono con certezza contare sulla superficie 
visibile del virus cd il numero di 6 subunità, eYidenti sugli spigoli del 
profilo esagonale della particella. Invece contro questa possibilità sta il 
fatto che mai nelle nostre immagini s i riesce ad osservare una subunità 
circondata da 5 altre (e corrispondente quindi ad un vertice) alla distan­
za <.li t~ subunità da un altr·o vertice bene identificabile . 

L'alternati,·a b) della prima ipotesi, la quale Yiene suggerita dal­
l 'osservazione che si può fare in alcune immagini, in cu i sembra che una 
snbunità circondata da 5 altre si trovi alla distanza di ~ subunità (e non 
di lt come nel caso prece<lente) da una nella stessa posizione, ha contro 
di sè : la conta totale delle subunità e quella d elle subunità che appaiono 
sugli spigoli. Infatti il numero delJ.e subunità visibili nei nostri prepa­
rati è di mollo inferiore a quello che risulterebbe se l'ipotesi fosse esat­
t n: 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 subunità 
in corrispondenza di quelli che si suppone siano gli spigoli ed i vertici 
ddl'icosaedro, ma presuppone una alterazione della forma dell'icosaedro 
in corrispondenza dei Yertici, affinchè le subunità possano disporsi ordi­
natamente. Il numero delle subunità che si contano sulla superficie vi­
sibile è in questo caso un po ' inferiore a quello che si dovrebbe effetti ­
,·amente riscontrare in base a questa seconda ipotesi. 

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

Sarebbero necessarie molte altte fotografie, nella speranza di riusci­
re ad ottenere una patticella così ben disposta, da potere con certezza 
rivelare il numero e la disposizione delle subunità: fi nora non ci è 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 è costituito da un nucleo centrale 
conispondente con probabilità a !l 'acido nucleico e da un mantello a'·vol­
gente, formato principa lmente da proteine. Queste proteine presentano 
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una cvi<lenle ùisposizione regolnte, distribuita su tutta la superficie del­
l ' icosaedro: i dati che pet ora noi abbiamo non ci consentono di deciùe­
rt- qua le sia la modalità di disposizione delle subunilà. 

Dalle nostre ossen ·azioni queste subunità appaiono pre,·alentemen­
te come maeromolecole rolond eggianti e compatte \~imili per dimensio­
ni e forma u molecole protciche globulari di peso molecola re dell ' ordi­
ne di 100.000); in a lcuni casi il loro aspetto suggerisce quello di mole­
cole dispiegale e si può s uppone che sia un effetto della tecn ica di pre­
parazione. 

Quanto alle bande allungate con struttura peeioùica (figg. 31 c 32) 
ossenate in alcune preparazioni , sono possibili diYerse interpretazioni. 
Si può supporre che si tmtti di strutture filamentose costituite dall'acido 
n ucleico, ana logamente a quanto suggerit o da Hon.-;E e \YA'rERSON (2 1

) 

per strutture simili osservate nei mixoYirus, le quali , per aspetto e per 
dimensioni , corrispondono a quelle osservate nei nostri preparati. Una 
natuta fi lamentosa non risulta tuttavia dalle nostre ossetvazioni e la 
composizione in acido nucleico polrebbe essere dimostrala solo mediante 
trattamento con .enzimi specifici. D'altra parte si può fare l ' ipotesi che 
qu este strutture possano essersi formate per un processo di riassociazio­
ne in forma periodica delle subunilà disperse, che sono numerosissime 
in queste preparazioni, analogamente a quan to è stato osservato per il 
virus del mosaico d el ta bacco (2 5

). Le dimensioni dei singoli elementi 
della strultma periodica e delle subunità sarebbero in accordo con que­
sta ipotesi, . che, per essere com·alidata , richiede ultetiori osservazioni 
sulle caratteristiche chimiche e chimico-fisiche delle presenti strutture. 
Infine non si può escludere del lutto la pos~ ib ilità che si tr·atti di mate ­
riale estraneo al virus. 

Desidetiamo esprimere la nostr·a gratitudine ai tecnici: A. Chioz­
zotto, F. Piccirilli , N. Tomassini e F. Yalente . per l'appa.;;~ionata ed at­
tentn opera di collaborazione. 

Roma - I~titulo Superiore di ::)nuità - Lahoratori eli Fi-it'H c l.nhorntori di 
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