L’influenza dei polifosfati sull’attivita tubercolinogena
Mario GRANIERI, Granrranco TIECCO, Luier BELLANI (*) e LEonipa RAVAIOLI

Laboratori di Veterinaria

Riassunto. — Gli AA. coltivano due ceppi di micobatterio tubercolare
(umano e bovino) in terreno di Sauton al quale sono stati aggiunti, in di-
verse concentrazioni, il sale di Graham ed il tetrafosfato esasodico.

La presenza di tali polifosfati, oltre a favorire la crescita dei micobat-
teri, esalta anche I'attivita tubercolinogena dei due ceppi coltivati.

Summary. — Two strains of Mycobacterium tuberculosis (human and
bovine types) were grown in Sauton medium with the addition of Graham
salt or hexasodium tetraphosphate in different concentrations.

The presence of such polyphosphates does not only favour the growth
of these myecobacteria but also enhances the production of tuberculin.

In un lavoro precedente (') sono state riportate le esperienze relative
all’attivita dei polifosfati nei riguardi dei germi, ed in particolare dei mico-
batteri. Nello stesso lavoro & stata presa in considerazione la possibilita, da
parte dei polifosfati, di influenzare lo sviluppo dei micobatteri in terreni
colturali sintetici e di variarne il potere patogeno. Da esso risulta che i poli-
fosfati, ad opportune concentrazioni, non influenzano negativamente la
crescita del micobatterio e che, anzi, alcuni di essi, quali il sale di Graham ed
il tetrafosfato esasodico, ne esaltano I"attivita metabolica. La concentrazione
dei polifosfati agisce in maniera diversa sui micobatteri umani rispetto a
quelli bovini, mentre il potere patogeno dei due ceppi sembra pressoché
ugualmente stimolato dai polifosfati.

In relazione a tutto cid, il potere auxinico, nei riguardi dei micobatteri,
di alcuni polifosfati quali il sale di Graham ed il tetrafosfato esasodico, ag-
giunti in opportune dosi al terreno di Sauton, giustifica ulteriori ricerche atte
a stabilire se I'aggiunta dei sopracitati polifosfati possa venire utilizzata con
vantaggio per la produzione delle tubercoliune.

(*) Ministero della Sanita - Ospite dei Laboratori di Veterinaria dell’Istituto Superiore
di Sanita,
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MATERIALI E METODI

a) Coltivazione dei ceppu tubercolari.

Vengono usati 1 ceppi di Mycobacterium tubercolosis var. hominis H 106
e var. bovis IZP. 11 terreno su cui viene eseguita la prova & quello sintetico
di Sauton al quale i due polifosfati, sale di Graham e tetrafosfato esasodico,
sono aggiunti nelle percentuali di 0,3 - 0,5 ed 1,0 riportando poi il pH al va-
lore originale (pH 6,8).

La scelta di questi polifosfati e di queste dosi & giustificata dai risultati
ottenuti in un precedente lavoro (1).

Sei matracci, contenenti ciasecuno 100 cm® di terreno di Sauton e addi-
zionati con le percentuali sopradette dei due polifosfati, vengono seminati
con cm?® 0,5 di una sospensione di micobatterio umano H 106 omogeneizzata
in mortaio ed ottenuta da 3 ricche colture in Petragnani. Altri 6 matracci
con uguali quantita di polifesfati vengono seminati con la stessa quantita
di micobatterio bovino IZP. Due matracei senza polifosfati, seminati rispet-
tivamente con em® 0,5 di micobatterio umano e con em?® 0,5 di micobatterio
bovino, vengono tenuti come controlli.

Nella tab. 1 sono riportate le percentuali dei due polifosfati aggiunte ai
singoli matracci.
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Tutti i matracei sono tenuti per 8 settimane a 37¢ C.
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b) Preparazione delle tubercoline.

Dopo le 8 settimane di incubazione, i 14 matracci vengono sterilizzati
a vapore fluente per 3 ore, raffreddati per una notte a temperatura ambiente
e filtrati per garza. Al filtrato viene addizionata glicerina nella proporzione
dell’l,2 9, e, dopo agitazione, i liquidi vengono concentrati sotto vuoto in
modo da ridurre il volume a circa 1/5 di quello iniziale.

Per mezzo del micro-Kjeldhal viene titolato 1’azoto totale di ogni tuber-
colina e, con opportune diluizioni, riportato allo stesso valore in azoto del
rispettivo controllo,

¢) Titolazione dell’attivita tubercolinogena.

Vengono vaceinate 28 cavie, del peso di circa g 400, mediante inocula-
zione sottocutanea, con cm?® 0,5 di una sospensione di BCG omogeneizzata
in mortaio e contenente mg 0,24 di azoto totale/cm?.

Dopo 30 giorni gli animali sono depilati sui fianchi ed inoculati per via
intradermica con cm® 0,2 delle varie tubercoline in prova, preventivamente
diluite 1:10, e di un’ottava tubercolina prelevata dal commercio e prodotta
con la stessa tecnica danoi adottata. Ogni cavia & sottoposta ad 8 inoculazioni,
4 in un fianco e 4 nell’altro, ruotando i punti di inoculazione in modo che ogni
tubercolina sia saggiata in 8 punti diversi del derma della cavia. Su 14 cavie
sono saggiate le 7 tubercoline ottenute con il ceppo umano e sulle altre 14
le 7 tubercoline ottenute con il ceppo bovino. La lettura viene fatta alla
242-482-722 ora misurando gli aloni di reazione con un calibro e riportando i
valori in millimetri. Delle tre letture si & scelta quella con i valori maggiori
indipendentemente dall’ora in cui si sono manifestati e, sulle medie di tali
valori, si & basata la valutazione statistica ottenuta per mezzo del «t» di
STUDENT.

d) Ricerca degli aminoacidi liberi presenti nelle tubercoline.

In un precedente lavoro (') si era potuto constatare che I'azione dei poli-
fosfati non aveva influenzato il tipo di metabolismo azotato dei ceppi di mi-
cobatteri in esame, determinando in 30 giorni la comparsa di ac. aspartico,
ac, glutammico, leucina-isoleucina ed z-alanina. Abbiamo voluto control-
lare se, prolungando il periodo di crescita, si verificassero modificazioni tali
da spiegare una eventuale variazione del potere tubercolinogeno dei due ceppi
tubercolari in esame. La ricerca degli aminoacidi liberi viene effettuata a
mezzo cromatografia su carta utilizzando il metodo discendente, carta Wat-
mann, come fase liquida fenolo-acqua (80:20), e come rivelatore ninidrina
al 0.2 9% in butanolo. Gli aminoacidi vengono riconosciuti calcolando I'Rf
delle macchie ottenute.

Ann. Ist. Super. Sunile (1965) 1, 164-170.
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RISULTATI E CONCLUSIONI

T risultati che abbiamo ottenuto sono sintetizzati sia dalle tabelle 2
e 3, che dalle serie fotografiche dei matraceci dopo le 8 settimane di incuba-
zione. Da esse si puo dedurre che:
1) tutte le dosi dei polifosfati aggiunte hanno influenzato positiva-
mente lo sviluppo batterico (foto 1 e 2), confermando quanto precedente-
mente era stato affermato;

Fig. 1. — Mucobatterio umano : 1l matraccio numero 1 (controllo) non contiene polifosfati;
negli altri matracci sono stati aggiunti polifosfati alle concentrazioni indicate
nella tab. 1.

Fig. 2. — Micobatterio bovino: Il matraccio numero 8 (controllo) non contiene polifosfati;

negli altri matracei sono stati aggiunti polifosfati alle concentrazioni indicate
nella tab. 1.

2) la reazione tubercolinica su cavia ottenuta con una tubercolina
commerciale, usata come controllo, & stata inferiore (millimetri 9,1) alla
reazione avuta con le nostre tubereoline controllo cioé ottenute da colture
prive di polifosfati (umana: millimetri 10,50: bovina: millimetri 10,00).
Tale differenza perd non & assolutamente significativa nei riguardi delle tre
probabilita prese in esame (99-95-90 9):

Ann. Ist. Super. Sanila (1965) 1, 164-170.
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3) anche la differenza ottenuta tra le due tubercoline controllo di
origine umana (millimetri 10,50) e di origine bovina (millimetri 10,00) non
¢ significativa ;

4) i polifosfati inclusi nel terreno hanno influenzato positivamente
oltre che lo sviluppo batterico, anche la quantita di tubercolina prodotta e
la conseguente reazione biologica. A tale regola fanno eccezione i maggiori
dosaggi (1 9,) poiché ad un aumento di sviluppo batterico non corrisponde
uguale aumento dell’attivita tubercolinogena (tab. 2);

5) il ceppo umano ha avuto un aumento di attivita tubercolinogena
in presenza di entrambi i polifosfati aggiunti al terreno alla dose di 0,3 9.
Tale aumentata reazione & statisticamente significativa con probabilita
del 95 9. Comportamento analogo si & avuto con la aggiunta al terreno di
0.5 9, di tetrafosfato esasodico (tab. 2):

6) il ceppo bovino ha presentato un comportamento pressoché so-
vrapponibile; fa eccezione la tubercolina allestita con I'aggiunta del 0,5 %,
di sale di Graham che ha fornito dati significativi solo al 90 9, di probabilita
(tab. 2);

7) il metabolismo azotato, anche dopo 8 settimane di crescita, non
viene alterato qualitativamente dall’aggiunta di polifosfati. E possibile
rilevare tuttavia lievi variazioni di ordine quantitativo (tab. 3).

Dai dati sopra riportati & pertanto possibile concludere che 1'aggiunta
di tetrafosfato esasodico (0,39 e 0,59) e di sale di Graham (0,3 %)
stimola I'attivita tubercolinogena sia del micobatterio ceppo umano che
del micobatterio ceppo bovino.

5 marzo 1964
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L’emoglobina di anfibi

II. — Caratterizzazione dell’emoglobina di axolotl messicano: proprieta
chimico-fisiche e composizione in aminoacidi.

Leovarpo TENTORI, Gerovramo VIVALDI, Sarvarore CARTA,
Anva M. SALVATI (*), Marierna SORCINI (*) e Sterania VELANI (%)

Laboratori di Biologia

Riassunto. — L’emoglobina di axolotl messicano & stata purificata
mediante cromatografia su carbossimetilcellulosa. Sono state studiate alcune
caratteristiche chimico-fisiche della emoproteina per la quale & stato calco-
lato un peso molecolare di circa 68.000. Con metodi elettroforetici e cromato-
grafici I'emoglobina di axolotl & stata risolta in due componenti omogenei.
E stata determinata la composizione in aminoacidi ed il contenuto di gruppi

SH reattivi.

Summary. — The hemoglobin from Mexican Axolotl has been purified
through carboxymethylcellulose chromatography. Some physico-chemical
properties of the hemoprotein have been studied; its molecular weight
as calculated by means of the Scheraga and Mandelkern equation lies
around 68,000. Starch gel electrophoresis, as well as carboxymethylcellulose
chromatography resulted into the separation of two homogeneous heme-
containing components. Aminoacid composition and contents of -SH reactive
groups are reported.

Nel corso di una ricerca sistematica sulla struttura della emoglobina
di anfibi & stata studiata I’emoglobina di axolotl messicano: come & noto
I’axolot] messicano & la forma neotenica dell’ Ambystoma trigrinum.

PARTE SPERIMENTALE

Emoglobina. — Sono stati usati individui adulti dei due sessi, della lun-
ghezza di circa 25 cm della specie Ambystoma tigrinum nello stadio neote-
nico. Il sangue ¢ stato prelevato mediante puntura cardiaca e raccolto su

(*) Borsista dei Laboratori di Bioiogia.

Ann, Ist. Super. Sanita (1965) 1, 171-180.
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soluzione ACD a 49, Gli eritrociti sono stati separati dal plasma per centri-
fugazione a 1500 > g per 10" e lavati quattro volte con soluzione salina iso-
tonica 6,509/y,. L’emolisi & stata ottenuta con aggiunta di 2 volumi di H,0
dist. ¢ 0.4 volumi di tetracloruro di carbonio; la soluzione di emoglobina &
stata separata dal coagulo gelatinoso mediante centrifugazione a 2500 x g
per 20” e dagli stromi con una ulteriore centrifugazione a 20.000 x g per 30°.

Tutte le operazioni di centrifugazione sono state eseguite alla tempera-
tura di 4°, L’emoglobina nativa cosi ottenuta & stata trasformata nel deri-
vato cianometa (HiCN) aggiungendo 2 gocce di K, Fe (CN), al 5 9, e, dopo
15°, due goecce di KCN al 10 9%,.

Le soluzioni di Hb nativa e di HiCN sono state di volta in volta con-
trollate allo spettrofotometro Beckman registratore e la loro concentrazione
& stata determinata prelevando una aliquota di esse e determinandone il
peso secco dopo permanenza in stufa a 110° per due ore ; nella determinazione
si teneva conto, quando necessario, del peso secco del tampone presente.

Separazione della emoglobina dalle proteine non emoglobiniche presenti
nell’emolizzato. — I stata usata la cromatografia su colonne di carbossime-
tilcellulosa (CMC) di 1 < 20 em equilibrate con tampone fosfati 0,01 M/pH
6.6 contenente lo 0,19/, di KCN. I campioni opportunamente dializzati di
emoglobina venivano adsorbiti sulla colonna; I’eluzione delle proteine non
emoglobiniche era completa con 75 ml dello stesso tampone fosfati pH 6,6,
P’eluzione della emoglobina veniva allora ottenuta con 50 ml di tampone fosfati
0,1 M pH 7,8. Tutte le operazioni sono state eseguite alla temperatura di 40.

Determinazione dell’azoto. — Le determinazioni dell’azoto sono state
eseguite con il micrometodo di Dumas (Coleman mod. 29 Nitrogen Analy-
zer). Sono state usate soluzioni di emoglobina con concentrazioni tra 11
ed il 5 9. Aliquote di 50-200 pl di queste soluzioni venivano deposte in na-
vette di alluminio e portate a secco in stufa a 1109 per due ore. Dopo la deter-
minazione del peso secco eseguita detraendo. quando necessario, il peso dei
sali contenuti nel tampone, le stesse navette venivano usate per la deter-
minazione del contenuto in azoto.

Spettri di assorbimento. — Gli spettri di assorbimento sono stati deter-
minati mediante lo spettrofotometro Beckman registratore mod. DK2 nel
visibile fra 700 e 500 my su soluzioni di Hb nativa e su soluzioni di HiCN in
tampone fosfati 0,01 M pH 6,6 contenente lo 0,1 9/, di KCN.

Esperimenti di sedimentazione e viscosimetria (*). — Gli esperimenti di
sedimentazione sono stati eseguiti in ultracentrifuga Spinco mod. E con soiu-

(*) Gli esperimenti di sedimentazione sono stati eseguiti nei Laboratori di Fisica del-
I'Istituto. Ringraziamo il prof. Mario Ageno per l'ospitalita e la d.ssa Clara Frontali, che
ha effettuato le misure, per la cordiale collaborazione.

Ann, Ist. Super. Sanita (1965) 1, 171-180,
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zioni di HiCN, alle concentrazioni di 0,15, 0,30 e 0,50 9, in tampone fosfati
0,1 M pH 7.2, le corse sono state eseguite a 59780 rpm, a 202, nella cella stan-
dard di 12 mm & stato usato un filtro rosso per eliminare I’esposizione irre-
golare dovuta al colore della emoglobina: le lastre fotografiche sono state
lette con un microcomparatore.

Le misure di viscosimetria sono state eseguite su soluzioni di HiCN alle
concentrazioni di 1, 1.5 e 3 9 in tampone fosfati pH 7.2, 0,01 M, alla tempe-
ratura di 20° con un viscosimetro tipo Ostwald a capillare allungato con
tempo di scorrimento di 280",

Denaturazione con alcali. — Sono state usate soluzioni di HiCN alla
concentrazione dello 0.1 9%. Il fenomeno della denaturazione alcalina &
stato seguito con il metodo spettrofotometrico deseritto in una precedente
pubblicazione (1).

Elettroforesi. — Gli esperimenti di elettroforesi su gel di amido sono
stati eseguiti con la tecnica di Smithies (2) con sistema di tamponi secondo
Hursman (3) (tris EDTA borato 0,03 M pH 9 per il gel e borato 0,3 M, pH
9 per gli elettrodi) con un gradiente di voltaggio di 15 v/em su 22 cm per 7 h
alla temperatura di 5° ottenuta con una piastra di Perspex raffreddata a
mezzo di circolazione di acqua (4). Sono state usate soluzioni di HiCN alla
concentrazione del 2.5 9.

Cromatografia. — Gli esperimenti di cromatografia sono stati eseguiti
in camera fredda a 4° con carbossimetilcellulosa (CMC) preparata secondo
PETERSON e SOBER (*). Sono state usate colonne di 50 % 1 em equilibrate
con tamponi fosfati 0,01 M pH 6.6 contenente lo 0,1°/,, di KCN. I campioni
contenenti circa 150 mg di HiCN sono stati dializzati eontro il suddetto tam-
pone ed il pH finale & stato corretto a 6,6 quando necessario.

La soluzione dializzata & stata adsorbita sulla colonna senza applica-
zione di pressione esterna. L’eluzione & stata eseguita con un gradiente con-
tinuo del pH del tampone fosfato a molarita costante con un sistema aperto
a 3 bottiglie : ciascuna bottiglia conteneva 100 ml di tampone fosfato 0,01 M
contenente lo 0,1 ¢/, di KCN; il tampone limitante aveva un pH 8,0 ed era
contenuto nelle prime due bottiglie del sistema, la terza bottiglia conteneva
il tampone iniziale a pH 6,6; il flusso costante di 10 ml per ora era ottenuto
per mezzo di una micropompa dosatrice. Il procedere del frazionamento &
stato seguito con un apparecchio Uvicord a registrazione continua della
trasmissione alla lunghezza d’onda di 253 my.; sulle frazioni di 3 ml ciascuna
venivano determinate la densita ottica a 415 my in uno spettrofotometro
Beckman DU, ed il pH al pHmetro Radiometer PHM 23.

(*) Fornita dalla Ditta Serva - Entwicklungslabor - Heidelberg.

Ann. Ist. Super. Sanita (1965) 1, 171-180.
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Analist degli idrolizzati acidi. — A 0,5 — 1 ml di soluzione di HiCN,
su una aliquota della quale era stato determinato il peso secco (mg 8-10 di
proteina), veniva aggiunto un egual volume di HCI concentrato Mallin-
ckrodt a punto di ebollizione costante. L’idrolisi & stata eseguita in fiale
saldate sotto un vuoto di 10-15 mm Hg in stufa a 110° per 20 h, 50 h e 70 h:
per ciascun tempo di idrolisi & stato allestito un doppio campione. Gli idro-
lizzati sono stati evaporati a secco sotto vuoto in presenza di KOH in gocce
a temperatura ambiente ed il residuo secco disciolto in 1 ml di H,O distillata.
Una aliquota di questa soluzione & stata usata per la determinazione del peso
secco e dell’azoto, il rimanente & stato opportunamente diluito in tampone
citrato 0,2 N pH 2,20; aliquote di questa soluzione venivano usate per la
determinazione del contenuto in aminoacidi. La composizione in aminoacidi
degli idrolizzati & stata determinata col metodo di SPACKMAN, STEIN e
MoorE (5) con un Aminoacid Analyzer Beckman Spinco Mod. 120.

Il contenuto di triptofano & stato determinato sulla proteina intera sia
con il metodo spettrofotometrico diretto di Goopwin e Morron (6) che con

il metodo della N-Bromosuccinimide di Rao e Cama (7).

Determinazione dei gruppi SH-reattivi. — La determinazione dei gruppi
SH reattivi & stata eseguita sulla emoglobina nativa col metodo di Bover
al p-idrossimercuri-benzoato (8) e col metodo di CorLE, STEIN ¢ Moore (9),
per reazione con la iodoacetamide e successiva determinazione della car-

bossimetileisteina.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nella fig. 1 sono riportati gli spettri di adsorbimento nel visibile tra
500 e 700 my dell’emoglobina nativa e del derivato HiCN in tampone fo-
sfati 0,01 M pH 6,6.

Il quadro della sedimentazione della HiCN dimostra la presenza di un
solo componente con fronte di sedimentazione apparentemente omogeneo
e simmetrico e con una costante di sedimentazione Sy.,, = 4,15.

Dalle misure della viscosita eseguite & stato ricavato il valore della visco-
sita intrinseca [ ] = 0,025.

Il peso molecolare della emoglobina & stato calcolato dai valori della
costante di sedimentazione e della viscosita intrinseca applicando I'equa-
zione di SCHERAGA ¢ MANDELKERN (10). Assumendo per B il valore 2.16.106

e per V, volume parziale specifico della proteina, il valore di 0,737 calcolato
in base alla composizione in aminoacidi riportata in seguito il peso mole-
colare & risultato essere di circa 68000.

Nella fig. 2 & rappresentato una tipica curva della denaturazione alca-
lina seguita nei primi 10" dall’inizio della reazione. Sono state usate solu-

zioni di HiCN poiché recentemente Huenns (11) ha ottenuti buoni risultati

Ann. Ist. Super. Sanite (1965) 1, 171-180.
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usando questo derivato in alcune sue ricerche su vari tipi di emoglobine e su
ibridi da esse derivati. Il grafico non ha andamento esponenziale, pertanto
se si facesse l'ipotesi che una emoglobina omogenea si denaturi con una

10 .
an.
034 ) Hb Axolotl
na-i
07-
06
054
04
|
034
02
a1
450 475 500 S50 600 700 80O Amu
Fig. 1. — Spettri di assorbimento nel visibile.
linea tratteggiata: HiCN
linea continua: Hb nativa
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Fig. 2. — Curva della denaturazione della emoglobina di axolotl

eseguita con NaOH 0,025 N,
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cinetica di 1° ordine si potrebbe concludere che I'emoglobina di Axolot]
¢ composta di due frazioni con alcali resistenza diversa.

I risultati degli esperimenti di elettroforesi su gel di amido sono ripor-
tati nella fig. 3. Sono rappresentate due emisezioni di una stessa piastrina
colorate una con amido Schwartz e I’altra con benzidina: & evidente la pre-

Fig. 3. — Elettroforesi su gel di amido di emoglobina di axolotl.

Meta superiore: colorazione con benzidina
Meta inferiore: colorazione con amidoschwartz,

senza di due componenti di natura emoglobinica a differente mobilita elet-
troforetica dei quali il pit veloce ha una netta prevalenza quantitativa; gli
esperimenti di cromatografia analitica su CMC hanno confermato questo
risultato (fig. 4): a parte le proteine non emoglobiniche che emergono con
le prime frazioni sono infatti presenti due componenti dei quali quello che
emerge a un pH piu basso ha una netta prevalenza quantitativa.

La composizione in aminoacidi della emoglobina totale di axolot]l &
riportata nella tabella 1. E stato eseguito il caleolo dei residui di ciascuno

Ann, Ist. Super. Sanita (1965) 1, 171-180.
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degli aminoacidi presenti assumendo un peso molecolare di 68000 ed & stato
trovato che sono presenti 587 residui per molecola di emoglobina, pari a
147 residui per sub-uniti, qualora si ammetta che ciascuna molecola sia com-
posta di quattro catene polipeptidiche. Nel caso della treonina e della se-
rina che vengono parzialmente distrutte durante l'idrolisi acida i risultati
riportati nella tabella sono stati ottenuti estrapolando linearmente al tempo

80,

7.0

pH

6.0 —_— o

80

7.04

A

6.0-

50

0.0 4150

4.0-

304

20

50 100 150 200 250 300 350

Volume effluente (ml)

Fig. 4. — Cromatografia su colonna di CM -
cellulosa.

0 le rese ottenute nei vari tempi di idrolisi: analogo procedimento & stato
seguito per il calcolo dell’azoto amidico.

Nel calcolo dei recuperi della valina e della isoleucina non ¢ stato te-
nuto conto del tempo di idrolisi di 20 h perché, come @ noto, la rottura dei
legami peptidici di questi aminoacidi richiede un tempo di idrolisi piu pro-
lungato. T dati riguardanti il triptofano rappresentano la media dei risultati
ottenuti con il metodo spettrofotometrico diretto e con il metodo della N-
bromosuccinimide su quattro campioni. I valori per tutti gli altri aminoacidi
sono stati dedotti dalla media dei risultati ottenuti nei vari tempi di idrolisi.

Il calcolo dei residui & stato effettuato partendo dalla media dei ricu-
peri degli aminoacidi stabili: acido aspartico, acido glutammico, glicina,
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alanina, leucina, fenilalanina, lisina ed arginina. Sono stati calcolati i rap-
porti molari tra questi aminoacidi, ed i loro recuperi sono stati corretti in
base ai rapporti molari calcolati: da questi valori & stato derivato un equiva-
lente minimo molare per ciascuno degli aminoacidi stabili ¢ la media degli
equivalenti minimi molari ottenuti & stata impiegata per calcolare i rapporti
molari di tutti gli aminoacidi. Il recupero dell’azoto & stato calcolato par-
tendo dai valori ottenuti nelle determinazioni eseguite con il micrometodo
di Dumas sulla soluzione di emoglobina prima dell’idrolisi e su aliquote dei
vari campioni dopo I'idrolisi acida: come risulta dalla tabella il ricupero
dell’azoto & del 101 9, se si tiene conto nel calcolo anche dell’azoto contenuto
in 7 residui di triptofano ed in 4 eme. Il recupero ponderale & stato tuttavia
pitt basso essendo dell’86,97 %, ; questo fenomeno potrebbe essere spiegato
con la capacita delle proteine di legare gli anioni del tampone salino durante
I'eluzione dalle colonne cromatografiche ; bassi ricuperi ponderali nelle ana-
lisi degli aminoacidi sono stati riscontrati anche da EpmMunpson e Hirs (12)
da CramrronN, Moore e STEIN (13) e da LEvy, GEscuwinD e L1 (14) e da
noi stessi in un altro esperimento sulla emoglobina di rana (15). Il numero
dei residui, 587, non si discosta sensibilmente da quello della emoglobina
umana, 574, ed & praticamente uguale a quello della emoglobina di rana
esculenta, 584 (15). Tuttavia notevoli differenze con I’emoglobina umana
esistono nel contenuto in amidi ed in aminoacidi basici, le amidi sono infatti
44 nell’emoglobina di axolotl e 28 nell’emoglobina umana, e gli aminoacidi
basici sono rappresentati complessivamente da 107 residui nella emoglobina
di axolotl e da 94 nella emoglobina umana ; altre differenze di rilievo esistono
per quanto riguarda la prolina, 14 residui, contro 28 residui nell’emoglobina
umana, ed il contenuto in aminoacidi solforati metionina e cistina, 35 residui
contro 12 residui complessivi nell’emoglobina umana. Il numero di gruppi
SH «reattivi » trovato per I’emoglobina di axolotl & stato in media nei nostri
esperimenti di circa 12 per molecola. E noto che il problema della determi-
nazione dei gruppi SH reattivi in una proteina & piuttosto complesso, non
esistendo un metodo sufficiente, da solo, a fornire informazioni conclusive :
pertanto & opportuno usare, per una stessa proteina, metodi basati su diffe-
renti reazioni.

Nel presente esperimento con il metodo di Boyer al p-idrossimercurio
benzoato sono stati titolati 12 gruppi SH reattivi e con il metodo di CoLk,
STEIN ¢ MOORE sono stati determinati 12 residui di carbossimetilcisteina
per mole di emoglobina nativa.

Gli Autori ringraziano vivamente i Sigg. Luict MancionE, Grunio
Prccr e GIANCARLO SEVERINI per la preziosa ed intelligente assistenza
tecnica.

16 marzo 1964,
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L’emoglobina di anfibi

III. — Caratterizzazione della emoglobina di Rana esculenta: proprieta
chimico-fisiche e composizione in aminoacidi.

Leonarpo TENTORI, Geroramo VIVALDI, Savvatore CARTA,
AnNa M. SALVATI (*), MarieLna SORCINI (*) e Sterania VELANI (%)

Laboratori di Biologia

Riassunto. — L’emoglobina di Rana esculenta & stata purificata me-
diante cromatografia su carbossimetilcellulosa. Sono state studiate alcune
caratteristiche chimico fisiche della emoproteina per la quale ¢ stato calcolato
un peso molecolare di circa 68.000, ed & stato determinato il contenute di
gruppi -SH reattivi.

Con metodi elettroforetici e cromatografici I'emoglobina di Rana escu-
lenta & stata risolta rispettivamente in cinque ed in tre componenti omogenei,

La composizione in aminoacidi della emoglobina totale e dei tie compo-
nenti isolati cromatograficamente & stata determinata con il metodo di
SPACKMAN, STEIN e MoOORE.

Summary. — The hemoglobin from adult male Rana esculenta has been
purified through carboxymethylcellulose chromatography. Some physico-
chemical properties of the hemoprotein have been studied, its molecular
weight, as calculated by means of the Scheraga and Mandelkern equation,
lies around 68,000; contents of the -SH reactive groups have been
determined. Rana esculenta hemoglobin has been resolved respectively
into five and three heme-containing homogeneous components by starch
gel electrophoresis and by carboxymethylcellulose chromatography.

Aminoacid composition of unfractionated hemoglobin and of the
three chromatographically separated components was determined by the
SpacEMAN, STEIN and MOORE technique.

I dati fino ad oggi pubblicati sulla emoglobina di anfibi riguardano alcune
caratteristiche fisico-chimiche ed alcune differenze funzionali fra le emoglo-
bine di individui allo stadio larvale e di individui adulti.

(*) Borsista dei Laboratori di Biologia.
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La costante di sedimentazione delle emoglobine di Salamandra macu-
losa. di Rana temporaria, di Bufo valliceps e di Bufo viridis & stata determi-
nata da SVEDBERG (1) e confermata per la Rana catesbeiana da Riccs (%)
e da TRADER e coll. (?) i quali hanno studiato anche la sedimentazione delle
emoglobine di Rana grylio, di Rana pipiens e di Xenopus laevis. Queste ri-
cerche hanno permesso di stabilire che le emoglobine studiate hanno un peso
molecolare di circa 68000, e che presentano in genere, ad eccezione della rana
temporaria, un secondo componente a peso molecolare doppio e, nel caso
del Bufo valliceps, un terzo componente a peso molecolare quadruplo.

Altre caratteristiche studiate sono 1’assorbimento a 291 my (%) e la mo-
bilita elettroforetica su carta (%).

Dal punto di vista funzionale Rices (1) ha messo in evidenza che 'emo-
globina di girino di Rana catesbeiana ha una curva di equilibrio con 'ossi-
geno differente da quella dell’emoglobina dell’individuo adulto: ambedue
hanno un andamento sigmoide, ma solo per ’emoglobina di Rana catesbe-
iana adulta & possibile mettere in evidenza I'effetto Bohr. A queste diffe-
renze funzionali corrispondono alcune differenze nella mobilita elettrofo-
retica e cromatografica, nella denaturabilita agli alcali, nella biosintesi, nel
contenuto di gruppi SH-reattivi e nelle curve di sedimentazione all’ultra-
centrifuga (5, 7, 9).

Molto recentemente Bacrion: e SPARKS (¥) hanno pubblicato uno studio
sulla differenziazione della emoglobina della Rana catesbeiana nel quale
vengono riportati dati sulla eterogeneita della emoglobina, sul quadro pep-
tidico dell’idrolizzato triptico e sulle catene peptidiche.

Nel presente lavoro vengono esposti i primi dati relativi alla caratte-
rizzazione della emoglobina di Rana esculenta adulta.

PARTE SPERIMENTALE

Emeoglobina. — Sono state usate rane di sesso maschile della specie
Rana esculenta L. Il sangue & stato prelevato mediante puntura cardiaca
e raccolto su soluzione ACD a 4°, Gli eritrociti sono stati separati dal plasma
per centrifugazione a 1500 x g per 10’ e lavati 4 volte con soluzione salina
isotonica 0,5 ©/go. L’emolisi & stata ottenuta con aggiunta di 2 volumi di
H,0 e 0,4 volumi di tetracloruro di carbonio; la soluzione di emoglobina &
stata separata dal coagulo gelatinoso mediante centrifugazione a 2500 x g
per 20" e dagli stromi con una ulteriore centrifugazione a 20.000 > g per 30°.
Tutte le operazioni di centrifugazione sono state eseguite alla temperatura
di 49. L’emoglobina nativa cosi ottenuta & stata trasformata nel derivato
cianometa (HiCN) aggiungendo 2 gocce di K; Fe (CN), al 5 9, e, dopo 15,
due gocce di KCN al 10 9,. Le soluzioni di Hb nativa ¢ di HiCN sono state

di volta in volta controllate allo spettrofotometro BECKMAN registratore e
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la loro concentrazione ¢ stata determinata prelevando una aliquota di esse
¢ determinandone il peso secco dopo permanenza in stufa a 110° per due
ore; nella determinazione si teneva conto, quando necessario, del peso secco
dei sali presenti nel tampone.

Separazione della emoglobina dalle proteine non emoglobiniche presenti
nell’emolizzato. — B stata usata la cromatografia su colonne di carbossi-
metilcellulosa (CMC) di 1 < 20 e¢m equilibrate con tampone fosfati 0.01 M
pH 6.6 contenente lo 0,1 °/;, di KCN quando si operava sulla HiCN. I cam-
pioni di emoglobina opportunamente dializzati venivano adsorbiti sulla
colonna: I’eluzione delle proteine non emoglobiniche era completa con 75 ml
dello stesso tampone fosfati pH 6.6, 'eluzione della emoglobina veniva allora
ottenuta con 50 ml di tampone fosfati 0,1 M pH 7.8. Tutte le operazioni
sono state eseguite alla temperatura di 4°.

Determinazione dell'azoto. — Le determinazioni dell’azoto sono state
eseguite con il micrometodo di Dumas (Coleman mod. 29 Nitrogen Analyzer).
Sono state usate soluzioni di emoglobina con concentrazioni tra I'l ed il
5 9%. Aliquote di 50-200 pl di queste soluzioni venivano deposte in navette
di alluminio e portate a secco in stufa a 110° per due ore. Dopo la deter-
minazione del peso secco eseguita detraendo, quando necessario, il peso dei
sali contenuti nel tampone, le stesse navette venivano usate per la deter-
minazione del contenuto in azoto.

Spettri di assorbimento. — Gli spettri di assorbimento sono stati deter-
minati mediante lo spettrofotometro BECKMAN registratore mod, DK2 nel
visibile fra 700 e 500 my. e nell’U.V. fra 340 e 240 my su soluzioni di Hb
nativa in acqua e su soluzioni di HiCN in tampone fosfati 0,01 M pH 6,6
contenente lo 0,19/,, di KCN.

Esperimenti di sedimentazione e viscosimetria (*). — Gli esperimenti di
sedimentazione sono stati eseguiti in ultracentrifuga Spinco mod. E con solu-
zioni di HiCN, alle concentrazioni di 0,15, 0,30 e 0,50 9%, in tampone fosfati
0,1 M pH 7,2: le corse sono state eseguite a 59780 rpm, a 20, nella cella
standard di 12 mm; & stato usato un filtro rosso per eliminare I'esposizione
irregolare dovuta al colore della emoglobina ; le lastre fotografiche sono state
lette con un microcomparatore.

Le misure di viscosimetria sono state eseguite su soluzioni di HiCN alle
concentrazioni di 1, 1,5 e 3 9%, in tampone fosfati pH 7,2, 0,01 M alla tempe-
ratura di 20° con un viscosimetro tipo Ostwald, a capillare allungato con
tempo di scorrimento di 260",

(*) Gli esperimenti di sedimentazione sono stati eseguiti nei Laboratori di Fisica del-
I'Istituto. Ringraziamo il prof. Mario Ageno per l'ospitalita e la d.ssa Clara Frontali, che
ha effettuato le misure, per la cordiale collaborazione.
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Denaturazione con alcali. — Sono state usate soluzioni di HiCN alla con-
centrazione dello 0,1 9. Il fenomeno della denaturazione alcalina & stato
seguito con il metodo spettrofotometrico descritto in una precedente pubbli-
cazione (7).

Elettroforesi. — Gli esperimenti di elettroforesi su gel di amido sono
stati eseguiti con la tecnica di SmITHIES (') con sistema di tamponi secondo
Huisman (1) (tris EDTA borato 0,03 M pH 9 per il gel e borato 0.3 M, pH
9 per gli elettrodi) con un gradiente di voltaggio di 15 v/cm su22 cm per Th
alla temperatura di 5° ottenuta con una piastra di Perspex raffreddata a
mezzo di circolazione di acqua (!?). Sono state usate soluzioni di HiCN alla
concentrazione del 2,5 9.

Cromatografia. — Gli esperimenti di cromatografia sono stati eseguiti
in camera fredda a 4° con carbossimetilcellulosa (CMC) preparata secondo
PETERSON e SOBER (*). Sono state usate colonne di 50 x 1 em equilibrate
con tampone fosfati 0,01 M pH 6.6 contenente lo 0,1 ¢/, di KCN. T campioni
contenenti circa 150 mg di HiCN sono stati dializzati contro il suddetto
tampone ed il pH finale & stato corretto a 6.6 quando necessario.

La soluzione dializzata & stata adsorbita sulla colonna senza applica-
zione di pressione esterna. L’eluzione & stata eseguita con un gradiente con-
tinuo del pH del tampone fosfati a molarita costante con un sistema aperto
a 3 bottiglie : ciascuna bottiglia conteneva 100 ml di tampone fosfati 0,01 M
contenente lo 0,19/, di KCN: il toampone limitante aveva pH 8,0 ed era
contenuto nelle prime due bottiglie del sistema, la terza bottiglia conteneva
il tampone iniziale a pH 6,6 il flusso costante di 10 ml per ora era ottenuto
per mezzo di una micropompa dosatrice. Il procedere del frazionamento &
stato seguito con un apparecchio Uvicord a registrazione continua della
trasmissione alla lunghezza d’onda di 253 my ; sulle frazioni di 3 ml ciascuna
venivano determinate la densita ottica a 415 my in uno spettrofotometro
Beceman DU, ed il pH al pHmetro Radiometer PHM 23. Le frazioni corri-
spondenti a ciascuno dei componenti isolati cromatograficamente sono state
riunite e concentrate mediante ultrafiltrazione prima di essere usate per gh
ulteriori esperimenti. '

Preparazione della globina. — La globina & stata preparata secondo il
metodo di AxsoN e MirskY modificato da Rossi-FANELLI e coll. (%). A
soluzioni di emoglobina al 3 9, in acqua, a 49, sono stati aggiunti 40 volumi
di acetone e in due riprese a distanza di 15 ora, 8 em?® di HCI N per litro di
acetone. Il precipitato & stato raccolto per centrifugazione a —20° per
30" a 1800 x g e lavato 3 volte con la stessa miscela acetone -HCL Il pro-

dotto finale, essiccato, & stato conservato a —200°,

(*) Fornita daila Ditta Serva - Entwicklungslabor - Heidelberg.
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Analisi degli idrolizzati.— A 0,5—1 ml di soluzione di HiCN, su una ali-
quota della quale era stato determinato il peso secco (mg 8-10 di proteina)
ed il contenuto di azoto, veniva aggiunto un egual volume di HCl Mallin-
ckrodt, a punto di ebollizione costante. L’idrolisi & stata eseguita in fiale
saldate sotto un vuoto di 10-15 x 107* mm Hg in stufa a 110° per 20 h, 50 h
¢ 70 h; per ciascun tempo di idrolisi & stato allestito un doppio campione.
Gli idrolizzati sono stati evaporati a secco sotto vuoto in presenza di KOH
in gocce, a temperatura ambiente ed il residuo secco disciolto in 1 ml di H,0
distillata. Una aliquota di questa soluzione & stata usata per la determina-
zione del peso secco e dell’azoto ; il rimanente & stato opportunamente diluito
in tampone citrato 0.2 N pH 2.20; aliquote di questa soluzione venivano
usate per la determinazione del contenuto di aminoacidi. La composizione
in aminoacidi degli idrolizzati & stata determinata col metodo di Spackman,
STEIN e MooRrE (1*) con un Aminoacid Analyzer Beckaman Spinco Mod. 120.

Il contenuto di triptofano & stato determinato sulla proteina intera sia
con il metodo spettrofotometrico diretto di Goonpwin e Morron (1%) che
con il metodo della N-Bromosuccinimide di Rao e Cama (15).

Determinazione dei gruppi SH-reattivi. — La determinazione dei gruppi
SH-reattivi & stata eseguita sulle emoglobine native e sulla HiCN col metodo
di BoyEer al p-idrossimercuri-benzoato (") e sulla emoglobina nativa con
il metodo di Core, STEIN ¢ MooRE ('8), per reazione con la iodoacetamide e
successiva determinazione della carbossimetilcisteina.

Digestione enzimatica. — La HiCN ¢ stata digerita completamente per
azione di enzimi secondo il metodo deseritto da Hrun e Scamior (19). Sono
stati usati mercuri-papaina Worthington con attivita specifica = 5, Leu-
cin-aminopeptidasi preparata da rene di maiale secondo il metodo di Hirw e
coll. (?%) con C, = 25 e Prolidasi preparata da rene di maiale secondo il
metodo di Davis e Smitn (¥) con C, = 2. Il digerito finale & stato diviso
in tre aliquote: la prima & stata usata per la determinazione del peso secco e
del contenuto di azoto, la seconda per I'analisi degli aminoacidi presenti
nellidrolizzato enzimatico, la terza & stata sottoposta ad idrolisi con HCI
2 N (preparato da HCI distillato tre volte su vetro) in tubo chiuso sotto un
vuoto di 10-15 x 1072 mmHg in stufa a 110° per 6 ore e quindi anche essa
analizzata per la composizione in aminoacidi.

RISULTATI

Il quadro della sedimentazione della HiCN totale dimostra la presenza
di un solo componente con fronte di sedimentazione apparentemente omo-
geneo e simmetrico. Le costanti di sedimentazione sono in funzione della
concentrazione della proteina: sebbene il colore della emoglobina impedisca
I'effettuazione di misure di sufliciente precisione al di sopra di una concen-
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trazione di 5 mg per ml, mediante estrapolazione a diluizione infinita & stato
possibile calcolare il valore di S5j., = 4,69. Nella tabella I sono riportati
i valori di Syg, relativi alle diverse concentrazioni di emoglobina usate
nell’esperimento. Le misure viscosimetriche hanno permesso di determinare
la viscosita intrinseca (7| = 0,025.

"

TaBeELLA 1

Relazione tra la concentrazione e la costante di sedimentazione della emoglobina
totale di rana in soluzione tampone fosfati 0,1 M pH 7,2

Concentrazione ' 5
o/ 200w
o
0,15 \ 4,58
0,30 ‘ 4,48
0,50 f 4,34 1

Il peso molecolare della emoglobina totale, caleolato dalla costante di
sedimentazione Sy, e dalla viscositd intrinseca secondo 'equazione di
SCHERAGA ¢ MANDELKERN (%) & risultato = 68000. Per 2 & stato as-
sunto il valore di 2.16.10%, mentre il volume parziale specifico della proteina
V = 0,736 & stato calcolato in base alla composizione in aminoacidi ripor-
tata nella tabella.

Il fenomeno della denaturazione alcalina & stato studiato adoperando
come soluzione denaturante NaOH 0,025 N: tale concentrazione si & dimo-
strata la pii conveniente per una migliore riproducibilita dei dati. Una ti-

pica curva di denaturazione & rappresentata nella fig. 1. Tl grafico non ha
Hb non denaturata ©/,

100
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Fig. 1. — Curva di denaturazione della emoglobina di rana.
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andamento esponenziale, pertanto se si facesse I'ipotesi che una emoglobina
omogenea si denatura con una cinetica di primo ordine si potrebbe conclu-
dere che I’emoglobina esaminata presenta due frazioni con alcali resistenza
diversa.

Con gli esperimenti di elettroforesi su gel di amido & stata ottenuta la
separazione di cinque componenti di natura emoglobinica; tre di essi pre-
valgono quantitativamente mentre il componente pitt rapido ed il compo-
nente pin lento sono presenti in piccola quantita (fig. 2).

Fig. 2. — Elettroforesi su gel di amide di emoglobina di rana in confronto con
la emoglobina umana. La emoglobina umana appare in alto in ciascuna
delle due emisezioni della piastra di gel. L’emisezione superiore & stata
sviluppata con benzidina, 'emisezione inferiore con amido schwartz,

Sebbene la maggior parte degli esperimenti, come quello rappresentato
nella figura, siano stati eseguiti sul « pool » del sangue di un gruppo di rane,
alcuni esperimenti sono stati condotti sulla emoglobina proveniente da sin-
goli individui: il quadro elettroforetico su gel di amido non ha presentato
variazioni; c¢id dimostra che la presenza dei cinque componenti non & il risul-
tato dell’unione, nello stesso campione, di emoglobine provenienti da varieta
diverse di Rana esculenta, né di differenze individuali dovute ad altre cause.

Nella fig. 3 & rappresentata una tipica curva di eluzione della HiCN di
rana ottenuta per cromatografia su colonna di CMC con gradiente continuo
del pH del tampone fra 6,6 ¢ 8. Le proteine non contenenti eme vengono
eluite molto rapidamente dai primi 50 ml di tampone; la loro presenza viene
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svelata dalla registrazione della trasmissione alla lunghezza di onda di 253
my; per chiarezza nella figura sono rappresentati solo i valori delle misure
effettuate a 415 my. La HiCN viene risolta in tre componenti che emergono
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Fig. 3. — Curva di eluzione della HiCN di rana da cro-
matografia su colonna di CMC.
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Fig. 4. — Ricromatografia delle emoglobine I. II, I1I separate nell’esperimento
della fig. 3.
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a pH 7,37, 7,50 e 7,61 rispettivamente, in rapporti quantitativamente equi-
valenti; il ricupero della emoglobina (determinato spettrofotometricamente)
& di circa 1'80-85 9.

La omogeneita cromatografica dei tre componenti separati & stata di-
mostrata con un esperimento di ricromatografia. Con opportuni tagli sono
state raccolte separatamente le frazioni di effluente corrispondenti ai tre
componenti; dopo dialisi e concentrazione per ultrafiltrazione ciascuno dei
tre componenti & stato separatamente sottoposto a cromatografia sulla stessa
colonna e nelle stesse condizioni usate nell’esperimento originale. T risultati
ottenuti (fig. 4) dimostrano che ciascuno dei componenti si comporta come
una specie molecolare omogenea.

Una aliquota della soluzione concentrata di ciascuno dei tre compo-
nenti & stata dializzata e sottoposta ad elettroforesi su gel di amido; I'espe-
rimento (fig. 5) ha dimostrato che i tre componenti principali che vengono

Fig. 5. — Elettroforesi su gel di amido delle emoglobine separate cromatogra-
ficamente. Dall’alto in basso: emoglobina totale, I componente, II
componente e IIT componente. Sviluppo con benzidina.

separati mediante D’elettroforesi corrispondono ai tre componenti cromato-
grafici; precisamente il primo componente cromatografico corrisponde alla
frazione principale veloce, il secondo ed il terzo corrispondono alla seconda
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ed alla terza rispettivamente, in ordine di mobilita, delle frazioni principali
separate per elettroforesi; delle frazioni elettroforetiche minori, la piu lenta
& contenuta nel terzo componente cromatografico, mentre la piu veloce non
viene svelata nelle condizioni sperimentali impiegate.

I’emoglobina totale e le preparazioni del I, del IT e del III componente
sono state sottoposte a digestione acida e successivamente all’analisi quanti-
tiva per il contenuto in aminoacidi, i risultati sono riassunti nelle tabelle 2,
3, 4 e 5 rispettivamente.

TaBELLA 2
: 1 EMOGLOBINA TOTALE DI RANA ‘
. | '
F tGrammigl&jamino !R‘”“dm ai n.rmno—| dl\ium?so_ ’ dk;um?czioi [
E | per 1gl§lgrammx ! pe;llgomg;a{ﬁni [?am“;ﬁatlin ‘ ai_l’ri?]?q;(‘) \i
. : di proteina | {grammi) ‘ per P. M. = 68000 ‘ pin vicino r
w .‘ ‘ l \'
Lisina . . . . | 8,21 | 7,20 40,75 | 41 f
Istidina . . .| 11,22 | 9,92 52,20 | 52 .
| NNEH: . . . .| 1,17 | 48,72 | (49) |
Argirine . 4,12 | 3,60 | 17,04 | 17 !
Asparagina o | 10,65 1 9,21 | 58,48 | 58 l

Treonina - 3,49 ! 2,96 : 21,32 |‘ 21

| Serina . 4,05 3,23 | 28,79 | 29

| Glutamina . . | 8,85 .97 . 44,03 \‘ 44
| Prolina . . . 3,39 2,86 | 21,48 | 21 .
Glicina . . .| 3,89 | 2,96 | 37,95 | 38 |
Alanina . . .| 9,02 j 7,20 { 74,02 | 74 I
Cistina 1 . . .| 1,08 0,92 | 6,18 | 6 |
Valina . . . .| 6,50 5,50 38,06 38 ;
Metionina . . 0,7 ‘ 0,64 | 3,59 | 1 :
Isoleucina . . . | 3,14 | 2,71 | 16,64 17 ,
Leucina . . . 12,36 ‘ 10,66 | 68,74 i 69 '
Tirosina . . . | 4,92 4,43 | 19,93 | 20 i
Fenilalanina . . 7,06 ; 6,31 30,48 | 30 |
Triptofane . . | 1,25 | 1,14 | 4,88 | 5 ,
Totale . . . .| 105,10 | 89,31 | | |
Eme . . . . .| 3,63 | 3,63 [ { I
Torae . . .| 108,73 | 92,94 i | '

Nel caso della treonina e della serina, che vengono parzialmente distrutte
durante l'idrolisi acida, i risultati riportati nella tabella sono stati ottenuti
estrapolando linearmente al tempo O le rese ottenute nei vari tempi di idro-
lisi; un analogo procedimento & stato seguito per il calcolo dell’azoto amidico.
I wvalori per 'asparagina e la glutamina riportati nella tabella rignardante
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I’emoglobina totale sono stati calcolati in base ai risultati ottenuti dalla di-
gestione enzimatica della proteina e sono in ottimo accordo con il dato del-
1’azoto amidico.

Infatti, come risulta dalla tabella 2 i valori trovati sono di 32 residui
per mole per 'asparagina e 17 residui per la glutamina; la loro somma, 49

TABELLA 3

EMOGLOBINA DI RANA, PRIMO COMPONENTE |

| Residui di amino- G N Samea |

|

|

i Grammidiamino-

idi =y dei residui dei residui
' per I(?UO lg('rlammi De:l_lIOU Ogtzg?l.n;m! gillc'-.?)s]atlil ‘ uelll'li.{ziﬂterl(;1 |
di proteina | (ggfmm;; per P. M. = ﬂSlJDOJ piu vicino |
| \ |

[ \ \ 1 - '
Lisina ‘ 7,45 | 6,53 39,39 | 39 1

l Istidina 10,72 \ 9,48 ‘ 53,20 | 53 |
N.NH: 1,27 53,71 (54)

[ Aveieiin ‘ 3,86 | 346 17,06 | 17 }
Asparagina 9,30 8,04 53,81 ‘ 54 |
Tesasls « « o | 3,29 | 2,79 | 21,32 21
Serina . . . .| 4,23 3,51 | 32,48 | 32
Glutamina 9,05 ‘ 7,94 47,41 ‘ 47
Prolina ! 2,80 | 2,36 | 18,68 | 19 _

| Glicina 3,73 \ 2,84 ‘ 38,27 \ 38 1
Alanina \ 8,60 6,86 74,42 ‘ 74
Cistina 1 . 0,98 0,83 | 6,20 6 '
Valina . . . .| 5,84 ‘ 4,94 | 38,48 | 38 |
Metionina . . | 0,53 | 0,47 | 2,74 | 3 ‘

i . . . ’ 2! 6 ]

‘ Isolefxcma | 3,20 | 7 \ 18,78 | 19 ‘
Leucina 11,73 10,12 68,83 69 |

‘ Tirosina ‘ 4,60 ‘ 4,14 ‘ 19,49 ! 19 |

| Fenilalanina 6,9 | 6,25 | 31,78 | 32 }

|

Triptofano | 1,57 1,43 1 5,99 6 '

| Towle . . . .| 997 | 84,75 ' |
Eme . | 3,63 | 3,63 | | 1

} Torkss 103, \ 88,38 | 1 586 |
| | I

residui, corrisponde esattamente al numero di residui di azoto amidico cal-
colato mediante estrapolazione al tempo O dei dati ottenuti nel corso delle
analisi degli aminoacidi. Nel calcolo dei recuperi della valina e della isoleu-
cina non & stato tenuto conto dei dati ottenuti con un tempo di idrolisi di
20 ore poiché, come & noto, la rottura dei legami peptidici di isoleucina e
valina richiede un tempo di idrolisi piu prolungato.

I dati riguardanti il triptofano rappresentano la media dei risultati
ottenuti con il metodo spettrofotometrico diretto e con il metodo della N-

18 Ann. Ist. Super. Sanita (1965) 1, 181-187.



192

bromosuccinimide su quattro campioni di ciascuna preparazione ; i due diffe-
renti metodi hanno fornito risultati molto omogenei.

Il calcolo dei residui & stato effettuato partendo dalla media dei recu-
peri degli aminoacidi stabili acido aspartico, acido glutamico, glicina, ala-
nina, leucina, fenilalanina, lisina, arginina; sono stati calcolati i rapporti

TABELLA 4

i | N
{ | EMOGLOBINA DI RANA, SECONDO COMPONENTE
|

di proteina, di proteina

[ P 3 I
Grammi diaminos.| Residui di amino- N G v e
| ) acidi | o I(?i.;:m]!amnli } lli\llﬁll[l‘t]l?u l'l(i\l]ﬁlstullill
| Per 100 grammi | P° gral | calcolnti all'intero
|

(grammi) per P. DL = 68000 pint vicino
| \

i T

|

|

|

; ;

| |

LS |

i 1

. Lisina . 7,50 } 6,58 ! 39,02 : 39 ;
| Istidina ! 10,45 9,24 | 51,22 | 51 1
| N-NH: | 1,18 | ] 51,12 | (1) i
| Arginina ? 3,65 \ 3,27 | 16,00 ; 16 |
Asparagina | 9,95 | 8,60 | 57,07 | 57 |
Treomina . . .| 3,24 | 2,75 w 21,56 ; 22 |
. Serina 3,72 i 3,08 1‘ 28,00 | 28 l
| Glutamina , 8,06 | 7,07 | 41,76 | 49 \
| Proliua | 2,73 | 2,30 | 18,05 | 18 |
| Glicina : 3.65 | 2,78 | 37,17 | 37 t
| Alanina . : 8,35 | 6,66 | 71,61 : 72 l
Cistina 14 . | 1,28 | 1,00 | 8,20 | 8 [

| Valina ' | 5,55 | 1,70 | 37,07 | 37 !
| Metionina " 0,81 | 0,70 | 4,20 | 1 |
| Tsoleucina ol 2,86 i 2,47 | 16,68 } 17 \
| Leucina ;| 11,68 t 10,08 : 68,00 | 68 |
: Tirosina . 4,83 | 4,35 | 20,10 : 20 |
| Venilalanina . . | 6,70 5,99 | 30,24 | 30 ;
I Triptofano i 1,83 1,19 | 4,88 | 5 H
| Totale x 97,47 | 82,01 | : i
: Eme | 3,63 { 3,63 | I l
: Torare . i 101,10 t 86,54 : 871 :

molari fra questi aminoacidi ed i loro ricuperi sono stati corretti in base ai
rapporti molari, da questi valori & stato derivato un equivalente minimo
molare per ciascuno degli aminoacidi stabili ¢ la media degli equivalenti
minimi molari cosi ottenuti & stata impiegata per calcolare i rapporti molari
di tutti gli aminoacidi.

Il recupero dell’azoto & stato calcolato partendo dai valori ottenuti
nelle determinazioni eseguite con il micrometodo di Dumas sulla soluzione
di emoglobina prima della idrolisi acida e su ciascun campione dopo l'idro-
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lisi; in tutte le analisi eseguite & stato ottenuto un ricupero oscillante fra il
98 ed il 101 9%,. Il ricupero ponderale & stato tuttavia piu basso; questo fe-
nomeno potrebbe essere spiegato con la capacita delle proteine di legare gli
anioni del tampone salino durante 1’eluzione dalle colonne cromatografiche,
Bassi ricuperi in peso nelle analisi di aminoacidi sono stati ugualmente

TABELLA 5
‘ EMOGLOBINA DT RANA, TERZO COMPONENTE
Grammi di amino- Resi(lugl‘:'ilgl;unino- Numero , Numero
o 188 S | por 00 gromeny | Aol | st
di proteina (grammi) 1 per P. M. = ﬁsomw pin vicino
| ‘ | l
Lisina . . . . 795 . 6,97 ‘ 39,98 40
istidina " ‘ 11,05 | 9,77 92581 \ 52
NNHe . ¢ . o | 0,81 \ 43,97 | (44)
Arginina 4,03 3,61 16,99 ‘ 17
Asparagina . . ‘ 10,59 9,16 58,46 58
Treonina . . ‘ 4,40 2,89 20,69 21
Serina % g 4,09 3,39 28,38 ‘ 28
| Clomeing . l 8,41 7,38 41,97 | 42
Prolina 2 3wkl 2,95 2,49 18,69 19
| Glicina . . 4 8,17 2,87 36,88 ‘ 37
' Alanina o 8,81 7,03 72,65 73
Cistina 1, . . . 1,01 0,86 6,20 | 6
[ Valina . . . . | 6,29 5,32 | 39,68 | 10
Meltionina i 0,83 0,73 4,10 4
Isoleucina . , . 2,87 [ 2,48 16,19 17
. Leucina 5 8 12,49 10,78 69,86 70
‘ Tirosina . . . 5,03 4,53 20,39 20
Fenilalanina . . 6,94 6,20 30,08 [ 30
Triptofano . . 1,35 1,23 5,10 8
Totale . . . . 102,67 87,69 ‘
\ Effie w o w o« = 3,63 3,63
’ Torate . . . 106,30 91,32 \ 579 5

riscontrati anche da Epmunpson e Hirs (%), da Crampron, MoORE e
StEIN (#) e da LEwy, GEscawinD e Lr (%). Tl confronto fra la composi-
zione in aminoacidi della emoglobina totale e dei tre componenti cromato-
grafici (tab. 2, 3, 4, 5) dimostra una buona corrispondenza dei dati: la
media dei residui di ciascun aminoacido presente in ciascuno dei componenti
& infatti in ogni caso molto vicina ai valori dei residui trovati nella emoglo-
bina totale; anche fra i tre componenti non si osservano differenze sensibili
nella composizione in aminoacidi, solo il primo si discosta in qualche modo
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dagli altri due poiché presenta un pitt basso contenuto di acido aspartico,
ed un maggiore contenuto di serina, di acido glutammico e di isoleucina;
il secondo componente contiene una maggiore quantita di cistina: la scar-
sezza di materiale non ha permesso di controllare il dato mediante la analisi
dopo ossidazione con acido performico.

TABELLA 6

i GLOBINA DI RANA ‘

| |

l Grammi di amino- R“ﬂidu; (:}riif'mi“u' Numero Numero w

| por 100 crommy | Per 00 gammi | Sgreeinl | qisidul |

| di proteina (gggng‘i'}‘”‘ per P. M. = 68000 pitt vicino

| | |
Lisina . . . . ‘ 8,17 | 7,16 | 10,90 | a1

Istidina i 11,18 9,88 52,74 i 53 |
N-NH: . . . . 0,90 ~ 48,92 (49)

Arginina | 4,04 ' 3,62 ‘ 16,97 ‘ 17 |
Asparagina 10,22 ‘ 8,84 56,10 56
Treonina . . . 3,65 . 3,10 ‘ 21,23 \ 21

Serina 4,32 ‘ 3,58 28,96 | 29 |
Glutamina - ‘ 8,87 7,78 44,05 44
Prolina & % @ 3,03 2,56 19,24 19
Glicina \ 3,73 | 2,84 36,38 i 36

Alanina | 8,69 ‘ 6,93 ‘ 70,06 ‘ 70 ;
Cistina 1, . . . 1,06 ‘ 0,90 | 6,42 6
Valina . . . .| 5,88 | 4,93 37,64 | 38

Metionina . ‘ 0,73 0,64 | 3,54 ‘ 4 !

Isoleucina s @i 2,98 ‘ 2,57 17,19 ‘ 17 |

Leucina IR 12,34 i 10,65 | 68,69 l 69 |

Tirosina . . . | 4,98 ! 4,48 20,04 20 I

Fenilalanina . . | 6,83 | 6,10 | 29,82 30 |

Triptofano 3 1521 1,10 4,51 5 |

Totale . . . . | ! l {

Torate . . . | 102,81 [ 87,66 ‘ 575 |

N

La composizione in aminoacidi ¢ stata anche determinata su campioni
di globina preparati dalla emoglobina totale di rana e sottoposti a digestione
acida; i risultati ottenuti sono riportati nella tabella 6; il paragone con i
dati relativi alla emoglobina totale dimostra un buon accordo fra i risultati
delle due differenti analisi. Le differenze piu sensibili riguardano acido aspar-
tico, prolina, glicina, alanina; tuttavia ¢ da tener presente che la globina
di rana si risolve in almeno quattro componenti sotto I’azione dell’urea (26),
& quindi presumibile che la corrispondente emoglobina, come tutte le emo-
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globine conosciute di vertebrati, sia composta di quattro sub-unita, proba-
bilmente ugunali a due due. In questo caso la sola differenza significativa nella
composizione in aminoacidi fra la globina e I’emoglobina riguarderebbe la
alanina, infatti per questo aminoacido risultano 74 residui per la emoglobina
e 70 residui per la globina, corrispondenti alla differenza di 1 residuo per
sub-unité ; in tutti gli altri casi le differenze si risolvono in frazioni di residuo
per sub-unita.

Differenze di questa entita nella composizione in aminoacidi delle emo-
globine e delle corrispondenti globine sono riportate in letteratura (*7).

E noto che il problema della determinazione dei gruppi SH-reattivi
in una proteina & piuttosto complesso non esistendo un metodo sufficiente
da solo a fornire informazioni conclusive: & pertanto opportuno usare sulla
stessa proteina metodi basati su differenti reazioni.

Nel presente esperimento con il metodo di Boyer al p-idrossimercuri-
benzoato sono stati titolati 3,6 gruppi SH reattivi per la emoglobina nativa
e 3,7 gruppi SH reattivi per la cianometaemoglobina ; con il metodo di CoLE
STEIN e MOORE sono stati determinati 3.3 residui di carhossimetilcisteina per

mole di emoglobina nativa.
DISCUSSIONE

L’emoglobina di Rana esculenta adulta & una emoproteina a contenuto
di azoto, calcolato sulla base della composizione in aminoacidi, del 17,44 9
e con un peso molecolare di circa 68000. Gli esperimenti di sedimentazione
hanno messo in evidenza un unico componente a costante di sedimentazione

Spow = 4,69 in accordo con i dati riportati da SVEDBERG per la Rana tem-
poraria; per quello che riguarda il peso molecolare di circa 68000 esiste ac-
cordo completo fra i vari dati riportati in letteratura per gli individui adulti
di Rana catesbeiana, Rana grilio, Rana pipiens ¢ Rana temporaria.

Il calcolo dei residui di aminoacidi presenti nella molecola di questa
emoglobina ha messo in evidenza che il numero totale di questi & assai vicino
a quello della emoglobina umana; del resto dai dati riportati in letteratura
risulta che il numero totale di residui di aminoacidi presenti nelle emoglo-
bine di differenti classi di vertebrati & sensibilmente costante ; evidentemente
il numero totale di residui ¢ una caratteristica costante della molecola delle
varie emoglobine, indipendentemente dal contenuto di ogni singolo amino-
acido che, al contrario, presenta a volte notevoli variazioni da una classe
all’altra. Tl maggiore contenuto di azoto e cosi pure il maggiore peso mo-
lecolare della emoglobina di rana rispetto a quella umana sono dovute
al maggiore contenuto di aminoacidi basici.

L’emoglobina di Rana esculenta adulta & costituita da almeno cinque
componenti dimostrabili all’elettroforesi su gel di amido; I'esame visuale
delle piastre colorate permette di distinguere, fra questi, tre componenti
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maggiori e due componenti minori aventi uno la piu alta ed il secondo la
pitt bassa mobilita elettroforetica; Carerrr e coll. (*) hanno trovato nella
emoglobina di Ranc esculenta adulta solo due componenti; queste differenze
possono essere dovute al fatto che non & stata usata la stessa tecnica negli
esperimenti di elettroforesi.

Nella Rana catesbeiana adulta sono stati descritti recentemente (*)
quattro componenti separati mediante elettroforesi su gel di amido e =su
blocco di amido; dai dati finora acquisiti risulterebbe che 'emoglobina del
genere Rana presenta una maggiore eterogeneita rispetto a tutte le emoglo-
bine di vertebrati fino ad ora descritte, ed anche rispetto alle emoglobine
di altri anfibi sia anuri che urodeli; infatti nel Rospo sono presenti due fra-
zioni elettroforetiche (*%) e nell’Ambystoma tigrinum due frazioni nell’indi-
viduo allo stadio neotenico e tre nell’individuo adulto (*).

Gli esperimenti cromatografici hanno messo in evidenza tre componenti
corrispondenti al tre componenti maggiori separati per elettroforesi: 1'in-
tervallo di pH che permette I'eluzione di questi componenti & piuttosto ri-
stretto essendo compreso. nelle presenti condizioni sperimentali, fra pH
7.3 ¢ pH 7.7; non é quindi stato possibile ottenere una netta separazione dei
tre componenti poiché le code dei picchi risultano sovrapposte; & probabile
che I'eluzione dei due componenti minori osservati negli esperimenti di elet-
troforesi venga appunto nascosta nelle regioni della curva di eluzione com-
presa fra i picchi principali; il componente minore piu lento viene infatti
messo in evidenza sottoponendo ad elettroforesi su gel di amido il terzo
componente cromatografico: non & stato inveee possibile localizzare il com-
ponente minore pitt veloce, la cui scomparsa potrebbe essere dovuta alla
bassa concentrazione nella quale esso & contenuto nella emoglobina totale ;
tuttavia esso potrebbe essere eluito con le primissime frazioni del primo com-
ponente cromatografico che, data la loro bassa concentrazione, non sono
state riunite alle altre, o potrebbe essere compreso nei vasti tagli che ¢ stato
necessario compiere nella zona di sovrapposizione delle code per evitare
una eccessiva contaminazione fra un componente e 'altro. D’altra parte
non ¢ stato possibile tentare di migliorare la separazione dei componenti
aumentando la temperatura alla quale gli esperimenti venivano effettuati,
poiché la facile denaturabilita della proteina non permetteva di operare al
di sopra dei 49, I’omogeneita dei tre principali componenti & stata comunque
dimostrata sia mediante la ricromatografia di essi nelle stesse condizioni spe-
rimentali, sia dal fatto che ciascuno di essi & elettroforeticamente omogeneo
e presenta una differente mobilita su gel di amido. Questo comportamento
elettroforetico fa ritenere probabile che la separazione su CM-cellulosa dei
componenti della emoglobina di Rana esculenta sia almeno in parte dovuta
a differenze di carica: in effetti esistono differenze, sia pure lievi, nel conte-
nuto in amidi e nelle composizioni in aminoacidi dei tre componenti.
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Nella emoglobina di Rana catesbeiana adulta sono state messe in evidenza
tre catene peptidiche (*): nell’emoglobina di Rana esculenta & stato invece
possibile mettere in evidenza la presenza di almeno quattro catene polipep-
tidiche, le esperienze su questo argomento sono tuttora in corso allo scopo
di chiarire con una analisi chimica pin dettagliata i rapporti che queste catene
assumono fra loro nella molecola delle varie emoglobine di Rana esculenta.

Gli Autori ringraziano vivamente i Sigg. Luict MancioNE, Grurio Pcar
¢ GIANCARLO SEVERINI per la preziosa ed intelligente assistenza tecnica.
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