56. Nora FRONTALI e G. TOSCHI. — Frazioni subcellulari del tessuto'
elettrico di Torpedo. Aspetto morfologico e distribuzione della
colinesterasi. (*

Riassunto. — Omogenati di tessuto elettrico di Torpedo ocellata in
saccarosio 0,25 M sono stati frazionati mediante centrifugazione diffe-
renziale. Le frazioni sono state esaminate al microscopio elettronico e
confrontate col tessuto intatto. Quest’ultimo mostra un sistema continuo
di tubuli e vescicole, formato da sottili membrane citoplasmatiche, sotto
la membrana cellulare esterna, lungo la faccia dorsale della elettroplac-
ca. Larghi frammenti di questo sistema di membrane, sotto forma di
ammassi di vescicole rotondeggianti, sono il principale costituente di
una frazione (4), che sedimenta a 800 x ¢ e contiene anche i nuclei. I
mitocondri, insieme con una notevole quantitd di vescicole, si raccolgono
m una frazione (B), che sedimenta fra 800 ¢ 3000 x g. La frazione C,
che sedimenta fra 3000 ¢ 105.000 x ¢, contiene un gran numero di ve-
scicole libere, accompagnate da piccole particelle dense. Nelle singole
frazioni si & determinato il contenuto in proteine e l'attivitd della coli-
nesterasi. La maggior parte dell’attivitd colinesterasica si raccoglie nella
frazione 4, che dimostra anche la piu elevata attivitd specifica. In ordine
decrescente seguono la frazione « microsomiale » €, la frazione « mi-
tocondriale » B e il supernatante finale.

Résumé. — Des homogénats de tissu électrique de Torpedo ocellata
en saccharose 0,25 M ont été fractionnés avec centrifugation différen-
tielle.

Les fractions ont été examinées au microscope électronique et com-
parées avec le tissu intact. Celui-ci présente un systéme continué de
lubules et de vesciculae, qui est formé de minces membranes citoplas-
matiques, sous la membrane cellulaire externe, prés de la surface dorsale
de la plaque électrique. De larges fragments de ce systéme de mem-
branes, sous la forme d’un amas de vesciculae presque rondes, sont les
principaux constituants d’une fraction (A), qui forme un sédiment a
800 x g et qui contient aussi les noyaux. Les mytochondries, avec une
grande quantité de vesciculae, se réunissent dans une fraction (B), qui
forme un sédiment entre 800 et 3.000 x g; la fraction C, qui forme un
sédiment entre 3.000 et 103.000 x ¢, contient un grand nombre de vesci-
culae libres, qui s’accompagnent avec de petites parcelles denses.

(") Desideriamo ringraziare sentitamente la Prof.ssa D. BoccuanerL: e i suoi Collabo-
ratorl per le osservazioni al microscopio eletironico, eseguite nel Lab. di Fisica del-
I'Istituto Superiore di Sanita.
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On a déterminé le contenu en protéines et l'activité de la cholines-
térase dans chacune des fractions. La plus grande partie de l'activité
cholinestérasique se réunit dans la fraction A, qui a aussi 'activité spé-
cifique la plus élevée. En ordre décroissant, on a la fraction « microso-
miale » C, la fraction « mitochondriale » B et le supernatant final.

Summary. — Homogenates of electric tissue of Torpedo ocellata
were prepared in 0.28 M sucrose and fractionated by differential centrifu-
gation. The subcellular fractions were examined by electron microscopy
and compared with the intact tissue. The latter showed a continuous
system of vesicles and tubules, formed by thin cytoplasmic membranes,
beneath the outer cell membrane, mainly at the dorsal face of the elec-
troplates. Large fragments of the membrane system, forming clumps
of rounded vesicles, were the main component of a fraction (A4), sedi-
menting at 800 x ¢ and containing also nuclei. Mitochondria, togsther
with a considerable amount of vesicles, were recovered in a fraction
(B) sedimenting between 800 and 3.000 x ¢. Small free vesicles to-
gether with some small particles were recovered in a fraction (C) sedi-
menting between 3,000 and 150,000 x ¢. Protein and cholinesterase
content were determined in the different fractions. Both the highest
recovery of cholinesterase and the highest specific activity on protein
basis were found in"fraction 4. In decreasing order for specific activity
followed the « microsomal » fraction C, the « mitochondrial » fraction
B, and the final supernatant.

Zusammenfassung. — Homogenate von electrischem Gewebe von
Torpedo ocellata in 0,25 M Saccharoselésung wurden durch differentielle
Zentrifugierung fraktioniert. Die erhaltenen Fraktionen wurden am
Elektronenmikroskop untersucht und mit unzerstortem Gewebe vergli-
chen. Dieses weist unter der dusseren Zellmembrane lings der dorsalen
Reiten der Elektroplatte ein kontinuierliches, aus diinnen zytoplasmati-
schen Membranen gebildetes, Rohren und Blischensystem. Grosse Bruch-
stiicke dieses Membranensystems in Form von rundlichen Blischenans-
ammlungen sind der Hauptbestandteil der Fraktion (4) die bei 800 g
sedimentiert; diese enthilt auch die Kerne. Die Fraktion (B) 800 bis
3000 g enthilt die Mitochondren und eine grosse Anzahl von Bléschen.
Die Fraktion (C) 3000 bis 108.000 g enthilt zahlreiche von kleinen dich-
ten Partikeln begleitete freie Blidschen. Der Proteingehalt und die Cho-
linesteraseaktivitit der einzelnen Fraktionen wurde ermittelt. Die hochste
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Aktivitit wurde in der Fraktion 4 die auch die hochste spezifische Wirk-
samkeit aufwies festgestellt. Es folgen der Grosse nach die « mikroso-
mische » Fraktion C, die « mitochondrische » Fraktion B und endlich
die restliche klare Lisung.

In una precedente ricerca sulle proteine del tessuto elettrico i Tor-
predo, esaminate con metodi elettroforetici (') abbiamo messo in evi-
denza I'associazione di un componente di grande interesse fisiologico, la
colinesterasi, con determinati costituenti proteici e lipoproteici del tes-
suto. T risultati di questo studio c¢i hanno condotto ad investigare I’as-
sociazione dell’enzima con gli elementi strutturali del tessuto elettrico.
frazionando questi ultimi con mezzi appropriati, ed esaminandoli sia
sotto 'aspetto morfologico, sia sotto 1’aspetto enzimatico.

La localizzazione citologica della colinesterasi & un elemento impor-
tante per comprendere il meccanismo dell’attivita fisiologica di questo
enzima nel tessuto nervoso, elettrico e muscolare. Il tessuto elettrico di
Torpedo & particolarmente adatto per tale studio: esso presenta infatti
una struttura istologica omogenea, altamente specializzata per l'elettro-
genesi, ed un elevatissimo contenuto in colinesterasi. Uno studio istochi-
mico eseguito da Couckmro e coll. (*) sull’organo elettrico di Electropho-
rus eleclricus, ha mostrato che 1’enzima & concentrato sulla faccia cau-
dale dell’elettroplacca, dove si osserva anche la presenza delle termina-
zioni nervose e dei fenomeni di elettrogenesi. Per i limiti inerenti alla
metodica istochimica, questo studio ha lasciata aperta la questione del-
la presenza di colinesterasi in altre parti della elettroplacca, e soprattutto
della sua localizzazione su strutture cellulari ben definite. Tale localizza-
zione & resa possibile dall'impiego di procedimenti di centrifugazione dif-
ferenziale per la separazione delle diverse strutture cellulari. Seguendo
un tale indirizzo sperimentale, uno di noi ha potuto esaminare la lo-
calizzazione citologica della colinesterasi del tessuto nervoso (> *). '

Nel presente lavoro si sono preparate diverse frazioni subecellulari
da omogenati di tessuto elettrico di Torpedo mediante un opportuno pro-
cedimento di centrifugazione differenziale. Tali frazioni sono state esami-
nate mediante il microscopio ottico ed elettronico, e se ne & valutata
l'attivitd colinesterasica. Le strutture cellulari che si separano nelle di-
verse frazioni possono essere identificate in base all’aspetto microscopico
e submicroscopico con le corrispondenti strutture del tessuto intatto.
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METODI E MATERIALI

Esemplari vivi di Torpedo ocellata venivano rapidamente periusi con
soluzione salina per Selaci (°) fredda, onde rimuovere il sangue dagli or-
zani elettrici, che venivano immediatamente prelevati. Tutte le opera-
zioni seguenti venivano eseguite in camera fredda (da 0 a +4°).

Il tessuto elettrico veniva finemente triturato con un « Latapie min-
cer », e una quantitd pesata veniva quindi omogenizzata con 10 parti
(peso/volume) di saccarosio 0,25 M (ovvero 0,88 M) freddo, in un omo-
genizzatore tipo Elvehjem-Potter in vetro liscio con pistone in «Teflony.

[.’omogenato veniva centrifugato a 0°, alle velocita pit sotto indica-
te, mediante la centrifuga refrigerata International (Mod. P-R,) e la cen-
trifuga preparativa « Spinco » (Mod. L, rotore n. 40). I sedimenti ottenuti
venivano risospesi in un volume noto di saccarosio e queste sospensioni
venivano usate sia per lo studio morfologico, sia per la determinazione
del contenuto in proteine e dell’attivitd colinesterasica.

STUDIO MORFOLOGICO.

Campioni di tessuto intatto si ottenevano infiltrando direttamente
I'organo, nell’animale vivo, con 0sO, 19% in soluzione salina, fredda, e
prelevando immediatamente un sottile frammento dalla zona annerita,
che si lasciava 1-2 ore nello stesso fissativo, a 0°.

Per le diverse frazioni si prelevava un piccolo volume della rispet-
tiva sospensione, che veniva centrifugato a 105.000 x g. Il sedimento
ottenuto si ricopriva di 0s0, 19, in saccarosio e si tagliava in pezzi sot-
tili che si lasciavano nel fissativo 1-2 ore a 0°. Dopo la fissazione e il
lavaggio i pezzi venivano inclusi parte in paraffina, e parte in metacri-
lato di butile, che veniva polimerizzato a 70° (°). Le sezioni ottenute dai
pezzi inclusi in paraffina, colorate con ematossilina-eosina o con il me-
todo di Mallory per le fibre connettivali e con il metodo di Altmann per
i mitocondri, venivano quindi esaminate al microscopio ottico. Sezioni
« ultrasottili » (circa 20 myp di spessore), ottenute con un microtomo Por-
ter-Blum dai pezzi inclusi in metacrilato, erano esaminate al microsco-
pio elettronico (modello dell’Istituto Superiore di Sanitd) (7). Le micro-
fotografie elettroniche sono state prese ad un ingrandimento direfto di
4000 x ovvero di 9000 x (lineare), da cui si sono ottenuti gli ingradi-
menti fotografici rispettivamente di 8000 x e di 18.000 x, indicati nelle
illustrazioni. |
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ATTIVITA COLINESTERASICA.

Si & determinata manometricamente al Warburg, secondo il metodo
di AMmon (*), a 35°, in un mezzo contenente Na(l 0,115 M, MgCl, 0,001
M, NaHCO, 0,033 M, acetilcolina ioduro 0,02 M. Volume finale ml 2.2

PROTEINE.

Si sono determinate secondo il metodo di Lowry e coll, ("), usando
una curva di riferimento preparata con sieroalbumina.

RISULTATI

SEPARA'ZIONE DELLE FRAZIONI SUBCELLULARI. KESAME MORFOLOGICO E CON-
FRONTO COL TESSUTO INTATTO.

La Fig. 1 mostra 'aspetto al microscopio ottico del tessuto elettrico
di torpedine da noi esaminato. I singoli elementi cellulari disposti in
serie (« elettroplacche ») contengono nuclei e mitocondri. E’ passibile
inoltre riconoscere lo strato di fini bastoncelli, al limite della visibilita.
allineati sotto 1'« eletirolemma », lungo la faccia dorsale dell’elettro-
placca, come descritto da BarnLowirz () e da Lurr (*"). L’esame al mi-
croscopio elettronico (Figg. 4 e 8) permette di riconoscere nuclei e mito-
condri (questi ultimi notevolmente rigonfiati) e inoltre un sistema di
tubuli e di vescicole, formati da sottili membrane, che & disposto preva-
lentemente lungo la faccia dorsale dell’elettroplacca e si estende in pro-
fonditd nel citoplasma. Sulla faccia ventrale della elettroplacca si osser-
vano invece delle ampie e singole invaginazioni dell’elettrolemma.

Per mettere a punto un procedimento di centrifugazione differen-
ziale idoneo a separare gli elementi subcellulari della elettroplacca, si &
eseguita una serie di esperimenti preliminari, variando le condizioni di
centrifugazione (tempo e velocitd) e la concentrazione del saccarosio nel
mezzo, fino a ottenere delle frazioni il pin possibile omogenee dal punto
di vista morfologico. A conclusione di questi esperimenti si sono adot-
tate le modalitd di centrifugazione sotto indicate, in un mezzo contenente
saccarosio 0,25 M.

L’omogenato si centrifuga per 18 min a 800 x g, il sedimento otte-
nuto si risospende e si ricentrifuga nello stesso modo. Si ottiene cosi un
sedimento, la frazione 4, il cui aspetto al microscopio ottico & illustrato
in fig. 2. Si riconoscono alcuni nuclei e numerose membrane di notevole
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Fig. 1 - Sezione di tessuto elettrico di Torpedr ocellata. Fissazione in acido

osmico e inclusione in paraffina. Colorazione con metodo di Altmann per i

mitocondri. Nella elettroplacca al centro del campo sono visibili: un nucleo (n);

diversi mitocondri; uno strato di fini bastoncelli al limite della visibilita,

allineati sotto ’elettrolemma lungo la faccia dorsale dell’elettroplacca (fd).
Ingrandimento: 1.700 X.



Aspetto morfologico e distribuzione della colinesterasi.

- Fraziomt subcellulari del tessuto elettrico di Torpedo.

¢ Toscur G.

FronTarLt N.

Fig. 2 - Frazione A (sedimento ottenuto da un omogenato di tessuto elettrico

in saccarosio 0,25 M, centrifugando a 800 x g per 15 min.). Fissazione, inclu-

sione e sezione come in Fig. 1. Colorazione con ematossilina-eosina. Sono visi-

bili alcuni nuclei (n) e numerose membrane di notevole densitd e spessore,

sezionate parte normalmente e parte tangenzialmente: si tratta verosimilmente

di larghi frammenti dell’elettrolemma e del sistema di membrane citoplasmiche.
Ingrandimento: 450 x.

h &2

Fig. 3 - Frazione B (sedimento ottenuto centrifugando a 3.000 x g per 15 min.

il supernatante della frazione A). Fissazione, inclusione, sezione e colorazione

come in Fig. 1. Il campo ¢ tutto occupato da mitocondri, colorati in rosso
brillante di Altmann. Ingrandimento: 850 x.
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Fig. 5

Fig. 4 e 5 - Sezione «ultrasottile » di tessuto elettrico di Torpedo ocellata.

Fissazione in acido osmico e inclusione in butil-metacrilato. Microfotografia

elettronica. E’ visibile I'intero spessore di una elettroplacca, con un nucleo (n),

alcuni mitocondri notevolmente rigonfiati (m) e un sistema di tubuli e vesci-

cole (v) formato da sottili membrane e disposto lungo la faccia dorsale della

elettroplacca (fd). Sull’altra faccia (fv) si osservano ampie invaginazioni della
membrana cellulare esterna. Ingrandimento: 8.000 x .



Fig. 6 - Frazione 4. Fissazione, inclusione e sezione come in Fig. 4 Microfo-

tografia elettronica. Si riconoscono: un nucleo (n) e un largo frammento del

sistema di tubuli e vescicole (v), apparentemente attaccato a un tratto di
membrana cellulare esterna (mc). Ingrandimento: 18.000 x.

Fig. 7 - Vedi Fig. 6. Altra sezione. Sono visibili le sottili membrane che for-
mano il sistema di tubuli e vescicole (v), ancora associate con un trattamento
di membrana cellulare esterna (mc). Ingrandimento: 18.000 x.

Fig. 8 - Vedi Fig. 6. Altra sezione. Oltre alle sottili membrane (V)

sono visibili membrane pid spesse e dense, in grossi frammenti accar-

tocciati, verosimilmente formati dalla membrana basale dell’elettrolemma (e).
Ingrandimento : 18.000 x.

Frontart N. e Toscur G. - Frazioni subcellulari del tessuto elettrico di Torpedo. Aspetto morfologico e distribuzione della colinesterasi.
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Fig. g - Frazione B. Procedimento come in Fig. 6. Si riconoscono alcuni mito-
condri (m), che appaiono notevolvente rigonfiati, e alcune vescicole (V).
Ingran-dimento: 18.000 X .

Fig. 10 - Frazione B, ma ottenuta da un omogenato in saccarosio 0,88 M.
Procedimento come in Fig. 6. La struttura dei mitocondri appare assai meglio
preservata che in Fig. 9. Ingrandimento: 18.000 X .

Froxtani N. ¢ Toscui G. - Frasioni subcellulari del tessuto clettrico di Torpedo. Aspetto morfologico e distribuzione della colinesterasi.



Fig. 11 - Frazione C (sedimento ottenuto centrifugando a 105.000 x g per 1 h
il supernatante della Frazione B). E’ visibile un gran numero di vescicole di
diverse dimensioni e non aggregate. Sono presenti anche numerose particelle
di piccole dimensioni e di struttura non ben definita. Ingrandimento: 18.000 x .

Fig. 12 - Frazione C.! (sedimento ottenuto centrifugando a 105.000 x g per 1 h

il supernatante di un omogenato centrifugato a 10.000 x g per 15 min.).

Sono visibili numerose vescicole di piccole dimensioni, accompagnate da
piccole particelle dense.

FrontaLt N. e Toscut G. - Frazioni subcellulari del tessuto elettrico di Torpedo. Aspetto morfologico e distribuzione della colinesterasi.
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densitd e spessore, che appaiono come frammenti dell’elettrolemma.
L’esame al microscopio elettronico (Figg. 6, 7, 8) mostra che il compo-
nente principale di questa frazione ¢ dato da un gran numero di vesci-
cole rotondeggianti, di dimensioni variabili (diametro circa 100-400 my),
raccolte in grandi ammassi. Le vescicole sono formate da una sottile
membrana, di aspetto simile a quello delle membrane che formano il
sistema di tubuli disposto sotto la membrana cellulare esterna della
elettroplacca. Secondo tutte le apparenze gli ammassi di vescicole corri-
spondono a larghi frammenti di tale sistema di tubuli. In alcuni casi &
possibile osservare che questi frammenti sono ancora attaccati a un
lungo tratto della membrana cellulare esterna (Figg. 6 e 7). Si osser-
vano anche diversi nuclei ¢ alcuni grossi frammenti di membrane parti-
colarmente spesse e dense, accartocciate, che apparentemente proven-
gono dalla membrana basale dell’elettrolemma (Fig. 8).

Vescicole simili a quelle ora descritte, ma raccolte in aggregati pit
piccoli o del tutto libere, si ritrovano anche nelle frazioni successive, de-
seritte qui di seguito.

I supernatanti riuniti delle precedenti centrifugazioni (da cui si ©
ottenuta la frazione A) si centrifugano per 18 min a 3.000 x g. Si otfiene
cosi una seconda frazione, B, caratterizzata dalla presenza di un gran
numero di mitocondri, ben riconoscibili sia al microscopio ottico (Fig. 3)
che all’elettronico (Fig. 9), per quanto notevolmente rigonfiati. Sono
inoltre presenti in grande quantitd le vescicole sopra descritte. Con lo
stesso procedimento di centrifugazione, ma impiegando una piu elevata
concentrazione di saccarosio (0,88 M), si & ottenuta una migliore sepa-
razione dei mitocondri, la cui struttura appare in questo caso assai me-
glio conservata (Fig. 10). Incubando questa frazione mitocondriale in un
mezzo adatto, nell’apparecchio di Warburg, si & osservata una evidente
attivitd respiratoria.

Centrifugando per 1 ora a 105.000 x g¢ il supernatante della pre-
cedente centrifugazione, si ottiene una terza frazione, C, che al microsco-
pio elettronico appare costituita in gran parte dalle vescicole gia descrit-
te, accompagnate da numerose particelle di minori dimensioni, la cui
struttura non & ben definita a questo ingradimento (Figg. 11 e 12).

ESAME DELL ATTIVITA ENZIMATICA DELLE FRAZIONI.

Le frazioni sopra descritte e il supernatante finale sono stati esa-
minati per quanto riguarda I'attivitd della colinesterasi. Questa & stata
valutata sia in riferimento all’attivita totale dell’omogenato iniziale (co-
me percentuale di questa), sia in riferimento al contenuto in proteine del-
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le frazioni stesse (cio® come attivitd specifica). Si sono eseguiti numerosi
esperimenti. I risultati di un esperimento tipico sono riportati nella Ta-
bella I. Questa mostra chiaramente come la massima parte dell’attivita
colinesterasica dell’omogenato si ritrovi nella frazione A. Questa fra-
zione nello stesso tempo mostra anche la pit alta attivitd specifica. Se-
guono nell’ordine, (sia per quanto riguarda il recupero percentuale della
attivitd totale dell’omogenato, sia per lattivitd specifica) la frazione
« microsomiale » C, la frazione « mitocondriale » B, e il supernatante
finale.

TaBerra 1.

Attivitd colinesterasica di frazioni subcellulari di tessuto elettrico.

| |
]; Oolinesterasi | Attivita
Frazioni — SRS l A s
ml GO, of mgeg | il OOgifnra.fmg
‘r'c»ra.2 . della somma 1 | EetRine): ;
o | PN ST TSRy, eI DTS RPINE , [/ CEPUC RO SR ORERR) | U SR,
| |
| :
| |
A 800 x g /15 min) . . 224,00 60,00 | 5,60 ‘ 40,00
B (3.000 x ¢ / 15 min) . 24,80 6,65 I 1,35 ' 18,40 !
C (105.000 x g / ora) . . 87,00 23,35 | 3,39 | 25,15
D (supernatante finale) . . | 37,20 0,00 | 7,00 | 460 |
BN o e ws @ 5 5w 373,00 l 17,34 :
Omogenato totale . . . . | 405,00 | 18,10 I 22,40

La tabella II illustra i risultati di un esperimento in cui, tralascian-
do il recupero dell’attivita totale dell’omogenato, si & cercato piuttosto
di ottenere delle frazioni che fossero il pit possibile purificate dal punto
di vista morfologico. Questo si otteneva con il seguente procedimento.

Taperra I1.

Attivitd specifica (ml CO,/ora/mg proteine; della colinesterasi di frazioni subcellulari
« purificate » di tessuto elettrico.

Frazione Attivitd specifica

A (0-600 x g1 . 42,50
B* (800-3.000 x ¢) . . . 7,72
C* (15.000-105.000 x ¢) 39,00
D* (supernatante finale) 3,86
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L omogenato era centrifugato per 15 min a 600 x g¢. Il sedimento
ottenuto veniva risospeso nello stesso volume di saccarosio ¢ ricentr.-
iugato come sopra: il sedimento cosi ottenuto costituiva la frazione 4.
I supernatanti venivano riuniti e filtrati attraverso un dischetto di panno,
su Buchner, rimuovendo cosi alcuni frammenti cellulari che tendono a
galleggiare sul supernatante. Il filtrato veniva quindi centrifugato per
15 min a 3.000 x g e il sedimento cosi ottenuto veniva risospeso e ricen-
trifugato nello stesso modo; questo sedimento costituiva la frazione B'.

Il supernatante della precedente preparazione si centrifugava per
15 min a 15.000 x ¢ e il sedimento cosi ottenuto s1 scartava, poiché esso
rappresenta una frazione intermedia, contenente sia mitocondri che ve-
scicole. Tl supernatante si centrifugava per 90 min a 105.000 x g e il
sedimento ottenuto costituiva la frazione C', mentre il supernatante co-
stituiva il « supernatante finale ».

Con tale metodo di separazione si sono messe in evidenza dillerenzz
ancora piu spiccate nell’attivitd specifica fra le diverse Irazioni: la fra-
zione « mitocondriale » B! si & mostrata ancor piu povera di colinesterasi,
mentre l'attivita specifica della frazione « microsomiale » C* & risultata
ancor pit elevata, cosi da corrispondere all’incirca a quella della tra-
zione A*'.

DISCUSSIONE

L’aspetto del tessuto elettrico da noi osservato al microscopio elet-
tronico & sostanzialmente simile a quello brevemente descritto da Lurr
in Torpedo occidentalis (*?). L’elemento citologico pitu caratteristico & un
esteso sistema di membrane citoplasmatiche, sotto forma di una rete tri-
dimensionale di tubuli sotto la superficie dorsale dell’elettroplacca. Ap-
pare verosimile che questo sistema di membrane sia formato da invagina-
sioni della membrana cellulare esterna (« plasma membrane »), come @
stato suggerito da Luft. Le presenti osservazioni non ci consentono di
decidere positivamente su questo aspetto, che richiede un esame parti-
colare. Preferiamo quindi indicare questo sistema di membrane come
« membrane citoplasmatiche ».

1l significato funzionale di tale disposizione delle membrane citopla-
smatiche lungo la superficie dell’elettroplacca & suggerito dall’intenso
trasporto di elettroliti che si verifica in relazione con I’elettrogenesi: in
questo modo infatti potrebbe essere enormemente accresciuta la super-
ficie totale di membrane cellulari attive nei fenomeni di trasporto. E’
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da notarsi ’analogia di tale disposizione strutturale con quella osservata
nelle cellule di altri tessuti in cui si svolge un intenso trasporto di elet-
troliti, come nell’epitelio renale, nel corpo ciliare ¢ nei plessi corioi-
dei (** % %), Ruska e coll. (*®) hanno inoltre sostenuto la partecipazione
delle membrane citoplasmatiche al trasporto di ioni durante i processi
di eccitazione e di conduzione nelle fibre muscolari, miocardiche ¢ ner-
vose.

Le diverse strutture della elettroplacca erano variamente distribuite
nelle frazioni subcellulari da noi ottenute per centrifugazione dilferenziale
degli omogenati di tessuto elettrico. I frammenti di membrane costitui-
vano una gran parte di tutte le strutture raccolte, mentre solo una pic-
cola quota era formata dai nuclei (presenti nella frazione A4), dai mito-
condri (nella frazione B) e da piccole particelle dense (nella frazione C).
I frammenti di membrane, in forma di vescicole aggregate in ammassi
di dimensioni molto variabili, si originano molto verosimilmente dalla
frammentazione della « membrana cellulare esterna » e delle « mem-
brane citoplasmatiche », ma soprattutto da queste ultime, se si considera
la rispettiva estensione di queste strutture. I diversi Autori (*7- ** 1'%
concordano nell’attribuire questa origine alle vescicole che si ritrovano
nella frazione microsomiale degli omogenati di tessuti diversi.

Le strutture che formano le terminazioni nervose (numerose sulla
faccia innervata della elettroplacca) non erano riconoscibili come tali nel-
le frazioni da noi esaminate. E’ probabile che esse si ritrovino in parte
ancora attaccate a larghi frammenti della membrana cellulare esterna
dell’elettroplacca (nella frazione A) in parte nelle altre frazioni. In par-
ticolare le « vescicole sinaptiche », descritte da diversi Autori (*° *'),
date le loro dimensioni di 20-60 my, dovrebbero ritrovarsi fra le parti-
celle pit piccole sedimentate nella frazione C.

E’ da sottolineare infine, in relazione con le rispettive caratteristi-
che enzimatiche, la sostanziale analogia di composizione delle due fra-
zioni A e C: esse consistono per la massima parte di frammenti di mem-
brane in forma di vescicole (aggregate in grandi ammassi in A4, libere
in ), accompagnate da una piccola quota di strutture diverse (nuclei in
A, piccole particelle in C). La frazione B mostra invece un contenuto
molto elevato di mitocondri, accanto a una aliquota pur sempre notevole
di vescicole.

La distribuzione della colinesterasi nelle diverse frazioni subcellu-
lari ha dato una indicazione convincente della situazione di questo en-
zima nella elettroplacca. Innanzitutto risulta chiaramente che la coli-
nesterasi & per la massima parte associata alle strutture cellulari. Solo
una minima parte & presente nella frazione solubile del citoplasma, e
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per di pit in concentrazione ridottissima rispetto al contenuto in pro-
teine. Questo fatto merita di essere sottolineato per diverse ragioni.
Dobbiamo infatti considerare su questa base i risultati del frazionamento
di estratti proteici del tessuto elettrico di Torpedo, che venne da noi
eseguito mediante elettroforesi su carta (*). In questo caso la colineste-
rasi era presente per la minor parte in una frazione proteica solubile ed
elettroforeticamente definita, mentre la maggior parte si ritrovava in
una frazione proteica immobile sulla linea di partenza e caratterizzata
dalla presenza di mucopolisaccaridi e «di lipidi. Dato che gli estratti in
questione erano preparati centrifugando a 18.000 x g, verosimilmente
essi contenevano ancora una notevole quantitd dei piu piccoli fram-
menti di membrane (quelli che sedimentano tra 18. e 105.000 x g) i
quali erano quindi trattenuti dalla carta sul punto di partenza. Trat-
tandosi di strutture lipoproteiche, si spiega cosi la presenza di lipidi,
mentre i mucopolisaccaridi messi in evidenza nella stessa zona indica-
vano la presenza di un altro componente del tessuto elettrico, la « mu-
cina ». Questa @ una mucoproteina solubile, ma dotata di alta viscosita,
e pertanto viene trattenuta anch’essa sulla linea di partenza. (uesta
associazione di due componenti molto diversi (mucoproteina e parti-
celle lipoproteiche) pud verificarsi anche nel frazionamento per preci-
pitazione con solfato d’ammonio. A questo & probabilmente dovuta la
formazione di quel complesso di proteina, fosfolipidi e mucopolisacca-
ridi, ottenuto da BaiLey nel suo studio sulle proteine del tessuto clet-
trico, e da lui considerato come una muco-lipo-proteina caratteristica
di tale tessuto (*2).

Questo aspetto va considerato anche ai fini della purificazione della
colinesterasi del tessuto elettrico. Infatti dalle precedenti osservazioni ri-
sulta che & possibile raccogliere 1’enzima insieme al materiale particolato
con una sola operazione di centrifugazione, separandolo cosi dal prin-
cipale costituente proteico del tessuto, la mucina. Questa costituisce 1l
maggiore ostacolo ai frazionamenti successivi nei procedimenti finora
seguifi (#% 34,

Il frazionamento per centrifugazione dillerenziale di omogenati di
tessuto elettrico di Electrophorus electricus & stato eseguito da HARGREA-
VES (29), il quale ritrovava la massima parte della colinesterasi nel su-
pernatante finale. Tale differenza dai nostri risultati si puo attribuire a
diversi motivi. Infatti, oltre alle notevoli dilferenze istologiche fra il
tessuto elettrico di Electrophorus e di Torpedo, vi erano profonde diffe-
renze nel metodo seguito per la preparazione degli omogenati e la loro
centrifugazione, Hargreaves omogenizzava il tessuto in « Blendor », il
che produce una frammentazione particolarmente comminuta e non con-
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sente di rispettare Uintegrith delle strutture cellulari, Inoltre il superna-
tante finale era ottenuto centrifugando a 23.000 x ¢: in queste condi-
zionl la maggior parte della frazione microsomiale si ritrova ancora nel
supernatante, tenuto conto anche della viscositd del mezzo, particolar-
mente alta, a causa della mucina. La colinesterasi presente in tale su-
pernatante era probabilmente associata con strutture lipoproteiche, poi-
ché un drastico trattamento con solventi organici era necessario per ot-
tenerne la solubilizzazione effettiva e la successiva separazione.

Considerando 1’associazione della colinesterasi con i frammenti di
membrane della elettroplacca, e prevalentemente di membrane citopla-
smatiche, & da rilevare 'analogia con quanto si & osservato nel tessuto
nervoso, dove la colinesterasi & del pari associata alle strutture cellulari.
e in particolare ai frammenti di membrane citoplasmatiche che si ritro-
vano nella frazione microsomiale (3 *).

Quanto alla pitu particolare localizzazione della colinesterasi sulle
diverse membrane della elettroplacca, si deve considerare che nelle fra-
zioni da noi esaminate prevalevano quantitativamente le membrane ci-
toplasmatiche (soprattutto nella frazione microsomiale €), ma era cer-
tamente presente anche una quota notevole della membrana cellulare
esterna (soprattutto nella frazione 4). Come si & visto, ambedue queste
frazioni presentano una attivitdh specifica della colinesterasi molto si-
mile e particolarmente elevata. Appare quindi probabile che la coline-
sterasi, pur trovandosi particolarmente concentrata in corrispondenza
delle terminazioni nervose (come indicano le osservazioni istochimiche),
sia distribuita su tutte le membrane della elettroplacca implicate nel
trasporto di elettroliti e nei fenomeni di elettrogenesi. La sua partecipa-
zione a questi fenomeni ¢ stata sostenuta da diversi Autori (*% 27), e le
presenti osservazioni portano elementi in favore di queste vedute.

CONCLUSIONI

1) Le diverse strutture della elettroplacca di Torpedo ocellata si pos-
sono raccogliere separatamente nelle frazioni subcellulari ottenute per
cenfrifugazione differenziale.

2) La colinesterasi non & solubile, ma & associata con le strutture
cellulari. L’enzima risulta distribuito su tutte le membrane della elettro-
placca, sia sulla membrana cellulare esterna (dove si trovano le termi-
nazioni nervose), sia sulle membrane citoplasmatiche.

Roma. — Istituto Superiore di Sanitd - Laboratori di Parassitologia e di Biologia.
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