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Embriologia chimica. — Incorporazione di aminoacidi marcati 
nelle proteine organo-specifiche del cristallino embrionale di pollo(#). 
N ota di M a r i o  D e  V i n c e n t i i s ,  P e t e r  P e r l m a n n  e  T o r e  H u l t i n ,  

presen ta ta  ((*) **} dal Socio G. C o t r o n e i .

E noto che le proteine lenticolari sono do ta te  di un elevato grado di 
specificità di organo [1]. Tale loro caratteris tica  p roprie tà  le rende di p a r ti
colare interesse nello studio di alcuni problem i di induzione e di differen
ziam ento em brionale [2, 3]. A dulti antigeni lenticolari solubili furono messi 
precocemente in evidenza nella vescicola cristallina di em brioni di pollo [4, 5,6]. 
Successive ricerche poterono precisare alcune m odalità concernenti la p re
senza di tali antigeni nella frazione microsomiale [7]; si potè in fa tti dim o
strare  che gli antigeni lenticolari sono legati a tale frazione negli stad i em 
brionali (46-48 h di sviluppo) in un grado più elevato che nella lente ad u lta  
e p ertan to  si pensava che essi costituiscono i reali precursori degli antigeni 
solubili che si rinvengono unicam ente quando prende posto il differenzia
m ento del cristallino. Venne così emessa l’ipotesi che, du ran te  la formazione 
della lente, le sostanze indu tto rie  possono portare  alla solubilizzazione di 
proteine lenticolari già pronte nei microsomi o a ttiv a re  i template ribosom iali 
a sintetizzare una m aggiore q u an tità  di tali proteine. P ertan to  una p a r ti
colare composizione o disposizione spaziale della popolazione microsom iale 
potrebbe essere la causa della capacità di alcune regioni em brionali a indurre 
la formazione del cristallino come anche la com petenza partico lare di una  
regione a trasform arsi in lente.

U no dei m etodi per po ter portare  al vaglio sperim entale ta le  ipotesi 
potrebbe essere quello di stud iare le m odalità di incorporazione di am inoacidi 
m arcati negli antigeni lenticolari o tten u ti da diverse regioni em brionali e da 
differenti frazioni subcellulari. N atu ralm ente per condurre u n ’indagine del ge
nere è necessario stud iare le m odalità di incorporazione degli am inoacidi nelle 
proteine organo-specifiche lenticolari. U na precedente ricerca [8] adoperando 
il sistem a acellulare di cristallino di em brioni di pollo di 11 giorni e di pu l
cino, aveva m ostrato , specie nelle proteine lenticolari em brionali una discreta 
incorporazione di l4C -L -leuc ina e di l4C -L -valina . L ’incorporazione era pos
sibile solo in presenza di A T P  e del sistem a rigeneran te l’A T P  ed era ini
b ita  dalla ribonucleasi. Ino ltre  gli om ogenati di cristallini di em brioni di 
pollo presentavano una apprezzabile rad io a ttiv ità  incorporata  nella frazione

(*) Istituto « Wenner-Grens » di Biologia Sperimentale dell’Università di Stoccolma e 
Istituto1 di Biologia Generale e Genetica della Università di Napoli. Lavoro effettuato con 
una borsa di studio del Consiglio Nazionale delle Ricerche ed un grant della Swedish 
Cancer Society.

(**) Nella seduta del 14 aprile 1962.
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a pH  5,1. L ’insieme di tali r isu lta ti era favorevole ad una incorporazione 
di am inoacidi m arcati nelle proteine specifiche lenticolari, anche adoperando 
sistem i acellulari di em brioni di pollo. Tali osservazioni in linea di m assim a 
collimano con quelle di Devi, L erm an e S arkar [9] che osservano incorpo
razioni di am inoacidi m arcati (leucina I4C, vaiina I4C e istid ina I4C) in cri
stallini di ra tt i  di 6 settim ane sia in in vivo sia in in vitro in om ogenati. 
Questi A utori segnalano un  effetto a ttivan te  esercitato dai cobaltoioni (Co++) 
sulla capacità  di incorporazione nel complesso « p ro teine-R N A  » lenticolare.

Allo scopo di meglio d im ostrare tale aspetto  del problem a è sem brato  
u tile  procedere all’isolam ento della pro teina organo-specifica di cristallini 
di pollo m edian te antisieri lenticolari omologhi ed eterologhi.

Pa r t e  s p e r im e n t a l e .

Gli antisieri adoperati furono: siero anticristallino  di bue, siero an tic ri
stallino di pollo, siero an tiuova di Arbacia lixula. L ’esperim ento consisteva 
nel prelevare dei cristallini di em brioni di pollo di 11 giorni, di dividerli 
in due m età e porli in vaschette  di vetro che contenevano 5 mi di liquido 
di K rebs-H enseleit [io] nel quale erano aggiunti 0,1 mi di glucosio 0,25 M 
e 0,16 [xmole dei seguenti I4C am inoacidi di a ttiv ità  specifica 6 mC/mmole: 
L -leucina, L-isoleucina, L -v a lin a .

Le vaschette venivano sa tu ra te  con una miscela di 95 %  0 2 +  5 %  C0 2 
e messe in agitazione in un bagno term ostatico  a 350 C per 3 h. A lla fine 
dell’incubazione si aggiungevano 0,05 mi di ogni soluzione sa tu ra  dei tre 
am inoacidi non m arcati e i cristallini venivano quindi om ogenati nel liquido 
di cu ltu ra  suddetto  e Tom ogenato era centrifugato per 1 h a 40.000 R PM  
(centrifuga Spinco). Il su p ern a tan te  veniva diviso in 4 p arti ad una delle 
quali veniva aggiunto subito  TCA io  %  m entre alle a ltre  3 p arti si aggiun
gevano i tre antisieri suddescritti (ved. schema fig. 1). Sui p recip ita ti essic
cati (purificati m edian te 3 ebollizioni di un quarto  d ’ora in TCA 5 % e deli- 
p idati c<pn alcool a 950 ed etere) si effettuavanò al Geiger (T racerlab) le 
m isure di rad io a ttiv ità . In  alcune prove, allo scopo di o ttenere una m aggiore 
q u an tità  di p recip ita to  veniva aggiunto al p recip ita to  un sistem a carrier 
rap p resen ta to  dal su p ern a tan te  di un om ogenato di cristallini di pollo in 
soluzione fisiologica che era sta to  centrifugato  per 1 h a 40.000 RPM  (12 m g 
di proteine del carrier per ogni campione).

A lfri esperim enti sono s ta ti effettuati allestendo con frazioni di superna
tan ti, o tten u ti dopo la centrifugazione a 40.000 RPM , delle prove im m uno- 
elettroforetiche secondo G rabar e W illiams [11] adoperando siero an ticri
stallino di bue e sulle stesse preparazioni si procedeva quindi ad allestire 
delle autoradiqgrafie secondo la tecnica proposta da Perlm ann e H u ltin  [12]. 
Q ueste ultim e, prove sono s ta te  effettuate  su cristallini di pulcino di 4 giorni 
ed incubati per 15 h (in condizioni di sterilità) con i suddescritti am inoacidi 
m arcati,

Le proteine erano determ inate secondo la tecnica di Low ry e coll. [13].

34. — RENDICONTI 1962, Voi. XXXIII, fase. 4
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Cristallini di embrioni <Ji pollo dill giorni incubali 

con 14C-l -  Leu c ina, 14 C-l - Vaiina, 4̂ C-l -Isoleucina per 3 ore a 37 C2

V
Centrifugazione (40000 p.p.m’)

r

V
Supernatante

+ T CA 10% +Sistema precipitante +Sistema precipitante +Sistema precipitante

T  non specifico (uova specifico eterologo specifico omologo

Arbacia e antisiero (antisiero cristallino (antisiero cristallino

antiuova) di bue) di pollo)

V V V
TC A 10°/o T C A 10°/o T C A 10 °/o

V V V
8050 * 52* 191*
1.92** 1,1 ** 0,52*

V
348 *
0,8 6 "

* Conte totali per minuto

** Quantità di proteine nel precipitato (mg)

Fig. il -  Schema delle frazioni precipitate con antigeni non specifici ed antisieri specifici di 
supernatante di omogenati di cristallini di embrioni di pollo di n  giorni incubati per 3 h con 

I4C-L-leucina, I4C-L-isoleucina, I4C-L-vaiina.
Nello schema viene riportato anche il risultato di un esperimento. Al precipitato primario si aggiungono 12 mg del carrier.

R is u l t a t i , d is c u s s io n e  e  c o n c l u s io n e .

A doperando siero non specifico e sieri specifici omologhi ed eterologhi 
si è po tu to  d im ostrare una chiara incorporazione degli am inoacidi m arcati 
nelle proteine specifiche lenticolari. D ato  che è conferm ato da ll’assenza di 
incorporazione adoperando il sistem a precip itan te  non specifico (fig. 1).

Nella pro teina lenticolafie isolata in modo specifico m edian te l ’antisiero 
eterologo si riscontra una buona incorporazione degli am inoacidi m arcati 
suddescritti. Essa è probabilm ente oc-cristallina. Tale dato  che già si ricava 
dalle prove di precipitazione adoperando i sistem i non specifici e specifici
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rappresen ta ti dai suddescritti antisieri verrebbe anche dim ostrato  dalle prove 
im m uno-elettroforetiche ed autoradiografiche, nelle quali, procedendo con 
antisieri omologhi ed eterologhi all’isolam ento delle proteine lenticolari, si 
osserva una evidente rad io a ttiv ità  in alcune delle linee di precipitazione e 
nel residuo della pro teina m igrata  (fig. 2).

l

Fig. 2.
A) =  Immunoelettroforesi di una soluzione di proteine lenticolari di bue (n. i) e di supernatante di omogenato di 
cristallini di pulcini di 4 giorni (n. 2) incubati per 15 h, in condizioni di sterilità, con ^C-L-isoleucina, I4C-L-leucina, 
I4C-L-valina. B) — autoradiografia della medesima preparazione (durata di esposizione: mesi 5). Siero =  anti

cristallino di bue.

L ’insieme dei risu lta ti o tten u ti verrebbero a d im ostrare due fa tti di un 
certo interesse e cioè la possibilità di isolare con antisieri delle proteine speci
fiche di organo e di studiare, con tale m etodica, l’incorporazione in esse di 
am inoacidi m arcati. Ino ltre  viene d im ostrato  la capacità di incorporazione 
in vitro di am inoacidi m arcati nelle proteine organo-specifiche lenticolari 
isolate con talp m etodica. T ale u ltim o risu lta to  allarga ed estende i r isu lta ti 
precedentem ente o tten u ti adoperando i sistem i acellulari [8].

T u tto  ciò lascia ben sperare che uno studio condotto  sull’incorporazione 
di am inoacidi m arcati nella pro teina organo-specifica lenticolare e s tra tta , 
con la suddescritta  m etodica, da differenti popolazioni m icrosomiali embrio-



528 Lincei -  Rend. Sc. fiŝ  mat. e nat. -  Voi. XXXII -  aprile 1962

nali possa dare qualche fru tto  per indagare sulle prim e m odalità di sintesi 
delle proteine del cristallino e loro funzione nei m eccanismi della induzione 
e della com petenza.
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