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Embriologia chimica. — /ncorporazione di aminoacidi marcati
nelle proteine organo—specifiche del cristallino embrionale di pollo ®.
Nota di Mar1o De Vincentiis, PETER PErLMANN e ToreE Hurtiy,
presentata @” dal Socio G. COTRONEL.

E noto che le proteine lenticolari sono dotate di un elevato grado di
specificita di organo [1]. Tale loro caratteristica proprietd le rende di parti-
colare interesse nello studio di alcuni problemi di induzione e di differen-
ziamento embrionale [2, 3]. Adulti antigeni lenticolari solubili furono messi
precocemente in evidenza nella vescicola cristallina di embrioni di pollo [4, 5, 6].
Successive ricerche poterono precisare alcune modalitd concernenti la pre-
senza di. tali antigeni nella frazione microsomiale [7]; si poté infatti dimo-
strare che gli antigeni lenticolari sono legati a tale frazione negli stadi em-
brionali (4648 h di sviluppo) in un grado pi elevato che nella lente adulta
e pertanto si pensava che essi costituiscono i reali precursori degli antigeni
solubili che si rinvengono unicamente quando prende posto il differenzia-
mento del cristallino. Venne cosi emessa l'ipotesi che, durante la formazione
della lente, le sostanze induttorie possono portare alla solubilizzazione di
proteine lenticolari gia pronte nei microsomi o attivare i femplate ribosomiali
a sintetizzare una maggiore quantita di tali proteine. Pertanto una parti-
colare composizione o disposizione spaziale della popolazione microsomiale
potrebbe essere la causa della capacita di alcune regioni embrionali a indurre
la formazione del cristallino come anche la competenza particolare di una
regione a trasformarsi in lente.

Uno dei metodi per poter portare al vaglio sperimentale tale ipotesi
potrebbe essere quello di studiare le modalita di incorporazione di aminoacidi
marcati negli antigeni lenticolari ottenuti da diverse regioni embrionali e da
differenti frazioni subcellulari. Naturalmente per condurre un’'indagine del ge-
nere ¢ necessario studiare le modalita di incorporazione degli aminoacidi nelle
proteine organo-specifiche lenticolari. Una precedente ricerca [8] adoperando
il sistema acellulare di cristallino di embrioni di pollo di 11 giorni e di pul-
cino, aveva mostrato, specie nelle proteine lenticolari embrionali una discreta
incorporazione di *C-L-leucina e di *C-L-valina. L’incorporazione era pos-
sibile solo in presenza di ATP e del sistema rigenerante ATP ed era ini-
bita dalla ribonucleasi. Inoltre gli omogenati di cristallini di embrioni di
pollo presentavano una apprezzabile radioattivita incorporata nella frazione
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a pH 35,1. L'insieme di tali risultati era favorevole ad una incorporazione
di.aminoacidi marcati nelle proteine specifiche lenticolari, anche adoperando
sistemi acellulari di embrioni di pollo. Tali osservazioni in linea di massima
collimano con quelle di Devi, Lerman e Sarkar [9] che osservano incorpo-
razioni di aminoacidi marcati (leucina *“C, valina “C e istidina “C) in cri-
stallini di ratti di 6 settimane sia in ¢z v/wo sia in % vitro in omogenati.
Questi Autori segnalano un effetto attivante esercitato dai cobaltoioni (Co*™)
sulla capacita di incorporazione nel complesso «proteine~-RNA » lenticolare.

Allo scopo di meglio dimostrare tale aspetto del problema & sembrato
utile procedere all’isolamento della proteina organo-specifica di cristallini
di pollo mediante antisieri lenticolari omologhi ed eterologhi.

PARTE SPERIMENTALE.

Gli antisieri adoperati furono: siero anticristallino di bue, siero anticri-
stallino di pollo, siero antiuova di Arbacia lixula. 1’esperimento consisteva
nel prelevare dei cristallini di embrioni di pollo di 11 giorni, di dividerli
in due meta e porli in vaschette di vetro che contenevano 5 ml di liquido
di Krebs-Henseleit [10] nel quale erano aggiunti o,1 ml di glucosio 0,25 M
e 0,16 umole dei seguenti *C aminoacidi di attivita specifica 6 mC/mmole:
-L-leucina, L—-isoleucina, L—valina.

Le vaschette venivano saturate con una miscela di 95 °, O, + 5 °/, CO,
e messe in agitazione in un bagno termostatico a 35°C per 3 h. Alla fine
dell’incubazione si aggiungevano 0,05 ml di ogni soluzione satura dei tre
-aminoacidi non marcati e i cristallini venivano quindi omogenati nel liquido
di cultura suddetto e l'omogenato era centrifugato per 1 h a 40.000 RPM
(centrifuga Spinco). Il supernatante veniva diviso in 4 parti ad una delle
quali veniva aggiunto subito TCA 10 °/, mentre alle altre 3 parti si aggiun-
gevano i tre antisieri suddescritti (ved. schema fig. 1). Sui precipitati essic-
cati (purificati mediante 3 ebollizioni di un quarto d’ora in TCA 5 °/, e deli-
pidati con alcool a 95° ed etere) si effettuavano al Geiger (Tracerlab) le
misure di radioattivitd. In alcune prove, allo scopo di ottenere una maggiore
quantitd di precipitato veniva aggiunto al precipitato un sistema carrier
rappresentato dal supernatante di un omogenato di cristallini di pollo in
soluzione fisiologica che era stato centrifugato per 1 h a 40.000 RPM (12 mg
di proteine del carrier per ogni campione).

Altri esperimenti sono stati effettuati allestendo con frazioni di superna-
tanti, ottenuti dopo la centrifugazione a 40.000 RPM, delle prove immuno-
elettroforetiche secondo Grabar e Williams [11] adoperando siero anticri-
stallino di bue e sulle stesse preparazioni si procedeva quindi ad allestire
delle autoradiografie secondo la tecnica proposta da Perlmann e Hultin [12].
Queste ultime, prove sono state effettuate su cristallini di pulcino di 4 giorni
ed incubati per 15 h (in condizioni di sterilitd) con i suddescritti aminoacidi
marcati.

Le proteine erano determinate secondo la tecnica di Lowry e coll. [13].

34. — RENDICONTI 1962, Vol. XXXIII, fasc. 4
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Cristallini di embrioni di pollo di1l giorni incubati

con 140-1 - Leucina, 14 C-1 - Vvalina, 14 C-1-Isoleucina per 3 ore a 37C2

Centrifugazione (40000 r.p.m.)

Supernatante
11 11 11 1
+TCA 10% +Sistema precipitante +Sistema precipitante +Sistema precipitante
non specifico (uova specifico eterologo specifico omologo
Arbacia e antisiero (antisiero cristallino Cantisierb cristallino
antiuova) di bue) di pollo)
TCA 10°/% TCA 10°%0 T.CA 10°0
8050 * s2- 191° 348°
192** 1944 052" 0,66°"

* Conte totali per minuto
** Quantita di prokeine nel precipitato (mg)

Fig. 1. — Schema delle frazioni precipitate con antigeni non specifici ed antisieri specifici di
'supernatante di omogenati di cristallini di embrioni di pollo di 11 giorni incubati per 3 h con
*4C-L-leucina, *#C-L-isoleucina, ™C-L-valina.

Nello schema viene riportato anche il risultato di un esperimento. Al precipitato primatio si aggiungono 12 mg del carrier.

RisurTATI, DISCUSSIONE E CONCLUSIONE.

Adoperando siero non specifico e sieri specifici omologhi ed eterologhi
si ¢ potuto dimostrare una chiara incorporazione degli aminoacidi marcati
nelle proteine specifiche lenticolari. Dato che & confermato dall’assenza di
incorporazione adoperando il sistema precipitante non specifico (fig. 1).

Nella proteina lenticolare isolata in modo specifico mediante I’antisiero
eterologo si riscontra una buona incorporazione degli aminoacidi marcati

suddescritti. Essa ¢ probabilmente a—cristallina. Tale dato che gid si ricava
dalle prove di precipitazione adoperando i sistemi non specifici e specifici
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rappresentati dai suddescritti antisieri verrebbe anche dimostrato dalle prove
immuno—elettroforetiche ed autoradiografiche, nelle quali, procedendo con
antisieri omologhi ed eterologhi all’isolamento delle proteine lenticolari, si
osserva una evidente radioattivitd in alcune delle linee di precipitazione e
nel residuo della proteina migrata (fig. 2).

~ Fig. 2.

A) = Immunoelettroforesi di una soluzione di proteine lenticolari di bue (n. 1) e di supernatante di omogenato di

cristallini di pulcini di 4 giorni (n. 2) incubati per 15 h, in condizioni di sterilita, con *4C-L-isoleucina, *4C-L-leucina,

14C-L-valina. B) = autoradiografia della medesima preparazione (durata di esposizione: mesi 5). Siero = anti-
cristallino di bue,

L’insieme dei risultati ottenuti verrebbero a dimostrare due fatti di un
certo interesse e cio¢ la possibilita di isolare con antisieri delle proteine speci-
fiche di organo e di studiare, con tale metodica, I'incorporazione in esse di
aminoacidi marcati. Inoltre viene dimostrato la capacitd di incorporazione
¢n vitro di aminoacidi marcati nelle proteine organo—specifiche lenticolari
isolate con tale metodica. Tale ultimo risultato allarga ed estende i risultati
precedentemente ottenuti adoperando i sistemi acellulari [8].

Tutto cio lascia ben sperare che uno studio condotto sull’incorporazione
di aminoacidi marcati nella proteina organo-specifica lenticolare estratta,
con la suddescritta metodica, da differenti popolazioni microsomiali embrio-
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nali possa dare qualche frutto per indagare sulle prime modalitd di sintesi
delle proteine del cristallino e loro funzione nei meccanismi della induzione
e della competenza.
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