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Embriologia chimica. — E n zim i  « amino—acidi attivanti » nelle 
uova d i C io n a (#). N ota di Mario  M olinaro , p re sen ta ta (##) dal 
Socio P. P a sq u in i.

I. -  Introduzione.

i° Le ricerche di H oagland [1] e di altri [2, 3] hanno m ostrato  il ruolo 
che gli enzimi a ttiv an ti gli amino acidi svolgono nella biosintesi delle p ro ­
teine. Questi enzimi sono s ta ti trovati nei b a tte ri [2], nel lievito [3], nelle 
cellule dei M am m iferi [1-4] e nelle p ian te  [5]. Si ritiene che essi siano circa 
20 e che ciascuno sia specifico per un singolo amino acido [6] : finora però 
ne sono sta ti isolati solo una decina.

Essi catalizzano due reazioni : con la prim a ram ino  acido specifico
viene legato all’A T P  form ando un am ino-acil adenilato con liberazione 
di pirofosfato ; con la seconda T am ino-acil adenilato si unisce con il proprio 
S -R N A  con liberazione di A M P [7].

2° Nello sviluppo em brionale, com ’è ben noto, le sintesi proteiche 
sono m olte a ttiv e  sia dal punto  di vista quan tita tiv o  che qualita tivo  ; e per­
ciò l’em brione, nei suoi diversi stadi di sviluppo, costituisce un ottim o m ate­
riale per Panatisi dei meccanismi delle sintesi proteiche.

L a ricerca degli enzimi a ttiv an ti sui sistemi embrionali è s ta ta  fa tta  
sull’em brione di pollo [8], sull’em brione degli Anfibi [9] e sul girino [io] e 
sull’uovo vergine di riccio di m are [11 ]. N ell’uovo in sviluppo del riccio di 
m are si è po tu to  determ inare che la incorporazione di amino acidi a livello 
dei microsomi si compie intensam ente, a partire  dalla fecondazione [12,
r3> 14]-

30 Mi sono proposto di accertare se il meccanismo della sintesi p ro­
teica sopra descritto  è valido anche in altro  m ateriale embriologico : a tale 
fine ho condotto  una ricerca sull’uovo di Ascidie. In  una ricerca prelim inare 
[15] fu preso in considerazione il problem a concernente la presenza in questo 
uovo deir S-RNA e le sue caratteristiche. A seguito di tale ricerca si è, in questo 
lavorò, presa in considerazione la presenza degli enzimi a ttiv an ti e la diversa 
q u an tità  di alcuni amino acidi a ttiv a ti in diverse fasi dello sviluppo. L a 
ricerca è s ta ta  condotta sulle uova ovariche, nell’uovo vergine e nell’uovo 
in periodi successivi alla fecondazione. (*) (**)

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Zoologia dell’Università di Palermo, sotto la 
direzione del Prof. G. Reverberi.

(**) Nella seduta dell’n  maggio 1963.
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IL  -  M a te r ia le  e metodo.

A) Prelievo del materiale.

a) Gli ovari prelevati rapidam ente dall’anim ale vivo, furono lavati 
a freddo più volte con acqua di m are artificiale [16]. Successivam ente furono 
omogeneizzati nel seguente mezzo: 0,025 M T ris-H C l buffer (pH 7,5), 0,025 
M KC1, 0,001 M M gCl2. L ’omogeneizzazione fu fa tta  con om ogenizzatore v e tro - 
téflon tipo P o tte r azionato a m otore, per 4 min.

T u tte  le operazioni sono s ta te  svolte a 0-4° C. L a ro ttu ra  com pleta 
degli ovociti fu ogni volta controllata al microscopio.

b) Per quanto  concerne le uova vergini e le uova fecondate anch’esse 
furono lavate  ripetu tam en te  in acqua di m are artificiale, furono fa tte  sedi­
m entare m ediante centrifugazione con centrifuga a m ano, e infine om ogenate 
come in (a). U na  aliquota di uova fecondate fu fa tta  sviluppare fino a larva 
per controllare la norm alità dello sviluppo.

B) Preparazione della frazione enzimatica.

Fu seguito il procedim ento suggerito da Cormier [17] con lievi modifiche.
L ’omogenato fu centrifugato  30 min. a 20.000 x g .  Al sovranatan te  de­

can ta to  fu aggiunto 0,1 voL di 2 % pro tam ina solfato (per do m in.) ; si o ttenne 
un p recip itato  di acidi nucleici che fu rimosso m ediante centrifugazione a 
15.000 g 5 min. L a pro tam ina fu aggiunta fino a che l ’estinzione a 260 m[i 
non scese del 75 % rispetto  al livello iniziale. Dopo la rimozione degli acidi 
nucleici il sovranatan te  fu po rta to  al 15 % di saturazione di solfato di am ­
monio, ag itato  per 1 /2 h e centrifugato io  min. a 10.000 g ;  il sedim ento 
Ottenuto, trovato  inattivo , fu scartato  e il sovranatan te fu po rta to  al 90%  
di saturazione di solfato di ammonio, agitato  e centrifugato come sopra. 
Questo sedim ento che contiene la frazione enzim atica a ttiv a  fu risospeso 
nel buffer T ris—KCl-M gCl2 a pH 7,5 (0,5 voi. dell’originale sovranatan te) e 
fu rip e tu ta  la precipitazione a 90 % di saturazione con am m onio solfato. 
Il p recip ita to  a ttivo  fu infine sospeso in egual volume di 0,2 M T ris buffer 
(pH 7,5) e dializzato per 6 h a freddo contro diversi cambi dello stesso buffer 
entro tubi V isking 8/32, previam ente lavati diverse volte con acqua bidistil- 
la ta  calda e io~~4 M EDTA.

C) Incubazione enzimatica.

L a determ inazione degli amino acidi a ttiv a ti fu eseguita secondo il m etodo 
di H oagland e t alii [5]. A liquote di 0,5 mi della sospensione enzim atica (con­
tenenti circa 5 m g di proteine) furono aggiunte alla miscela di incubazione
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contenente in 1 m i: Tris buffer pH 7,5 [xM 200 (di cui 100 fxM contenute 
nella sospensione enzim atica) ; M gCl2 [jlM io  ; A T P (neutralizzato con KOH) 
[iM 5 ; N H 2OH 1 mM  (prepara ta  dalla forma cloroidrata secondo B einert 
[18]); L -A m ino acido io  [xM. In prove prelim inari si dim ostrò non neces­
saria la presenza di pirofosfatasi. L a idrossilam ina, come è noto, si com bina 
con i gruppi carbossilici a ttiv a ti  degli am ino-acidi, form ando am ino-acil- 
idrossam ati, che sono dosati colorim etricam ente con cloruro ferrico. L ’in­
cubazione fu eseguita a 37°C per 1 /2 h. L a reazione enzim atica fu a rresta ta  
con l ’aggiunta di 1,5 mi di soluzione di o,37M  FeCl , o ,3 M T C A , e o,65M  
H O .

Il p recip itato  costitu ito  dalle proteine enzim atiche fu rimosso m e­
d ian te centrifugazione e l’assorbim ento del sovranatan te fu le tto  a 540 /mpi 
in uno spettrofotom etro  Beckm an DU, contro un bianco in cui furono 
omessi gli am ino-acidi. I , valori di estinzione furono rip o rta ti a curve 
standard  o tten u te  con i rispettiv i am ino-acil-idrossam ati sintetici del 
commercio.

Idrossam ato di leucina venne sin tetizzato  a partire  dal m etil estere 
secondo C hunnigham  e al. [19].

Il dosaggio delle proteine fu eseguito secondo Lowry e al. [20], usando 
uno standard  di album ina cristallizzata.

Reagenti.

A T P  sale disodico ; L -g licina idrossam ato ; L -is tid in a  idrossam ato ; fu­
rono o tten u ti dalla Sigm a Chemical Co. Gli L -am ino-acid i usati furono o t­
tenu ti dalla E astm an  Organic Chemicals.

Idrossilam ina HC1 fu o tten u ta  dalla M erck D arm stad. Il reagente di 
Folin-C iocalteu usato  per la determ inazione delle proteine, A m berlite CG 
50,200 ipriesh; p ro tam ina solfato, furono o ttenu ti dalla British D rug H ou­
ses LTD .

Risultati.

a) Come m ostrato  in Tabella I, il sovranatan te o ttenu to  dall’om ogenato 
centrifugato  a 20.000 g si dim ostra notevolm ente a ttivo  nella formazione 
di idrossam ati. Q uesta reazione è indipendente dall’aggiunta di am ino-acidi 
o di A T P  nel mezzo di incubazione.

Nel sovranatan te  dializzato, invece, la formazione di idrossam ati dipende 
dall’aggiunta di A T P  nel mezzo di incubazione, m a risente solo scarsam ente 
dell’agg iun ta di am ino-acidi.

Sottoponendo il sovranatan te  ai procedim enti tecnici sopra descritti si 
riscontra  una drastica dim inuzione degli idrossam ati form ati in assenza di 
am ino-acidi. Prolungando l’incubazione si ha un notevole aum ento dell’at-
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tivazione di back ground. Gli idrossam ati form ati in queste condizioni di incu­
bazione, sono in a lta  percentuale di n a tu ra  non basica, cioè non sono tra tten u ti 
su resina a scambio cationico (Am berlite CG 50 in form a H +) [21]. Come è 
noto ad eccezione degli acidi aspartico e glutam m ico gli am ino-acidi a ttiv a ti 
formano invece idrossam ati basici.

Tabella I.

Formazione di idrossamati in gonadi d i Ciona. 
fjiMoli idrossamatojmg proteine.

1
!

2
l

3

Sovranatante c r u d o ................................ 0,0260 0,0255 0,023

Sovranatante dializzato. . . . . . . . 0,0245 0,0205 0,010

Preparazione en z im atica ......................... 0,031 0,008 0,0035

0,033 (*) 0,0l8 0,005

I quantitativi di idrossamati riportati in colonna i furono ottenuti mediante incubazione enzimatica come descritta 
in Materiale e metodo. In colonna 2 e 3 sono riportati i risultati ottenuti mediante incubazione fatta in assenza di amino­
acidi e di ATP rispettivamente.

(*) Valori ottenuti incubando 1 h a 37°C.

b) Nell’uovo ovarico si riscontra un quan tita tiv o  assai alto  di am ino­
acidi a ttiv a ti. Sorprendente è la q u an tità  di istid ina a ttiv a ta . Q uesto risul­
ta to  è forse in rapporto  con l ’estrem a abbondanza dell’istid ina nel pool degli 
am inò acidi liberi negli ovari di Ciona intestinalis [22]. Anche la glieina a t ­
tiv a ta  è in notevole qu an tità . L a leucina a ttiv a ta  si trova in q u an tità  infe­
riore H spetto all’istid ina e alla glieina a ttiv a ta  ; ancora più bassa è la q u an tità  
di arginina a ttiv a ta  (Tabella II). A questo proposito va ricordato  che anche 
nei b a tte ri e nelle cellule dei M am m iferi il dosaggio sia m ediante l’idrossi- 
lam ina, sia m ediante lo scambio P P -A T P  rivela scarse a ttiv ità  di arginina 
a ttiv a ta  [23].

c) Nell’uovo vergine il quan tita tivo  di questi am ino-acidi a ttiv a ti è 
notevolm ente inferiore. I rapporti fra i singoli am ino-acidi sono però presso­
ché invaria ti, tranne che per l’istidina, per la quale si riscontra una lieve 
diminuzione.

d) Nell’uovo fecondato il quan tita tivo  di questi am ino-acidi a ttiv a ti 
è ne ttam en te  superiore a quello riscontrato sia nelle uova vergini, sia nelle 
uova ovariche. L a glieina presenta i .dati più alti, segue l’istid ina ; a livelli 
più bassi vi è la leucina (Tabella II).
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T a b e lla  IL 

Amino-acil-idrossamati -  juMoli/mg proteine.

Prova n° Glie. Istid. Leuc. Argin. Tiros. Alan.
1

a) Ovari.
1 i i---------------- -

1 . . . 0,032 0,015 0,031
2 . . . 0,0235

3 • • • 0,030 0,018 0,025
4 • • • 0,027

5 • • • 0,020 0,031

6 . . . 0,025 0,034 0,020

7 • • • 0,024 0,033 0,020
8 . . . 0,022 0,025 0,018 0,014

9 • • • 0,025 0,013
IO . . . 0,017 0,016
11 . . . 0,0208 0,024 0,018 0,0135
12 . . . 0,023 0,0245 0,0185 0,015

X  — 0,0234 0,0284 0,018 0,0139

b) Uova vergini.

1 . . . 0,018

2 . . .  . 0,015 0,018 0,009

3 • • 0,017
t

0,0175 0,01

4 • • • 1 0,016 0,019

5 '- • - 1 0,0165 0,018 0,0101

x  — 0,0165 0,0181 0,0097

c) Uova fecondate 30 minuti.

1 . . . 0,0285 0,027 0,023
2 . .  . 0,032

3 • • • 0,030 0,028 0,022

4 • • • 0,029 0,0285 0,0225

5 • °>p3i 0,0275 0,021

x  = 0,0302 0,0278 0,0221

Le condizioni di sviluppo della reazione sono quelle descritte in Materiale e metodo.

38. — RENDICONTI 1963, Voi. XXXIV, fase. 5.
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Discussione.

a) D a quanto  esposto si può innanzitu tto  concludere che nell’uovo di 
d ona , come poteva prevedersi a seguito della già d im ostrata  presenza del- 
TS-RN A  [15], sono presenti diversi enzimi a ttiv an ti.

Questo reperto m ostra che l’uovo di d o n a  segue le tappe classiche della 
biosintesi proteica.

U n  secondo dato  che scaturisce dalla presente ricerca è che du ran te  
la oogenesi vi è u n ’alta  percentuale di am ino-acidi a ttiv a ti. Ciò sem bra ov­
vio dato  che il periodo dell’oogenesi è un periodo di in tensa sintesi proteica. 
V a tu tta v ia  fa tto  rilevare che gli ovari, sui quali fu com piuta la determ ina­
zione, sono costitu iti da una popolazione eterogenea, in quanto  costitu iti 
da oociti in diversi s tad i di sviluppo e quindi con diversi livelli di a ttiv ità  
proteica. Gli oociti a term ine hanno sintesi proteiche m olto più scarse degli 
oociti ai prim i stadi. Ciò è in accordo con quanto  è sta to  osservato nelle 
gonadi di riccio di m are, nelle quali è s ta ta  v ista [13] una dim inuzione di 
incorporazione di am ino-acidi col procedere delle m aturazione. I valori di 
a ttivazione da me o tten u ti sono perciò una m edia tra  questi diversi m e ta ­
bolismi.

Per quanto  riguarda gli am ino-acidi di cui è s ta ta  eseguita la deter­
m inazione è risu lta to  che la glieina e la istid ina sono gli am ino-acidi 
a ttiv a ti in m aggiore q uan tità . Essi accanto alla tau rina  sono anche gli 
am ino-acidi più abbondanti nel pool degli am ino-acidi liberi degli ovari 
di d o n a  [22]. Il significato di questa alta  q u an tità  di istid ina a ttiv a ta  non 
è noto.

c) Per quanto  riguarda l’uovo verdine i dati qui o tten u ti m ostrano 
una cadu ta  del q u an tita tiv o  di am ino-acidi a ttiv a ti.

Q uesto dato  conferm a l’inerzia m etabolica dell’uovo vergine di d o n a , 
già docum enta ta  dal basso livello del consumo di 0 2 [24, 25, 26] e dalla scarsa 
o assente incorporazione degli am ino-acidi m arcati [27]. Gli am ino-acidi 
a ttiv a ti  presenti, probabilm ente hanno solo significato di turnover.

d ) N ell’uovo fecondato il q uan tita tivo  di am ino-acidi a ttiv a ti  è m olto 
m aggiore di quello riscontra to  nell’uovo vergine. L a glieina è ram ino-acido  
a ttiv a to  che è presente in m aggiore q u an tità  fra quelli p rovati. Segue l’istidina. 
L a leucina e la glieina sono a livello doppio che nell’uovo vergine e superano 
anche il valore dell’uovo ovarico. Questo fa tto  probabilm ente è dà riferirsi 
all’in ten sità  di sintesi proteiche al m om ento della fecondazione; esso sem ­
brerebbe non accordarsi con la com parsa di nuovi antigeni solo in stad i più 
avanzati di sviluppo [28]. D ’a ltra  parte  anche nell’uovo di riccio di m are, 
in cui, appunto , nuovi antigeni compaiono solo in stad i avanzati di sviluppo, 
[29, 130] si è trovato  un notevole aum ento dell’incorporazione di am ino-acidi 
già nei prim i periodi successivi alla fecondazione [12, 13, 14], ed è s ta ta  evi­
denzia ta  la precoce sintesi d ’una proteina contenente m etionina, necessaria 
per la formazione del m esenchina [31].
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In  Ciona alla fecondazione segue un notevole aum ento del consumo di 
0 2 [24, 25, 26] e una m aggiore incorporazione di am ino-acidi m arcati, evi­
denziabili all’autoradiografia [27]., Questo fa tto  è probabilm ente legato alla 
sintesi di proteine necessarie per la formazione del fuso e di nuove superfici 
cellulari e nucleari.
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