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Embriologia chimica. — Anzimi « amino—acidi attivanti» nelle
uova di Ciona®. Nota di Mario MoriNaRro, presentata®” dal
Socio P. Pasquini.

I. — INTRODUZIONE.

1° Le ricerche di Hoagland [1] e di altri [2, 3] hanno mostrato il ruolo
che gli enzimi attivanti gli amino acidi svolgono nella biosintesi delle pro-
teine. Questi enzimi sono stati trovati nei batteri [2], nel lievito [3], nelle
cellule dei Mammiferi [1—4] e nelle piante [5]. Si ritiene che essi siano circa
20 e che ciascuno sia specifico per un singolo amino acido [6]: finora perd
ne sono stati isolati solo una decina.

Essi catalizzano due reazioni: con la prima I’amino acido specifico
viene legato all’ATP formando un amino-acil adenilato con liberazione
di pirofosfato; con la seconda I’amino-acil adenilato si unisce con il proprio
S-RNA con liberazione di AMP [7].

2° Nello sviluppo embrionale, com’¢ ben noto, le sintesi proteiche
sono molte attive sia dal punto di vista quantitativo che qualitativo; e per-
cid embrione, nei suoi diversi stadi di sviluppo, costituisce un ottimo mate-
riale per P'analisi dei meccanismi delle sintesi proteiche.

La ricerca degli enzimi attivanti sui sistemi embrionali & stata fatta
sull’embrione di pollo [8], sull’embrione degli Anfibi [9] e sul girino [10] e
sull'uovo vergine di riccio di mare [11]. Nell’'uovo in sviluppo del riccio di
mare si ¢ potuto determinare che la incorporazione di amino acidi a livello
dei microsomi si compie intensamente, a partire dalla fecondazione [12,
13, 14].

3° Miisono proposto di accertare se il meccanismo della sintesi pro-
teica sopra descritto ¢ valido anche in altro materiale embriologico: a tale
fine ho condotto una ricerca sull’'uovo di Ascidée. In una ricerca preliminare
[15] fu preso in considerazione il problema concernente la presenza 1n questo
uovo del’'S-RNA e le sue caratteristiche. A seguito di tale ricerca si ¢, in questo
lavoro, presa in considerazione la presenza degli enzimi attivanti e la diversa
quantita di alcuni amino acidi attivati in diverse fasi dello sviluppo. La
ricerca ¢ stata condotta sulle uova ovariche, nell'uovo vergine e nell’'uovo
in periodi successivi alla fecondazione.

(*) Lavoro eseguito presso 1'Istituto di,vZoologia dell’Universitd di Palermo, sotto la
direzione‘del Prof. G. Reverberi.
(**) Nella seduta dell’r1 maggio 1963.
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II. — MATERIALE E METODO.

A) Prelievo del materiale.

a) Gli ovari prelevati rapidamente dall’animale vivo, furono lavati
a freddo pili volte con acqua di mare artificiale [16]. Successivamente furono
omogeneizzati nel seguente mezzo: 0,025 M Tris-HCI buffer (pH 7,5), 0,025
M KCl, 0,001 M MgCl,. L omogeneizzazione fu fatta con omogenizzatore vetro—
téflon tipo Potter azionato a motore, per 4 min.

Tutte le operazioni sono state svolte a 0-4°C. La rottura completa
degli ovociti fu ogni volta controllata al microscopio.

4) Per quanto concerne le uova vergini e le uova fecondate anch’esse
furono lavate ripetutamente in acqua di mare artificiale, furono fatte sedi-
mentare mediante centrifugazione con centrifuga a mano, e infine omogenate
come in (@). Una aliquota di uova fecondate fu fatta sviluppare fino a larva
per controllare la normalitd dello sviluppo.

B) Preparazione della frazione enzimatica.

Fu seguito il procedimento suggerito da Cormier [17] con lievi modifiche.

L’omogenato fu centrifugato 30 min. a 20.000xg. Al sovranatante de-
cantato fu aggiunto 0,1 vol. di 2 % protamina solfato (per 10 min.); siottenne
un precipitato di acidi nucleici che fu rimosso mediante centrifugazione a
15.000 g 5 min. La protamina fu aggiunta fino a che ’estinzione a 260 my
non scese del 75 7% rispetto al livello iniziale. Dopo la rimozione degli acidi
nucleici il sovranatante fu portato al 15 % di saturazione di solfato di am-
moniol, agitato per 1/2 h e centrifugato 10 min. a 10.000 g; il sedimento
ottenuto, trovato inattivo, fu scartato e il sovranatante fu portato al go %
di saturazione di solfato di ammonio, agitato e centrifugato come sopra.
Quest9 sedimento che contiene la frazione enzimatica attiva fu risospeso
nel buffer Tris—-KCI-MgCl, a pH 7,5 (0,5 vol. dell’originale sovranatante) e
fu ripetuta la precipitazione a 9o % di saturazione con ammonio solfato.
Il precipitato attivo fu infine sospeso in egual volume di 0,2 M Tris buffer
(pH 7,5) e dializzato per 6 h a freddo contro diversi cambi dello stesso buffer
entro tubi Visking 8/32, previamente lavati diverse volte con acqua bidistil-
lata calda e 10—+ M EDTA.

C) Incubazione enzimatica.

La determinazione degli amino acidi attivati fu eseguita secondo il metodo
di Hoagland et alii [3]. Aliquote di 0,5 ml della sospensione enzimatica (con-
tenenti circa 5 mg di proteine) furono aggiunte alla miscela di incubazione
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contenente in I ml: Tris buffer pH 7,5 uM 200 (di cui 100 uM contenute
nella sospensione enzimatica); MgCl, uM 10; ATP (neutralizzato con KOH)
M 5; NH,OH 1 mM (preparata dalla forma cloroidrata secondo Beinert
[18]); L-Amino acido 10 uM. In prove preliminari si dimostrd non neces-
saria la presenza di pirofosfatasi. La idrossilamina, come ¢ noto, si combina
con i gruppi carbossilici attivati degli amino-acidi, formando amino-acil-
idrossamati, che sono dosati colorimetricamente con cloruro ferrico. L'in-
cubazione fu eseguita a 37°C per 1/2 h. La reazione enzimatica fu arrestata
con l'aggiunta di 1,5 ml di soluzione di 0,37M FeCl, 0,3M TCA, e 0,65 M
HCL.

Il precipitato costituito dalle proteine enzimatiche fu rimosso me-
diante centrifugazione e I'assorbimento del sovranatante fu letto a 540/my.
in uno spettrofotometro Beckman DU, contro un bianco in cui furono
omessi gli amino-acidi. I valori di estinzione furono riportati a curve
standard ottenute con i rispettivi amino-acil-idrossamati sintetici del
commercio.

Idrossamato di leucina venne sintetizzato a partire dal metil estere
secondo Chunnigham e al. [19].

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

Reagenti.

ATP sale disodico; L-glicina idrossamato; L-istidina idrossamato; fu-
rono ottenuti dalla Sigma Chemical Co. Gli L-amino-acidi usati furono ot-
tenuti dalla Eastman Organic Chemicals.

Idrossilamina HCl fu ottenuta dalla Merck Darmstad. Il reagente di
Folin-Ciocalteu usato per la determinazione delle proteine, Amberlite CG
50, 200 mesh] protamina solfato, furono ottenuti dalla British Drug Hou-
ses LTD.

RisuLTATI.

@) Come mostrato in Tabella I, il sovranatante ottenuto dall’omogenato
centrifgga!to a 20.000 g si dimostra notevolmente attivo nella formazione
di idroésa‘mat@. Questa reazione ¢ indipendente dall’aggiunta di amino—acidi
o di ATP nel mezzo di incubazione. »

Neél sovranatante dializzato, invece, la formazione di idrossamati dipende
dall’aggiunta di ATP nel mezzo di incubazione, ma risente solo scarsamente
dell’aggiunta di amino-acidi.

Sottoponéndo il sovranatante ai procedimenti tecnici sopra descritti si
riscontra una drastica diminuzione degli idrossamati formati in assenza di
amino—acidi. Prolungando l'incubazione si ha un notevole aumento dell’at-
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tivazione di back ground. Gli idrossamati formati in queste condizioni di incu-
bazione, sono in alta percentuale di natura non basica, cio¢ non sono trattenuti
su resina a scambio cationico (Amberlite CG 50 in forma H*) [21]. Come &
noto ad eccezione degli acidi aspartico e glutammico gli amino-acidi attivati
formano invece idrossamati basici.

TABELLA 1.

Formazione di idrossamati in gonadi di Ciona.
uMoli idrossamato|mg proteine.

1 2 3

Sovranatante crudo . . . . . . . . . 0,0260 0,0255 0,023
Sovranatante dializzato. . . . . . . . 0,0245 0,0205% 0,010
Preparazione enzimatica . . . . . . . 0,031 0,008 0,0035
0,033 (¥) 0,018 0,005

I quantitativi di idrossamati riportati in colonna 1 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.

6) Nell'wovo ovarico si riscontra un quantitativo assai alto di amino-
acidi attivati. Sorprendente & la quantita di istidina attivata. Questo risul-
tato & forse in rapporto con 'estrema abbondanza dell’istidina nel pool degli
amino acidi liberi negli ovari di Ciona intestinalis [22]. Anche la glicina at-
tivata & in notevole quantita. La leucina attivata si trova in quantita infe-
riore rispetto all'istidina e alla glicina attivata; ancora pil bassa ¢ la quantita
di arginina attivata (Tabella II). A questo proposito va ricordato che anche
nei batteri e nelle cellule dei Mammiferi il dosaggio sia mediante ’idrossi-
lamina, sia mediante lo scambio PP—-ATP rivela scarse attivita di argmma
attivata [23].

¢) Nell'movo vergine il quantitativo di questi amino-acidi attivati &
notevolmente inferiore. I rapporti fra i singoli amino—acidi sono perd presso-
ché invariati, tranne che per 1’1st1d1na, per la quale si riscontra una lieve
diminuzione.

d) Nelluovo fecondato il quantltatlvo di questi amino-acidi attivati
¢ nettamente superiore a quello riscontrato sia nelle uova vergini, sia nelle
uova ovariche. La glicina presenta i .dati piti alti, segue l'istidina; a livelli
pit bassi vi ¢ la leucina (Tabella II).
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TABELLA II.

Amino-acil-idrossamati — uMolilmg proteine.

Prova n° Glic. Istid. Leuc. Argin. Tiros. Alan.
|
a) Ovari.

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
10 . 0,017 0,016
11 0,0208 0,024 0,018 0,0135
12 0,023 0,0245 0,0185 0,015

= 0,0234 0,0284 0,018 0,0139

b) Uova vergini.
I 0,018
2 0,015 0,018 0,009
3. 0,017 0,0175% 0,01
5

4 . 0,016 0,019
5 . ! 0,0165 0,018 0,0101

T= 0,0165 0,0181 0,0097

c) Uova fecondate 30 minuti.

I 0,0285 0,027 0,023
2 i 0,032
3 . 0,030 0,028 0,022
4 . 0,029 0,0285 0,0225%
5 . 0,031 0,0275 0,021

= 0,0302 0,0278 0,0221

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

38. — RENDICONTTI 1963, Vol. XXX1V, fasc. s.
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DISCUSSIONE.

@) Da quanto esposto si puo innanzitutto concludere che nell’'uovo di
Ciona, come poteva prevedersi a seguito della gia dimostrata presenza del-
I’S-RNA [15], sono presenti diversi enzimi attivanti.

Questo reperto mostra che 'uovo di Ciona segue le tappe classiche della
biosintesi proteica.

5) Un secondo dato che scaturisce dalla presente ricerca ¢ che durante
la oogenesi vi ¢ un’alta percentuale di amino—acidi attivati. Cid sembra ov-
vio dato che il periodo dell’cogenesi ¢ un periodo di intensa sintesi proteica.
Va tuttavia fatto rilevare che gli ovari, sui quali fu compiuta la determina-
zione, sono costituiti da una popolazione eterogenea, in quanto costituiti
da oociti in diversi stadi di sviluppo e quindi con diversi livelli di attivita
proteica. Gli oociti a termine hanno sintesi proteiche molto pil scarse degli
oociti ai primi stadi. Cid ¢ in accordo con quanto ¢ stato. osservato nelle
gonadi di riccio di mare, nelle quali ¢ stata vista [13] una diminuzione di
incorporazione di amino—acidi col procedere delle maturazione. I valori di
attivazione da me ottenuti sono percid una media tra questi diversi meta-
bolismi.

Per quanto riguarda gli amino—acidi di cui ¢ stata eseguita la deter-
minazione & risultato che la glicina e la istidina sono gli amino-acidi
attivati in maggiore quantitd. Essi accanto alla taurina sono anche gli
amino—acidi pitt abbondanti nel pool degli amino—acidi liberi degli ovari
di Ciona [22]. Il significato di questa alta quantita di istidina attivata non
¢ noto.

¢) Per quanto riguarda l'uvovo vergine i dati qui ottenuti mostrano
una caduta del quantitativo di amino-acidi attivati.

Questo dato conferma l'inerzia metabolica dell’'uovo vergine di Ciona,
gia documentata dal basso livello del consumo di O, [24, 25, 26] e dalla scarsa
o assente incorporazione degli amino—acidi marcati [27]. Gli amino-acidi
attivati presenti, probabilmente hanno solo significato di furnover.

d) Nell'uovo fecondato il quantitativo di amino—acidi attivati ¢ molto
maggiore di quello riscontrato nell'uovo vergine. La glicina ¢ ’amino-acido
attivato che ¢ presente in maggiore quantita fra quelli provati. Segue listidina.
La leucina e la glicina sono a livello doppio che nell'uovo vergine e superano
anche il valore dell’'uovo ovarico. Questo fatto probabilmente ¢ da riferirsi
all’intensitd di sintesi proteiche al momento della fecondazione; essosem-
brerebbe non accordarsi con la comparsa di nuovi antigeni solo in stadi pil
avanzati di sviluppo [28]. D’altra parte anche nell'uovo di riccio di mare,
in cui, appunto, nuovi antigeni compaiono solo in stadi avanzati di sviluppo,
[29, Jéo] si & trovato un notevole aumento dell’incorporazione di amino-acidi
gid nei primi periodi successivi alla fecondazione [12, 13, 14], ed & stata evi-
denziata la precoce sintesi d’una proteina contenente metionina, necessaria
per la formazione del mesenchina [31].
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In Ciona alla fecondazione segue un notevole aumento del consumo di
O, [24, 25, 26] e una maggiore incorporazione di amino—acidi marcati, evi-
denziabili all’autoradiografia [27].,Questo fatto € probabilmente legato alla
sintesi di proteine necessarie per la formazione del fuso e di nuove superfici
cellulari e nucleari.
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