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Biologia. — Attivita proteolitica dell’acqua di schiusa di Ciona
intestinalis (Ascidia) ©. Nota ©” di Grovanna LEONARDI, presen-
tata dal Corrisp. P. Pasquint.

INTRODUZIONE.

L’uovo di Ciona intestinalis & rivestito da un triplice involucro, e preci-
samente da uno strato interno di cellule « testali», da uno strato esterno di
cellule «follicolari», e dalla membrana coriale, o chorion, aniéta, situata
fra i due (cfr. Morgan, 1938) [1]. Da questi involucri fuoriesce la larva na-
tante, per un processo di schiusa al quale prendono parte enzimi che la larva
stessa produce. Berrill (1929) [2] per primo attribui ad attivitd enzimatica
il potere litico che I'« acqua di schiusa » esercita sugli involucri di uova vergini
della stessa e anche di altre specie di Ascidie. Queste osservazioni sono state
confermate pili recentemente da Osti (1950) [3].

Sulla natura e sulle proprieta dell’« enzima di schiusa » delle Ascidie non
era stata fatta finora alcuna ricerca. Tutfavia, il fatto che il chorion dell’uovo
di Ascidie fosse attaccato da enzimi proteolitici [4, 5, 6] e le limitate conoscenze
sulla composizione essenzialmente proteica di tale membrana (cfr. Morgan,
1939) [5], davano indicazione che I'acqua di schiusa avesse attivitd proteoli-
tica. Cid & stato dimostrato nella ricerca riferita nella presente Nota.

MATERIALI E METODI.

1° L’acqua di schiusa ¢ stata ottenuta facendo sviluppare in un limitato
volume di acqua di mare embrioni di CZona intestinalis dallo stadio di bottone
caudale fino alla schiusa spontanea. Con centrifugazione a mano venivano
allontanate le larve e la maggior parte delle cellule testali e follicolari. I cho-
rion rimasti in sospensione sono stati separati centrifugando a 5000 X g
per 20 minuti, ed estratti con 0,6 M KCl in mezzo alcalino, a freddo per 24 ore,
per ricuperare 'enzima rimasto ivi adsorbito. L’estratto & stato aggiunto
al supernatante, e il tutto & stato dializzato contro acqua distillata e concen-
trato a pressione ridotta.

2° L’attivita proteolitica dell’acqua di schiusa ¢ stata determinata con
I'idrolisi sia di emoglobina denaturata con urea, secondo il metodo di Anson [7]
per la tripsina, sia di caseina, secondo il metodo di Kunitz [8]. In entrambi
i metodi I'incubazione & stata protratta per 4 1/2 ore a 38°C. Dopo precipi-
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tazione delle proteine con-acido tricloroacetico 0,3 M, i fenoli liberati sono stati
determinati colorimetricamente dopo aggiunta del reattivo di Folin-Ciocalteu,
e riportati a uno standard di tirosina.

Nelle determinazioni col metodo di Anson i valori di tirosina sono stati
riferiti al numero di larve da cui era stata prodotta I’acqua di schiusa. Questo
numero ¢ stato calcolato dal contenuto di azoto totale delle larve, determinato
con microkjeldhal e nesslerizzazione diretta. Conteggi e determinazioni preli-
minari avevano stabilito un contenuto medio di y 158 + 2 di N totale per
10.000 larve.

In parte delle determinazioni col metodo di Kunitz i valori di tirosina
sono stati riferiti alle proteine totali presenti nell’acqua di schiusa, determinate
col metodo di Lowry et al. [9]. Nelle determinazioni riguardanti 1’azione
di alcune sostanze sulla attivitd proteolitica, le quantitad di tirosina liberate
nelle varie condizioni sperimentali sono state raffrontate direttamente con
quelle dei relativi controlli.

RISULTATI.

1° La determinazione dell’attivitd proteolitica col metodo di Anson &
stata fatta su 6 lotti di acqua di schiusa, in triplicato per ogni lotto. E risul-
tato che in 4 1/2 ore di incubazione a 38°C I'acqua di schiusa di 10.000 larve
‘idrolizza in media, da emoglobina denaturata con urea, Y 16,45 + 2 di tirosina.
Per comparazione abbiamo trovato che la stessa quantitd di tirosina & libe-
rata, dallo stesso substrato e in pari condizioni sperimentali, da y 1,4 di
tripsina 2 X cristallizzata e priva di sali (Sigma Chem. Co.).

2° L’influenza del pH & stata provata in 6 lotti di acqua di schiusa, di
ognuno dei quali ¢ stata determinata l'attivitd proteolitica col metodo di
Kunitz, su caseina in tampone di fosfati a quattro pH diversi. La quantita
di tirosina liberata ¢ stata riferita al contenuto di proteine totali dell’acqua
di schiusa. Le medie delle diverse determinazioni (ognuna in triplicato) sono
state le seguenti :

pH 7 6:5 6 5,8
Tirosina y/mgprot. . . . . 32,6+8,7 267+66 15+ 4,4 11,7+ 2,9
Valori relativi . . . . . . . 100 82 46 36

Questi dati indicano una diminuzione di attivitd proteolitica del 18°,,
54°/s € 64°/, quando il pH da 7 & portato rispettivamente a 6,5; 6 e 3,8.
Queste diminuzioni sono statisticamente significative, come pure significative
sono le differenze tra le attivita a pH 7 e pH 6,5, ¢ tra quelle a pH 6,5 € pH 6
(P << o0,05; statistica #). Invece non & significativa la differenza tra le atti-
vita a pH 6 e pH 5,8 (P < 0,2).

3° Gli effetti dell’ovomucoide (inibitore della tripsina), del p—idrossimer-
curibenzoato di sodio (inibitore dei gruppi SH) e degli ioni Mg++ sull’attivita
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proteolitica dell’acqua di schiusa sono stati studiati mediante 'aggiunta di
tali sostanze al substrato di caseina secondo il metodo di Kunitz, a pH 7.
L’ovomucoide (Sigma Chem: Co.) e il p-idrossimercuribenzoato sono stati
aggiunti nella concentrazione finale di 0,1°/,; ed & stato adoperato MgCl,
alla concentrazione finale di 0,2 %,. Sono state fatte 6 determinazioni (ognuna
in triplicato) di attivita proteolitica in presenza delle prime due sostanze,
e 3 per laltra. I risultati sono qui riportati in percentuali medie di tirosina
liberata rispetto ai controlli:

Controlli . . . . . . . ... ... ..... 100
Ovomucoide 0,1°, . . . . . . . . . . . .. I
‘ 7
p-idrossimercuribenzoato 0,1 °/, P &
MgCl, 02% .. . ... ... ....... 100

L’ovomucoide ha dunque prodotto una inibizione media del 29°,,
statisticamente significativa (P < 0,05); il p—idrossimercuribenzoato una
inibizione del 27 °/,, pure significativa (P <C 0,02). Gli ioni Mg*+ non hanno
prodotto alcun effetto.

Questi dati sono soltanto indicativi, perché, non essendo stata fatta alcuna
determinazione sulla quantitd di enzima contenuto nell’acqua di schiusa, non
& possibile conoscere il rapporto quantitativo tra le sostanze adoperate e I’en-
zima stesso. .Nelle singole determinazioni I'inibizione ha variato, per entrambi
gli inibitori, dal 100°/, nei lotti a debole attivitd enzimatica (e cioé a minore
concentrazione di enzima) al 10-15°/, in quelli a pit alta attivita.

DISCUSSIONE.

1° Il substrato naturale dell’azione proteolitica dell’« enzima di schiusa »
di Ciona &, secondo ogni evidenza, la membrana coriale, della cui costitu-
zione proteica abbiamo gid accennato. E incerto che la schiusa in Ciona
sia dovuta soltanto ad una proteolisi del chorion, non potendosi escludere
che I'acqua di schiusa contenga altri enzimi attivi, per esempio, sulla compo-
nente glicidica che ricerche personali hanno rilevato nel chorion. Inoltre &
possibile che alla completa rottura del chorion prendano parte le contrazioni
muscolari che la larva presenta tanto pit attivamente quanto piti vicina &
la schiusa. Cio spiegherebbe perché I'attivitd proteolitica dell’acqua di schiusa
sia tanto piccola: infatti & sufficiente che ’enzima indebolisca un solo punto
del chorion, perché questo possa venire aperto dai movimenti della larva.
Questo punto di rottura dovrebbe corrispondere alla regione embrionale dalla
qualej I'enzima viene prodotto; ma su un eventuale « organo della schiusa »
nelle Ascidie non vi sono che delle supposizioni contradditorie [2, 3, 10].

2° L’enzima di schiusa di Céona & poco specifico, se’idrolizza emoglobina
e caseina; questa scarsa specificita era gia stata osservata da Berrill [2] e
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da Osti [3]. Del resto, come abbiamo detto, il chorion di Ciona & attaccato
da tripsina e da altri enzimi proteolitici.

Circa le proprieta dell’enzima, esso ha un pH ottimo d’azione intorno a 7,
& inibito da ovomucoide ed ha gruppi SH nel luogo attivo; ¢ indifferente agli
ioni Mg++. In confronto, notiamo che una attivita proteolitica ¢ stata rile-
vata anche nell’acqua di schiusa di riccio di mare [11], del Polmonato di acqua
dolce Physa fontinalis (Rizzo, non pubblicato) e di Anfibi anuri [12]. In
Physa e negli Anfibi I'ovomucoide non produce alcuna inibizione, probabil-
mente in relazione con la grande quantita di glicoproteine (quale & pure I'ovo-
mucoide) nei loro involucri ovulari.
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