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Biologìa. —- A ttività  dipeptidasica delle metà dorsale e ventrale 
dell1 iride nel corso della rigenerazione del cristallino in T riton  cristatus(T 
Nota di M ario de V in c e n t iis , A lberta  M agni e G iovanni M aterazzi, 
presentata ((*) **} dal Corrisp. A. S t e f a n e l l i.

E noto che la rigenerazione Wolffiana del cristallino negli urodeli rien tra  
nei quadri di rigenerazione per m orfallassi, vale a dire quel particolare tipo di 
rigenerazione per cui determ inate  cellule, già differenziate, hanno la capacità di 
andare prim a incontro  ad uno sdifferenziam ento e quindi differenziarsi verso 
a ltre  s tru ttu re . In  partico lare per il cristallino ciò è m olto evidente poiché 
questo organo, che nel norm ale sviluppo em brionale deriva dall’ectoderm a, 
una volta aspo rta to  nell’adulto , si rigenera dalle cellule p igm entate  dello 
s tra to  irideo retinico dell’iride dorsale, cellule che depigm entandosi danno 
luogo al nuovo cristallino.

Dai classici lavori di Colucci [ i] , W olff [2], W achs [3] num erose sono le 
ricerche sperim entali che hanno cercato di indagare sui fa tto ri che presiedono 
alla rigenerazione del cristallino negli urodeli (su tale argom ento, al quale fon
dam entali con tribu ti hanno p o rta to  la Scuola giapponese di Sato  e quella 
am ericana di Stone, estese citazioni bibliografiche sono rip o rta te  nei lavori 
di R eyer [zg 5]). I r isu lta ti hanno tu t ti  concordem ente d im ostrato  come, 
responsabile di tale rigenerazione, sia il territorio  corrispondente alla regione 
dorsale dell’iride. Tale peculiare p roprie tà  della porzione dorsale dell’iride è 
s ta ta  di recente s tu d ia ta  da un pun to  di vista biochimico, immunologico ed 
u ltra s tru ttu ra le . Si è d im ostrato  così a caricò della m età dorsale iridea rispetto  
alla m età ventrale un aum ento  di RNA (T akata, [6]; Y am ada e K arasaki, [7]); 
un  aum ento notevole di incorporazione di P32 (Eguchi e Ishikaw a [8]); di 
H 3~leucina (Y am ada e T ak a ta  [9]); della fosfatasi alcalina (Eguchi e Ish i
kaw a [10]); la com parsa precoce di antigeni specifici lenticolari (Vyazov e 
Sazhina [ n ] ;  Ogawa [12], [13]; T ak a ta , A lbrigh t e Y am ada [14]); alterazioni 
a carico delle cellule p igm entate  e del cristallino rigenerato  adoperando a n ti
sieri lenticolari (Ogawa [15]). S tudi al m icroscopio elettronico hanno m ostra to  
nella porzione dorsale dell’iride caratteristic i cam biam enti polimorfici dei 
m itocondri, ed aum ento di ribosom i per u n ità  di area della m atrice citop la
sm atica (Eguchi [16], [17]; K arasaki [18]).

L ’insieme dei da ti raccolti sarebbero favorevoli secondo Y am ada e T a 
k a ta  [9] all’ipotesi che in tale sistem a il progredire della rigenerazione del 
cristallino sia controllato  da RNA sin tetizzato  nel nucleo delle cellule dell’iride

(*) Cattedra di Istologia ed Embriologia ed Istituto di Anatomia ed Istologia dell’Uni
versità di Camerino.

(**) Nella seduta del 12 dicembre 1964.



2ÓO Lincei — Rend. Sc. fis. mat. e nat. — Voi. XXXVIII — febbraio 1965

dorsale. M ediante ractinom icina D si è riusciti, in fa tti, a bloccare la rigenera
zione del cristallino senza p rodurre lesioni dei tessuti norm ali dell’occhio in 
clusi l’iride ed il cristallino (Y am ada e Roesel, cit. da Y am ada e T ak a ta  [9]).

Ci è sem brato  non privo di interesse di in traprendere  alcune indagini 
enzimologiche con partico lare riguardo ad enzimi connessi con il m etabolism o 
proteico sulle m età  dorsale e ventrale delPiride di individui adulti di Triton 
cnstatus, d u ran te  il processo di rigenerazione del cristallino. Nella presente 
N ota  riportiam o i risu lta ti di indagini condotte sull’a ttiv ità  delle d ipeptidasi.

Materiale e metodo.

Gli esperim enti sono s ta ti condotti su individui adulti di Triton cristatus. 
Gli anim ali venivano anestesizzati im mergendoli in una soluzione di cloretone 
al 0 ,0 4 % . Le operazioni di rimozione del cristallino sono s ta te  effettuate  
tu t te  sull’occhio destro. Le operazioni sono consistite nell’effettuare con un 
coltellino di Graefe per c a ta ra tta  u n ’incisione a livello della porzione superiore 
del limbus e quindi a ttrav erso  tale ferita veniva e s tra tto  il cristallino con una 
leggera pressione. M ediante poi una spatola si rim étteva a posto l’iride, avendo 
estrem a cura di non ledere la p arte  dorsale. Dopo l’operazione gli anim ali 
venivano posti in am biente um ido fino al loro risveglio e quindi messi in acqua 
di fonte circolante. G iornalm ente essi venivano alim entati con pezzetti di 
fegato crudo di bovino.

Q uindi a giorni alterni, iniziando dal 50 fino al 40° giorno dall’operazione, 
un gruppo di tre triton i è s ta to  sacrificato per decapitazione e da ogni anim ale 
è s ta ta  p re levata  per il dosaggio enzim atico la porzione dorsale e ventrale 
dell’iride dell’occhio destro e sinistro. A bbiam o così dosato contemporanea
mente l’a ttiv ità  d ipeptidasica dell’iride ventrale e dorsale sia dell’occhio ope
ra to  che di quello norm ale. I tre fram m enti di iride sono s ta ti poi posti in 
m icropo tter con 225 pi di H 20 b id istilla ta  (1) ed om ogenati a freddo. Su tali 
om ogenati sono s ta te  eseguite le determ inazioni di a ttiv ità  dipeptidasica e di 
azoto totale. L ’a ttiv ità  dipeptidasica è s ta ta  determ inata  con il m icrom etodo 
di L inderstròm -L ang  e H o lter [19]. L ’azoto to tale è s ta to  determ ina to  per 
nesslerizzazione d ire tta  di 25 pii di omogenato; colorim etria allo Spettron ic 
a 400 mp..

R isultati e conclusioni.

I risu lta ti o tten u ti possono così riassumersi:
A) a carico dell’iride dorsale l’a ttiv ità  dipeptidasica rim ane pressocché 

in v aria ta  sino al 70 giorno dopo l ’operazione per aum entare quindi sensibil
m ente in m aniera statis ticam en te  significativa, raggiungendo il massimo

(1) Tale concentrazione si è rivelata ottimale, per lo studio dell’attività dipeptidasica, 
nel corso di una serie di esperienze preliminari, durante le quali si è anche stabilito il tempo 
di incubazione =  45'.
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Fig. 1. -  Iride dorsale.

Sull’asse delle ordinate viene riportata l’attività enzimatica/azoto totale espressa in rapporto all’iride normale dell’occhio 
non operato, Sull’asse delle ascisse i giorni dall’operazione di rimozione del cristallino. Nella figura sono riportati i valori

medi cc>r£± 2 > o lte  l ’errore standard.

Sull’asse delle Ordinate viene riportata l’attività enzimatica/azoto totale espressa in rapporto all’ iride normale dell’occhio 
non operato. Sull’asse delle ascisse i giorni dall’operazione di rimozione del cristallino. Nella figura sono riportati i valori

medi con ±  2 volte l’errore standard.
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in torno  al 210 giorno (P <  0,001). Inizia quindi a discendere sino a raggiun
gere al 30° giorno il valore norm ale (fig. 1,3);

B) a carico dell’iride ventrale Inattività dipeptidasica si m antiene in 
in linea di m assim a costan te du ran te  tu tto  il periodo (figg. 2 e 3).

I da ti sopra esposti m ostrano u n ’a ttiv a  partecipazione delle d ipeptidasi 
al processo di rigenerazione del cristallino. L ’aum ento dell’a ttiv ità  enzim a
tica esclusivam ente a carico dell’iride dorsale coincide con l’evento m orfolo
gico più caratteristico  della rigenerazione, vale a dire la m etap lasia delle cellule

IRIDE DORSALE IRIDE VENTRALE

Fig. 3. -  Nell’istogramma sono riportati i valori medi dell’attività enzimatica/azoto totale 
espressa in rapporto all’iride normale deH’occhio non operato +  2 volte l’errore standard.

A =  periodo di rigenerazione 0-13 giorni;
B =  periodo di rigenerazione 13-26 giorni;
C =  periodo di rigenerazione 26-40 giorni.

pigm entate  dello s tra to  irideo retinico con produzione di elem enti lentogeni, 
L ’aum ento  osservato coincide, inoltre, sia con l’aum ento riscon tra to  a carico 
del RNA (Y am ada e K arasaki [17]), sia con la maggiore incorporazione di 
H 3-leucina (Y am ada e T ak a ta  [9]) e sia con la produzione di nuove popola
zioni ribosom iali (Eguchi [17]; K arasaki [18]).

Tale coincidenza fa supporre che l’enzima da noi stud iato , analogam ente 
a quan to  osservato in a ltri tipi di rigenerazione (U rbani [20]; U rban i e 
Bellini [21]; Bellini e M agni-P o lzonetti [22]; A utuori e Bucelli [23]; U rb a n i-  
Mistrujzzi e V itali [24]; H assan, B uongiorno-N ardelli e A utuori [25]; Cecere e 
Venuti' [26]; A utuori [27]; B uongiorno-N ardelli e H assan [28];), abbia s tre tte  
connessioni con il processo di differenziam ento e con la sintesi di pro teine spe
cifiche che ad esso si accom pagna.
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