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Embriologia chimica. — Adenosintrifosfatasi in ovario di Ciona
intestinalis . Nota di' SALVATORE METAFORA e Tommaso D’ANNA,
presentata ©” dal Corrisp. P. PAsQuiNI.

INTRODUZIONE.

E noto che PATP-asi & un enzima presente nei mitocondri, nella frazione
microsomiale e nei nuclei delle cellule. Un’attivita ATP-asica, legata alla
molecola della miosina, si riscontra inoltre nelle fibre muscolari.

Questi enzimi, pur agendo sullo stesso substrato, presentano caratteristi-
che cinetiche tali che permettono di differenziarli.

Intraprendere uno studio di questi enzimi nell'uovo di Ciona intestinalis
ci & sembrato utile per la interpretazione di alcuni processi metabolici dello
sviluppo embrionale. Allo scopo di caratterizzare cineticamente questi enzimi,
alcune ricerche preliminari sono state condotte sull’ovario maturo.

Nella presente Nota sono riportati alcuni dati relativi alla ATP-asi mito-
condriale, a quella della frazione microsomiale e alla ATP-asi actomiosina—
simile.

MATERIALE E METODI.

Gli ovari di Ciona intestinalis sono stati adoperati per la preparazione
degli enzimi; dopo rimozione dagli animali vivi, gli ovari furono accurata-
mente lavati con acqua di mare filtrata e con acqua distillata fredda e quindi
omogenizzati e sottoposti alle tecniche di preparazione degli enzimi da sag-
giare.

A) Preparazione degli enzimi.

1° Preparazione della fraziome mitocondriale. — 1 gr. in peso fresco di
ovario fu omogenizzato in 5 ml di saccarosio 0,44 M in tampone citrato o,1 M
a pH 6,2 contenente Versene alla concentrazione finale di § X 10-4M. L’omo-
genato fu poi centrifugato in una centrifuga refrigerata International a 700 g
per 10 min.; il residuo fu risospeso in un egual volume di mezzo di omogeniz-
zazione e quindi ricentrifugato allo stesso modo. I due supernatanti combi-
nati, furono quindi centrifugati a 18000 g X 30 min. Per eliminare la conta-
minazione da pigmento dal sedimento di mitocondri cosi ottenuto, tale sedi-

(*) Lavoro, eseguito presso I'Istituto di Zoologia dell’Universitd di Palermo, sotto
la’ direzione del prof. G. Reverberi. Il dr. S. Metafora & Ricercatore presso il Gruppo di
Ricerca per ’Embriologia del C.N.R. per lo studio del differenziamento.

(**) Nella seduta del 13 febbraio 1965.
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mento fu sospeso in un volume di saccarosio 1 M uguale al supernatante e
centrifugato a 18000 g per 30 min. In tal modo il pigmento rimaneva a flottare
nel supernatante mentre i mitocondri si raccoglievano al fondo del tubo [1].

Tale residuo ultimo veniva poi sospeso in: saccarosio—barbital (0,25 M
e 0,01 M c.f. a pH 8,6) per il dosaggio del’ATP-asi, e in saccarosio-fosfato—
versene (0,25 M; 0,04 M; e 1073 M c.f. a pH 7,4) per il dosaggio della cito-
cromossidasi.

20 Preparazione del supernatante di 18000 g. — 1 gr. di ovario fu omoge-
nizzato in 5 ml di saccarosio 0,25 M in tampone barbital 0,01 M a pH 8,6 e
centrifugato a 18000 g per 30 min.; il supernatante fu quindi messo a dializ-
zare contro il mezzo di omogenizzazione a freddo per 5 ore e poi adoperato
per il dosaggio della attivitd enzimatica.

3° Preparazione dell’ ATP-asi Actomiosina—simile. — 1 gr. di ovario fu
omogenizzato in 3 ml di KCl 0,5 M in KHCO3 0,03 M a pH 8,3 e ’enzima fu
lasciato estrarre per 15 min. L’omogenato & stato quindi centrifugato a 18o00g
per 30 min. e il supernatante diluito con 20 volumi di acqua distillata fredda;
'enzima fu cosi lasciato precipitare a freddo per 5 ore e quindi la sospensione
fu centrifugata a 18000 g per 30 min. Il sedimento, di aspetto gelatinoso,
fu sospeso in KCI 0,5 M per essere cosi saggiato. Tutte le operazioni di prepa-
razione furono condotte a 4° C.

B) Saggi dell’ attivita enzimatica.

10 Citocromossidasi. — L’attivitd di quest’enzima nei mitocondri & stata
determinata con metodo gasometrico nei respirometri di Warburg; la miscela
di reazione consisteva di 0,5 ml di substrato (citocromo ¢ + parafenilendia-
mina, 2,5 X 1074M e 0,03 M c.f.) posto nel braccio laterale e 0,5 ml di
sospensione mitocondriale dentro la vaschetta; 100 ul di KOH 15 9, furono
messi nel pozzetto centrale. Dopo un periodo di 5 min. per equilibrare la tem-
peratura, U'enzima e il substrato furono mescolati e la reazione fu seguita per
I ora prendendo letture ogni 5 minuti; nel maggior numero dei casi il con-
sumo di ossigeno era lineare per la prima mezz’ora.

L’attivita della citocromossidasi nei mitocondri, isolati col metodo
descritto, & stata determinata allo scopo di saggiare il loro grado di purezza.
I risultati ottenuti c¢i mostrano un’attivitd specifica relativamente alta e
costante pari a 76,75 pl di Oz/hr/mg di Prot. La scelta del tampone fosfato nel
saggio enzimatico ¢ stata fatta per ovviare all’azione inibente del barbital.

2° Adenosintrifosfatasi. — L’attivith del’ATP-asi nei mitocondri, nel
supernatante di 18000 g e nell’estratto actomiosinico fu determinata me-
diante micrometodo. Fu seguito in parte il metodo di Kielley [2] e di Mon-
roy [1]: a 150 pl di substrato (ATP sale disodico -+ MgCls o CaCl; in tampone
barbital 0,01 M c.f. a pH 8,6 0 9,2) furono aggiunti 150 pl di sospensione enzi-
matica; la miscela di reazione fu quindi incubata a 30° C in bagno termostatico
per 30 min., indi la reazione fu bloccata mediante aggiunta di 100 ul di TCA
40 %. Il precipitato fu eliminato centrifugando a 18000 g e a freddo in micro-
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centrifuga OLE DICH con gli stessi tubi di incubazione. Il contenuto in
fosforo liberato dall’azione dell’enzima, fu determinato col micrometodo
descritto da Glick [3]. A 300 wl di supernatante furono aggiunti 300 ul di
reagente (molibdato di ammonio 4 solfato ferroso) e, lasciato sviluppare il
colore per 10 min., ’assorbimento fu letto a 720 mp. in uno spettrofotometro
Beckman DU mediante 'uso di microcuvette. k

L’attivitd enzimatica & stata calcolata sulla base del contenuto proteico
dei campioni analizzati ed espressa come pg di P liberato per mg di proteine
in un’ora (attivita specifica). Per la citocromossidasi [’attivita specifica & stata
espressa come pl di ossigeno per mg di proteine in un’ora. Il contenuto proteico
nei campioni analizzati fu determinato col metodo di Lowry & al. [4] usando
come standard albumina di siero.

I principali fattori che influenzano la velocitd iniziale di una reazione
.enzimatica e cioé: la concentrazione dell’enzima, la concentrazione del sub-
strato, il pH, la temperatura e l'azione di alcuni ioni metallici, sono stati
presi in esame uno ad uno.

RISULTATI.

a) AT P-asi mitocondriale.

Lo studio della cinetica enzimatica ci ha permesso di stabilire entro quali
limiti di linearitd mantenere la concentrazione dell’enzima. Il calcolo della
costante di Michaelis ci ha fornito un valore di 2,86 pM. Per quanto riguarda
la concentrazione ottimale del substrato & stato scelto il valore di § X 10~4M.

Il pH e la temperatura ottimali trovati sono rispettivamente di 8,6 e
di 300 C. L’azione del cloruro di calcio e del cloruro di magnesio sulla attivita
enzimatica ha dato i risultati espressi nella Tabella I. Le concentrazioni
finali degli ioni adoperati corrispondono a quelle di massimo effetto sull’atti-
vitd enzimatica (1073M per il CaCls e 2,5 X 104M per il MgCly).

b) ATP-asi della frazione microsomiale (supernatante 18000 g).

3\

Anche in questo caso la concentrazione enzimatica & stata mantenuta
nei limiti di linearita; per la concentrazione del substrato & stato scelto il
valore di 5 X 1074M c.f. Il pH optimum & di 8,6; la temperatura ottimale
e di 30°C. L’effetto degli ioni calcio e degli ioni magnesio & espresso nella
Tabella II. Le concentrazioni finali usate corrispondono a quelle di maggiore

efficacia sull’attivitd dell’enzima (10-2M per I'MgClz e 10-2M per il CaCly).

c) AT P-asi actomiosina—simile.

Per quanto concerne questo enzima i dati cinetici mostrano che vi ¢
proporzionalitd fra concentrazione enzimatica e velocitd di reazione, che il
pH ottimale ¢ di 9,2 e che la temperatura ottimale ¢ di 30° C. La concentra-
zione del substrato adoperata ¢ stata di 5 X 1074M. Per quanto riguarda
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I'azione del cloruro di calcio sull’attivith dell’enzima si & visto che, alla concen-
trazione finale di 10-3M, attiva del 27,19%,. La Tabella III riassume i dati
relativi alle esperienze eseguite con il CaCls.

TABELLA 1.

Azione dell’ MgCla ¢ del CaCly sull’ AT P-asi in mitocondri isolati da ovario di
Ciona.
Attivita specifica espressa in ug di P liberato per ora da 1 mg di proteina di mitocondri.

Saggio enzimatico in saccarosio-barbital (0,25 € 0,01 M c.f.). a pH 8,6; substrato ATP c.f.
5 X 10~ 4M; incubazione a 30° C per 30'.

Esper. no Sub. senza Sub. 4 MgCls Sub. +CaClz | Sub. + MgCls + CaCls
’ attivatore  |(2,5X10-4Mc.f.)| (10-3M c.f.) | (2,5%X10—%e 10—3M c.f.)
E; 38,4 49,4 — —
2 42,3 55,1 45,2 45
3 36,92 47 — —
4 42,5 55,2 41,7 44,8
5 39,55 51,1 43,85 43,85
Media 39,93 51,56 43,55 44,53
c + 1,06 + 1,6 + 0,3 + 0,13
% Attivazione 29,2
DISCUSSIONE.

1) ATP-asi mitocondriale e della Jfrazione microsomiale.

I dati da noi ottenuti sull’attivith ATP-asica mitocondriale (vedi
Tabella I) mostrano come I"'MgCls a concentrazione molto bassa (2,5 X 10~ 4M
c.f.) attiva enzima del 29,2 %, mentre il CaCly provoca solo una leggera
attivazione; i due composti associati infine competono nella loro azione. L’at-
tivazione da magnesio—ioni di quest’enzima & in accordo con i dati ottenuti
da altri Autori su materiale diverso [2, 5, 1,6, 7].

L’ATP-asi della frazione microsomiale viene anche attivata dal MgCly
ma ad una concentrazione molto piti alta di quella mitocondriale e per un valore
solo del 16,7 %; asua volta ilCaCls la inibisce del 9,2 %, mentre i due composti
associati competono. La diversa concentrazione di magnesio—ioni necessa-
ria per attivare i due enzimi, molto probabilmente dipende dalla presenza di
magnesio « endogeno » nei mitocondri [8, 1, 9].
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TABELLA II.
Azione dell’MgCly ¢ del CaCly sull’ ATP-asi microsomiale (Supernatante a

18.000 g).

Attivitd specifica espressa in pg di P per mg di proteine liberato in un’ora. Saggio enzi-
matico in saccarosio-barbital (0,25 e 0,01 M c.f.) a pH 8,6; substrato: ATP c.f. 5 X10—4M;
incubazione a 30° C per 30'.

Esper. n® Sub. senza Sub. +MgClz | Sub. 4 CaCla | Sub. 4 MgCls + CaCls
’ attivatore (c.f. 10-2M) | (cf.10-2M) | :(10—2 ¢ 10—2M c.f.)
I 7 7,25 6,15 —
2 7,6 8,8 8,2 8
3 6,95 7,92 6,58 7,2
4 757 9,85 6 8,5
5 6,6 8,5 5,41 7,15
6 5,95 6,38 5,48 6,75
Media 6,94 8,1 6,3 755

c + 0,26 + 0,49 + 0,43 + 0,31

% Attivazione 16,7

% Inibizione 9,2

TABELLA III.

Azione del CaCly sull’ AT P-asi actomiosina—simile da ovario di Ciona.

Attivita speciﬁcé, espressa in pg di P per mg di proteine e per 1 h. Saggio enzimatico in
KCl-barbital (0,5 M e 0,01 M c.f.) a pH 9,2; substrato: ATP sale disodico (c.f. 5 X 10—*M);
incubazione a 30° C per 30'.

Enzima senza

Enzima + CaClz

Enzima + CaClz

Esperi t
sperimento attivatore (10—M c.f) (10—M c.f)
1 41,35 51,2 17275
3 38,50 49,4 15,44
3 36,97 48,0 14,80
Media 38,95 49,5 0
% Attivazioné — 27,1 —
% Inibizione - - 59
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Le nostre ricerche in corso per stabilire il « pattern » di attivita di questi
enzimi nel corso dello sviluppo embrionale acquistano particolare interesse
alla luce di alcune ipotesi sul ruolo del’ATP-asi mitocondriale nella fosforila-
zione ossidativa [10, 11].

Per quanto riguarda poi 'ATP-asi del supernatante a 18000 g l'attivita
di quest’enzima sarebbe legata ai microsomi [12, 13, 14] e probabilmente con-
nessa con i processi di sintesi delle proteine.

2) ATP-asi actomiosina—simile.

I dati cinetici e il metodo di estrazione relativi a questo enzima ci indi-
cano chiaramente la presenza nell’ovario di una sostanza actomiosina—simile.
Come dimostra la Tabella III I’attivazione da calcio—ioni & abbastanza alta.
Ad elevata concentrazione (0,1 M c.f.) il cloruro di calcio inibisce del 59 %
La ricerca di quest’enzima negli ovociti e nelle uova mature ha dato risultati
negativi; inoltre, com’¢ noto, lo studio istologico dell’ovario non rivela pre-
senza di fibre muscolari striate. In base a tali considerazioni c’¢ da supporre
che quest’enzima, legato allo stroma ovarico, sia associato alle cellule dell’epi-
telio ciliato o ad eventuali fibre muscolari lisce.

E nostro intendimento vedere nel corso dello sviluppo embrionale il
momento in cui si ha la comparsa di quest’enzima data la presenza di una
muscolatura cospicua nella coda della larva natante.
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