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S. Metafora e T. D ’A nna, Adenosintrifosfatasi in ovario idi Ciona intestinalis 4^3

Embriologia chim ica/ — Adenosintrifosfatasi in ovario di Ciona 
intestinalis n . N ota di S a l v a t o r e  M e t a f o r a  e T o m m a so  D ' A n n a , 

presentata ((*) **} dal Corrisp. P . P a s q u i n i .

I n t r o d u z io n e .

È noto che L A T P -asi è un enzim a presente nei m itocondri, nella frazione 
m icrosom iale e nei nuclei delle cellule. U n ’a ttiv ità  A T P -asica, legata alla 
molecola della m iosina, si riscon tra  inoltre nelle fibre muscolari.

Q uesti enzimi, pu r agendo sullo stesso substrato , presentano ca ra tte ris ti
che cinetiche tali che perm ettono di differenziarli.

In traprendere  uno studio di questi enzimi nell’uovo di Ciona intestinalis 
ci è sem brato u tile  per la in terpretazione di alcuni processi m etabolici dello 
sviluppo em brionale. Allo scopo di caratterizzare cineticam ente questi enzimi, 
alcune ricerche prelim inari sono s ta te  condotte sull’ovario m aturo .

Nella presente N o ta  sono rip o rta ti alcuni dati relativ i alla A T P -asi m ito- 
condriale, a quella della frazione m icrosom iale e alla A T P -asi actom io^ina- 
simile.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i .

Gli ovari di Ciona intestinalis sono s ta ti adoperati per la preparazione 
degli enzimi; dopo rim ozione dagli anim ali vivi, gli ovari furono accu ra ta
m ente lavati con acqua di m are filtra ta  e con acqua d istilla ta  fredda e quindi 
om ogenizzati e so ttoposti alle tecniche di preparazione degli enzimi da sag
giare.

A) Preparazione degli enzimi.

i° Preparazione della frazione mitocondriale. -  i gr. in peso fresco di 
ovario fu om ogenizzato in 5 mi di saccarosio 0,44 M in tam pone citra to  0,1 M 
a pH  6,2 contenente Versene alla concentrazione finale di 5 X io “ 4 M . L ’omo- 
genato  fu poi centrifugato  in una centrifuga refrigerata In ternational a 700 g 
per io  m in.; il residuo fu risospeso in un egual volume di mezzo di omogeniz- 
zazione e quindi ricen trifugato  allo stesso modo. I due superna tan ti com bi
nati, furono quindi cen trifugati a 18000 g X 30 min. Per elim inare la con ta
m inazione da pigm ento dal sedim ento di m itocondri così o ttenu to , tale sedi-

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

(**) Nella seduta del 13 febbraio 1965.
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m ento fu sospeso in un volume di saccarosio 1 M uguale al supernatan te  e 
centrifugato  a 18000 g per 30 m in. In  tal modo il pigm ento rim aneva a flo ttare 
nel supernatan te  m entre  i m itocondri si raccoglievano al fondo del tubo [1].

Tale residuo ultim o veniva poi sospeso in: saccarosio-barbi tal (0,25 M 
e 0,01 M c.f. a pH  8,6) per il dosaggio dell’A T P -asi, e in saccarosio-fosfato- 
versene (0,25 M; 0,04 M; e io ~ 3 M c.f. a pH 7,4) per il dosaggio della cito- 
cromossidasi.

2° Preparazione del supernatante d i 18000 g.  -  1 gr. di ovario fu omoge- 
nizzato in 5 m i di saccarosio 0,25 M in tam pone barb ita l 0,01 M a pH 8,6 e 
centrifugato  a 18000 g per 30 m in.; il supernatan te  fu quindi messo a dializ- 
zare contro il mezzo di omogenizzazione a freddo per 5 ore e poi adoperato  
per il dosaggio della a ttiv ità  enzim atica.

30 Preparazione deW A TP-asi Actomiosina-simile. -  1 gr. di ovario fu 
omogenizzato in 3 mi di KC1 0,5 M in KHCO3 0,03 M a pH 8,3 e l ’enzim a fu 
lasciato estrarre  per 15 m in. L ’om ogenato è s ta to  quindi centrifugato a i8ooog 
per 30 m in. e il su p ern a tan te  diluito  con 20 volumi di acqua d istilla ta  fredda; 
1 enzim a fu cosi lasciato precipitare a freddo per 5 ore e quindi la sospensione 
fu cen trifugata  a 18000 g per 30 min. Il sedim ento, di aspetto  gelatinoso, 
fu sospeso in K C 1 0,5 M per essere così saggiato. T u tte  le operazioni di p rep a
razione furono condotte a 40 C.

B) Saggi dell'attività enzimatica.

i° Citocromossidasi. -  L ’a ttiv ità  di quest’enzim a nei m itocondri è s ta ta  
de term ina ta  con m etodo gasom etrico nei respirom etri di W arburg; la m iscela 
di reazione consisteva di 0,5 mi di substrato  (citocromo c +  parafenilendia- 
m ina, 2,5 X io- 4 M e 0,03 M c.f.) posto nel braccio laterale e 0,5 mi di 
sospensione m itocondriale dentro  la vaschetta; 100 pi di KOH 15 % furono 
messi nel pozzetto  centrale. Dopo un periodo di 5 m in. per equilibrare la tem 
p eratu ra , 1 enzim a e il substra to  furono m escolati e la reazione fu seguita per 
1 ora prendendo le ttu re  ogni 5 m inuti; nel m aggior num ero dei casi il con
sumo di ossigeno era lineare per la prim a m ezz’ora.

L ’a ttiv ità  della citocromossidasi nei m itocondri, isolati col m etodo 
descritto , è s ta ta  de term ina ta  allo scopo di saggiare il loro grado di purezza. 
I risu lta ti o tten u ti ci m ostrano u n ’a ttiv ità  specifica re la tivam en te  a lta  e 
costan te pari a 7*5,75 7-1 di CL/hr/mg di Prot. L a scelta del tam pone fosfato nel 
saggio enzim atico è s ta ta  fa tta  per ovviare all’azione in ibente del barb ita l.

20 Adenosintrifosfatasi: -  L ’a ttiv ità  dell’A T P -asi nei m itocondri, nel 
superna tan te  di 18000 g e nell’es tra tto  actom iosinico fu d e term in a ta  m e
d ian te  m icrom etodo. Fu seguito in p a r te  il m etodo di K ielley [2] e di M on- 
roy  [ 1 ]: a 150 pi di substra to  (ATP sale disodico -f- MgCL o CaCh in tam pone 
b arb ita l 0,01 M c.f. a pH  8,6 o 9,2) furono aggiunti 150 pi di sospensione enzi
m atica; la miscela di reazione fu quindi incubata  a 30° C in bagno term ostatico  
per 30 m in., indi la reazione fu bloccata m ediante aggiunta di 100 p ld iT C A  
40 %. Il p recip ita to  fu elim inato centrifugando a 18000 g e a freddo in m icro-
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centrifuga O LE D IC H  con gli stessi tubi di incubazione. Il contenuto in 
fosforo liberato d a ta z io n e  dell’enzim a, fu determ inato  col m icrom etodo 
descritto  da Glick [3]. A  300 [xl di supernatan te  furono aggiunti 300 jxl di 
reagente (m olibdato di am m onio +  solfato ferroso) e, lasciato sviluppare il 
colore per io  m in., l’assorbim ento fu le tto  a 720 nifi, in uno spettrofo tom etro  
Beckm an DU m edian te l ’uso di m icrocuvette.

L ’a ttiv ità  enzim atica è s ta ta  calcolata sulla base del contenuto proteico 
dei campioni analizzati ed espressa come fxg di P liberato per m g di proteine 
in u n ’ora (a ttiv ità  specifica). Per la citocromossidasi l’a ttiv ità  specifica è s ta ta  
espressa come pii di ossigeno per m g di p ro teine in u n ’ora. Il contenuto  proteico 
nei cam pioni analizzati fu determ inato  col m etodo di Low ry & al. [4] usando 
come standard  album ina di siero.

I principali fa tto ri che influenzano la velocità iniziale di una reazione 
enzim atica e cioè: la concentrazione dell’enzima, la concentrazione del sub
stra to , il pH , la tem pera tu ra  e l’azione di alcuni ioni m etallici, sono sta ti 
presi in esame uno ad uno.

R is u l t a t i .

a) A T P -a s i mitocondriale.

Lo studio della cinetica enzim atica ci ha permesso di stabilire entro  quali 
lim iti di linearità  m antenere la concentrazione dell’enzima. Il calcolo della 
costante di M ichaelis ci ha fornito un valore di 2,86 piM. Per quanto  riguarda 
la concentrazione o ttim ale del substra to  è sta to  scelto il valore di 5 X io ~ 4M.

Il pH  e la tem peratu ra  o ttim ali trovati sono rispettivam en te  di 8,6 e 
di 30°C. L ’azione del cloruro di calcio e del cloruro di magnesio sulla a ttiv ità  
enzim atica ha dato  i risu lta ti espressi nella Tabella I. Le concentrazioni 
finali degli ioni adoperati corrispondono a quelle di massimo effetto su ll’a t t i 
v ità  enzim atica ( io “ 3M  per il C aC ^ e 2,5 X io ~ 4M per il MgCL).

b) A T P -a s i della frazione microsomiale {supernatante 18000g).

Anche in questo caso la concentrazione enzim atica è s ta ta  m an ten u ta  
nei lim iti di linearità; per la concentrazione del substrato  è s ta to  scelto il 
valore di 5 X io ~ 4M c.f. Il pH  optim um  è di 8,6; la tem peratu ra  o ttim ale 
è di 30° C. L ’effetto degli ioni calcio e degli ioni magnesio è espresso nella 
T abella IL  Le concentrazioni finali u sate  corrispondono a quelle di m aggiore 
efficacia sull’a ttiv ità  dell’enzim a ( io “ 2M  per l’MgCL e io ~ 2M  per il CaCL).

c) A  TP -asi actomiosina-simile.

Per q u ap to concerne questo enzim a i dati cinetici m ostrano che vi è 
proporzionalità fra concentrazione enzim atica e velocità di reazione, che il 
pH o ttim ale è di 9,2 e che la tem peratu ra  o ttim ale è di 30°C. L a concentra
zione del substra to  adoperata  è s ta ta  di 5 X io~ 4M. Per quanto  riguarda
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l’azione del cloruro di calcio sull’a ttiv ità  dell’enzim a si è visto che, alla concen
trazione finale di iO” 1 * 3M, a ttiv a  del 27,1% . L a Tabella I I I  riassum e i dati 
re lativ i alle esperienze eseguite con il CaCl2.

T a b e l l a  I.

Azione tìfe/Z’M gCk £ del CaCl2 sull'A TP—asi in mitocondri isolati da ovario di
Ciona.

Attività specifica espressa in p,g di P liberato per ora da 1 mg di proteina di mitocondri. 
Saggio enzimatico in saccarosio-barbital (0,25 e 0,01 M c.f.). a pH 8,6; substrato ATP c.f. 

5 X io r 4M; incubazione a 30° C per 30'.

Esper. n° Sub. senza 
attivatore

Sub. +  MgCL 
(2,5 x  i c r 4Mc.f.)

Sub. -fiCaCL 
( io - 3 M c.f.)

Sub. +  MgCl2 +  CaCl2 
(2,5 X 10-4 e io—3M c.f.)

1
ri

3 8 , 4 4 9 , 4 — -

2 4 2 , 3 5 5 ,i 4 5 , 2 45

3 36,92 47 — —

4 4 2 , 5 5 5 , 2 4 L 7 4 4 , 8

5 3 9 , 5 5 5 LI 4 3 , 8 5 4 3 , 8 5

Media 3 9 , 9 3 51,56 4 3 , 5 5 44,53

a di 1,06 ±  1,6 ±  0,3 ±  0,13

% Attivazione 29,2

D is c u s s io n e .

1) A T P -a s i mitocondriale e della frazione m i eros orni ale.

I da ti da noi o tten u ti sull’a ttiv ità  A T P -asica  m itocondriale (vedi 
Tabella I) m ostrano come l’MgCl2 a concentrazione m olto bassa (2,5 X io - 4 M 
c.f.) a ttiv a  l’enzim a del 29,2 %, m entre il CaCl2 provoca solo una leggera 
attivazione; i due com posti associati infine com petono nella loro azione. L ’a t
tivazione da m agnesio-ioni di quest’enzim a è in accordo con i dati o tten u ti 
da a ltri A utori su m ateria le  diverso [2, 5, 1 ,6 , 7].

L ’A T P -asi della frazione microsomiale viene anche a ttiv a ta  dal MgCl2 
m a ad una concentrazione m olto più a lta  di quella m itocondriale e per un valore 
solo del 16,7 %; a sua volta il CaCl2 la inibisce del 9,2 %, m entre i due com posti 
associati com petono. L a diversa concentrazione di m agnesio-ioni necessa
ria  per a ttiv a re  i due enzimi, m olto probabilm ente dipende dalla presenza di 
magnesio « endogeno » nei m itocondri [8, 1, 9].
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T a b e l l a  IL

Azione dell'MgCl2 e del CaCl2 sull' A T P —asi microsomiale (Supernatante a
1 8 .0 0 0  g ) .

Attività 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'.

E sper. n° Sub. senza  
a ttiv a to re

Sub. +  M gC l2 
(c.f. i o - 2 M )

Sub. +  C aC l2 
(c.f. i o ~ 2M )

Sub. +  M gC l2 +  C aC l2 
ì ( i o —2 e i o —2M  c.f.)

1 7 7 .2 5 6 ,1 5 —
2 7 , 6 8 ,8 8 ,2 8

3 6 , 9 5 7 , 9 2 6 ,5 8 7 , 2

4 7 , 7 9 , 8 5 6 8 , 5

5 6 ,6 8 , 5 5 , 4 i 7 , i 5

6 5 , 95 6 ,3 8 5 ,4 8 6 , 7 5

M ed ia 6 ,9 4 8 ,1 6 , 3 7 , 5

CT ±  0 ,2 6 ± 0 ,4 9 ± 0 ,4 3 ± 0 ,3 1

% A ttiv a z io n e 1 6 ,7

% In ib izion e 9 , 2

T a b e l l a  III .

Azione del CaCl2 su ll'A T P —asi actomiosina-simile da ovario di Ciona.
Attività specifica espressa in p.g 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 io —4M);

incubazione a 30° C per 30'.

Esperimento Enzima senza 
attivatore

Enzima +  CaCla 
(io—3M c.f.)

Enzima +  CaCk 
( io ~ m  c.f.)

I 4 1 , 3 5 51,2 17 ,75

2 3 8 , 5 0 4 9 , 4 15 , 44

3 3 6 , 9 7 48,0 14,80

Media 3 8 , 9 5 4 9 , 5 16

% Attivazione — 27,1 —

% Inibizione — — 59
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Le nostre ricerche in corso per stabilire il « p a tte rn  » di a ttiv ità  di questi 
enzimi nel corso dello sviluppo em brionale acquistano partico lare interesse 
alla luce di alcune ipotesi sul ruolo dell’A T P -asi m itocondriale nella fosforila- 
zione ossidativa [io , 11 ].

Per quanto  riguarda poi l’A T P -asi del sup ern a tan te  a i8 o o o g  l’a ttiv ità  
di q u est’enzim a sarebbe legata ai m icrosomi [12, 13, 14] e probabilm ente con
nessa con i processi di sintesi delle proteine.

2) A  TP —asi act orni 0 sina—simile.

I da ti cinetici e il m etodo di estrazione re lativ i a questo enzim a ci ind i
cano chiaram ente la presenza nell’ovario di una sostanza actom iosina—simile. 
Come d im ostra la T abella I I I  l’attivazione da calcio-ioni è abbastanza alta. 
A d elevata concentrazione (0,1 M c.f.) il cloruro di calcio inibisce del 59% . 
L a ricerca d i q u est’enzim a negli ovociti e nelle uova m atu re  ha dato  risu lta ti 
negativi; inoltre, com ’è noto, lo studio istologico dell’ovario non fi vela p re
senza di fibre m uscolari stria te . In  base a tali considerazioni c’è da supporre 
che quest'enzim a, legato allo strom a ovarico, sia associato alle cellule dell’epi
telio cibato o ad eventuali fibre m uscolari lisce.

E  nostro in tendim ento  vedere nel corso dello sviluppo em brionale il 
m om ento in cui si ha la com parsa di quest’enzim a d a ta  la presenza di una 
m uscolatura cospicua nella coda della larva n a tan te .
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