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Biologia. — Attivazione in vitro dei rihosorni delle uova vergini 
di riccio di mare{*\ Nota di A l b e r t o  M o n r o y , R a c h e l e  M a g g i o  

e A n n a  M a r i a  R i n a l d i , presentata (**} dal Corrisp. S. R a n z i .

U na caratteristica della m aturazione dell’uovo è la progressiva inibizione 
delle capacità di compiere sintesi proteica. La fecondazione o la attivazione 
partenogenetica sono seguite dalla im m ediata o rapida attivazione della sintesi 
proteica (H ultin, 1950; N akano e M onroy, 1958; M onroy e Vittorelli, 1962; 
M onroy e Tolis, 1964). E un problem a molto im portante, dunque, quello 
di conoscere il processo che nel corso della m aturazione determ ina il blocco 
della sintesi proteica ed il meccanismo attraverso il quale l’inibizione viene 
rim ossa alla fecondazione.

È chiaro che l’inibizione può essere localizzata a livello di uno qualsiasi 
degli anelli della catena di reazioni che operano nella sintesi proteica.

Per quel che riguarda l’attivazione degli aminoacidi, si è dim ostrato che 
nell’uovo vergine di riccio di m are (Scarano eM aggio, 1957; M aggio e Catalano, 
1963) gli enzimi attivan ti sono presenti ed attivi, seppure a livello relativam ente 
basso. L ’attiv ità  non cam bia fino alla blastula avanzata. Vi sono dati recenti 
(Nem er e Bard, 1963; Glisin e Glisin 1964) che fanno pensare che lo sRNA 
nell’uovo vergine possa essere un fattore lim itante della sintesi proteica o 
perchè presente in quan tità  estrem am ente piccola o perché scarsam ente fun
zionante. Questo, dunque, potrebbe essere uno dei fattori lim itanti della sintesi 
proteica nell’uovo vergine. I dati sono però ancora poco chiari.

Per quel che riguarda il sistem a RNA messaggero (mRNA)--ribosomi, 
si hanno prove abbastanza convincenti che nell’uovo vergine esso è bloccato.

Ribosom i p reparati da uova vergini non sono capaci di incorporare in  
vitro am inoacidi nelle proteine; questa capacità è invece presente nei ribosomi 
preparati da uova fecondate (Hultin, 1961). L ’ipotesi che ciò che m anca 
a ll’uovo vergine è lo m R N A  è contradetta dalle tre seguenti osservazioni:

(1) U ova fecondate e lasciate sviluppare in presenza di actinom icina 
D si sviluppano in modo norm ale fino allo stadio di blastula; durante tale 
periodo la velocità di incorporazione degli am inoacidi nelle proteine è identica 
a quella dei controlli nonostante la forte inibizione della sintesi dello RNA 
(Gross e Cousineau, 1963). Allo stadio di blastula lo sviluppo si arresta. Sem bra 
dunque che lo m R N A  necessario a dirigere la sintesi proteica fino allo stadio 
di blastula sia già presente nell’uòvo vergine.

(*) Lavoro eseguito nell’Istitu to  di A natom ia Com parata della U niversità di Palermo 
e Gruppo di Em briologia Molecolare del Consiglio Nazionale delle Ricerche. Questa ricerca 
è sta ta  anche in parte sovvenzionata dai N ational Institutes of H ealth, U .S. Public H ealth 
Service (GM 06211) e dalla Fondazione Rockefeller.

(**)■ Nella seduta del 17 giugno 1965.
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(2) Fram m enti anucleati di uova vergini attivati partenogenetica
m ente sono capaci di compiere sintesi proteica come i controlli nucleati e 
fecondati (D enny e Tyler, 1964). Questo esperimento esclude che la a ttiv a
zione della sintesi proteica sia dovuta a produzione di m R N A  da parte  del 
nucleo, im m ediatam ente dopo la  fecondazione.

(3) RNA preparato  da uova vergini di riccio di m are stimola la incor
porazione di am inoacidi in proteine da parte di ribosomi di em brioni di riccio 
o di fegato di ratto  ma è del tutto senza effetto su ribosomi preparati da uova 
vergini. I ribosomi delle uova vergini non sono nemmeno stim olati da RNA 
preparato  da em brioni o da nuclei di fegato di ratto  (Maggio et al., 1964). 
Questo esperimento dim ostra che nell’uovo vergine vi è uno RNA le cui p ro
prietà lo fanno considerare come un messaggero m a che d ’altra parte i ribo
somi delle stesse uova vergini non sono capaci di interagire con esso. È stato 
tu ttav ia  osservato (Nemer, 1962; W ilt e H ultin, 1962) che i ribosomi di uova 
vergini sono stimolabili da poly—U  (acido poliuridilico). Questa osservazione 
può essere spiegata ricordando che questo polinucleotide ha una capacità di 
legarsi ai ribosomi che è molto più elevata di quella dei polinucleotidi naturali 
(Okam oto e T akanam i, 1963).

Si pone quindi il problem a della condizione che inibisce ai ribosomi delle 
uova vergini di interagire con lo m RNA. Si potevano prospettare due possibi
lità: (1) i ribosomi delle uova vergini hanno una configurazione stru tturale 
che non consente l’attacco dello mRNA; (2) la superficie dei ribosomi è 
coperta da un rivestim ento che impedisce l ’interazione con lo mRNA.

I risultati che saranno esposti indicano invece che nelle uova Vergini di 
riccio lo m R N A  è già legato ai ribosomi m a il complesso è reso inattivo dalla 
presenza di un involucro proteico.

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

Si ^ono usati uova ed embrioni di riccio di mafe, Paracentrotus lividus. 
Negli esperim enti su uova vergini, dopo ripetuti lavaggi con acqua di mare, 
si rim uoveva la capsula gelatinosa con trattam ento  con acqua di m are acida 
(pH circa 5 >°)- Le uova fecondate si sono lasciate sviluppare in grandi reci
pienti m antenendo la sospensione in agitazione a mezzo di u n ’elica rotante 
lentam ente.

L a preparazione dei ribosomi era fa tta a partire dal supernatante post- 
m itocondriale di omogenati in mezzo A di Robinson e Novelli (1962) con ag
g iunta di m ercaptoetanolo S X i o - 3M. Il sedimento ottenuto per centrifuga
zione a 105.000 g era risospeso in tam pone Tris 0,05 M, pH  7,6 contenente 
5 X io ~ 2M KQ1 e acetato di Mg 4 X io ~ 3M e usato come tale. Per una discus
sione critica sili grado di purezza di queste preparazioni come anche per m ag
giori dettagli tecnici si rim anda al lavoro più esteso (M onroy et al., 1965).

I dettagli sul procedim ento di incubazione per le prove di incorporazione 
sono descritti nelle Tabelle. A lla fine della incubazione i precipitati in acido



964 Lincei — Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. X X XV III -  giugno 1965

tricloracetico (TCA), lavati ed estratti, erano disciolti in am m oniaca ed essic
cati in strato sottile sul fondo delle vaschette del contatore a scintillazione liquida v 
EKCO. Come liquido di scintillazione si è usata una miscela di PPO  0,3 % 
e PO PO P 0,03 % in toluene.

D a ogni campione della preparazione ribosomiale si prelevava u n ’aliquota 
per la determ inazione dello RNA (orcinolo) e delle proteine (Lowry et al., 
1951) da servire come riferim ento.

L ’incubazione per il trattam ento  con tripsina era fa tta  con 50-100 [xg/ml 
a 30° C per 30 m inuti. I ribosomi erano poi lavati per centrifugazione a ttra 
verso circa io  mi di saccarosio 0,15 M a 105.000 g per 60 m inuti. Lo stesso 
sistema di lavaggio dei ribosomi si è usato quando questi erano sottoposti a 
preincubazione. Per la preincubazione si è sempre usato il supernatante 
postribosom iale della stessa preparazione dalla quale provenivano i ribosomi. 
L a preincubazione era fa tta  nella stessa miscela di incubazione usata per la 
incorporazione ad esclusione degli aminoacidi radioattivi e dello RNA o poli- 
nucleotidi esogeni.

Il supernatante di fegato di ratto  era preparato da om ogenati di fegato di 
ratto  in mezzo A con la tecnica descritta da Maggio et al. (1963) centrifu
gati a 15.000 g per 15 m inuti ed il supernatante centrifugato a 105.000 g per 
u n ’ora. Del supernatante di quest’ultim a centrifugazione si usava la parte 
lim pida interm edia dopo avere scartato il terzo superiore. Il supernatante ve
niva conservato in fiale da 4 mi a — 20° C e veniva scongelato ed usato quando 
necessario. Lo RNA è stato preparato  e purificato come descritto da Maggio 
et al. (1964).

Gli am inoacidi rad ioattiv i sono stati acquistati dal Radiochemical Center, 
A m ersham , Inghilterra; A T P  e GTP dalla Sigma; P E P  e P E P -ch inasi dalla 
Boehringer; il po ly-U  dalla Miles Chemical Company, tripsina e ribonucleasi 
cristalline dalla W orthington; chim otripsina cristallina dalla A rm our.

R i s u l t a t i  e  d i s c u s s i o n e .

I dati riportati nella Tabella I dim ostrano che ribosomi di uova vergini, 
tra tta ti con tripsina, acquistano la capacità di incorporare am inoacidi e di 
essere stim olati da RNA al quale prim a non rispondevano. Anche la stim ola
zione da po ly -U  diviene considerevolmente più forte. Il fatto più interessante 
che emerge da questi esperimenti è che i ribosomi cosi tra tta ti sono divenuti 
capaci di incorporare am inoacidi anche in assenza di RNA o polinucleotidi 
esogeni. L a chim otripsina, fatta agire nelle stesse condizioni, è senza effetto. 
L a ribonucleasi, alla concentrazione di 0,25 p,g/mi, abolisce la capacità dei 
ribosomi delle uova vergini di rispondere alla stimolazione da poly-U .

Nei nostri precedenti esperimenti (Maggio et al., 1964) avevam o tentato 
di localizzare nell’uovo vergine lo RNA attivo nella stimolazione dei ribosomi 
per la incorporazione in  vitro. Avevam o trovato che la frazione attiva sedim enta 
con i ribosomi. Q uesta osservazione, assiema a quelle presentate adesso, sugge-
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risce l’ipotesi che nell’uovo vergine siano presenti ribosomi che portano m R N A  
attaccato m a che il complesso è reso inattivo da un rivestim ento proteico. L a 
rim ozione proteolitica di questo rivestim ento m ette in libertà lo m RN A  e 
rende attivo il complesso. Il fatto che alla fecondazione si ha, nell’uovo di 
riccio, una transitoria attivazione di enzimi proteolitici (Lundblad, 1949; 
!95°) può esser preso come ind iretta indicazione che un meccanismo simile 
possa agire anche in  vivo.

T a b e l l a  I .

Effetto del trattamento con tripsina sulla capacità d i ribosomi d i uova vergini 
d i incorporare aminoacidi in  proteine.

Esper.
N. Aminoacidi A ggiunta

CPM /m g di RNA ribosomiale

Controllo T rattato

1 Fenilalanina _ 0 122

Fenilalanina Poly-U 270 340

2 Fenilalanina — 0 72

Fenilalanina Poly-U 360 2200

AH — 25 260

AH RNA blastula 0 475

3 AA — 18 448

AA RNA vergine 9 6 4 4

La miscela di incubazione conteneva in 1,0 mi 25 p,M di tampone Tris 0,05 M pH 7,6; 4jxM di Mg acetato; 50 [xM 
KC1; 20 |xM mercaptoetanolo; 4 41M ATP; 0,5 pM GTP; io pM PEP; io pg PEP-chinasì; circa 4 mg (come proteina) di 
supernatante di fegato di ratto. Aggiunte: Poly-U: 1 mg; RNA totale da blastule (RNA blastula): 1,3 mg; RNA totale da 
uova vergini (RNA vergine): 1,23 mg. Fenilalanina-C14 (att. sp. 7,8 pC/pM): 1 pC; idrolizzato di proteine di alghe C14 
(AH): 1 p(£; miscela di C14-fenilalanina, lisina, vaiina, glicina e acido glutamico (AA): 1 pC totale. Quantità di ribosomi: 
esper. 1: mg 0,193; esper. 2: mg 0,483; esper. 3: mg 0,327. Dopo 30 minuti di incubazione a 3o0C, la reazione era inter
rotta con l’aggiunta <fi 100 pM di amino acidi C12 usati per la reazione e 0,4 mi di TCA 50 %. Il precipitato era quindi estratto 
con TCA 5 % freddo e poi a go°C, alcool-etere 3 : 1 a  caldo ed etere; veniva quindi sciolto in amoniaca ed essiccato in 
strato sottile sul fondo delle vaschette dello scintillatore. Il trattamento con tripsina è stato fatto per 30 minuti con 
100 pg/ml. Da ogni campione un’aliquota si precipitava con TCA 5 % e si usava per l’analisi dello RNA e delle proteine 
totali, per riferimento.

A bbiam o inoltre trovato  che se dopo il trattam ento  con tripsina i ribosomi 
di uova vergini vengono incubati nel loro stesso supernatante postribosom iale 
(preincubazione) e quindi lavati e saggiati per la incorporazione in vitro , la 
loro capacità incorporativa endogena è molto aum entata. Essi inoltre non 
sono più stiimolabili da po ly-U  (Tabella II). La preincubazione è soltanto 
efficace se applicata dopo il trattam ento  con tripsina. Questa osservazione in
dica che la preincubazione ha del tu tto  rimosso (per un processo proteolitico 
o altro) il rivestim ento proteico inibitore, ha cioè attivato in modo completo
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tu tti i complessi m R N A -ribosom i. La perdita di stim olabilità da RNA o poly-U  
per effetto di questo secondo trattam ento  indica che i ribosomi sono stati 
com pletam ente attivati e cioè le molecole di m RN A  ad essi attaccate sono state 
tu tte  esposte. I ribosomi quindi non offrono più siti disponibili per l’attacco 
di RNA o polinucleotidi esogeni.

T a b e l l a  I I .

Trattamento di ribosomi d i uova vergini con tripsina seguito da preincub azione', 
effetto sulla capacità endogena e stimolata da poly-U  d i incorporare fen ila lan ina—

CIl * * 14 nelle proteine.

T rattam ento 
con tripsina

Preincuba
zione

Esperimento 1 Esperimento 2

senza
Poly-U

con
Poly-U

senza
Poly-U

con
Poly-U

— — 0 240

— + 0 217

+  . — 149 520

+ + 645 585 451 485

Sistema di incubazione come indicato nella Tabella I. Trattamento con tripsina con 200 |i,g/ml per 30 minuti a 
30° C. Preincubazione per 30 minuti. Quantità di ribosomi: nell’esper. 1: 0,444 mg; nell’esper. 2: 0,394 mg. Attività in CPM/mg 
di RNA ribosomiali.

Il tra ttam ento  con tripsina eseguito su ribosomi di em brioni ne abolisce, 
o riduce, la attiv ità incorporante. Esperim enti sono in corso per chiarire la
naturai della differenza tra  ribosomi di uova vergini e fecondate.

L a interpretazione di questi risultati che noi proponiam o è la seguente. 
Lo m ^ N A  sintetizzato nel corso della ovogenesi, e dal quale dipende il controllo 
della sintesi proteica dell’em brione fino allo stadio di blastula, si attacca ai 
ribosom i. Nel corso della m aturazione questi complessi m R N A -ribosom i 
sono resi inattiv i da un rivestim ento proteico. La rimozione di tale rivesti
mento, causa la attivazione del complesso e la nostra ipotesi è che questo pro
cesso è operato dalle proteasi che si attivano alla fecondazione.

U n ’attraen te possibilità è che anche nel corso della embriogenesi si 
abbiano complessi m R N A —ribosomi- m antenuti in stato di inattiv ità da un 
rivestim ento proteico e che vengono attivati dall’intervento di proteasi al 
m om epto richiesto. Questa ipotesi è conferm ata dalle recenti osservazioni di 
H um phreys et ah (1964) che nel tegum ento dell’embrione di pollo sono pre
senti aggregati ribosomiali inattivi che divengono attivi al momento in cui inizia 
la cheratinizzazione. Esperim enti sono in corso per verificare la validità della 
nostra ipotesi.
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Summary. — It has been shown (Maggio et al., 1964) th a t RNA extracted from unfer
tilized sea urchip eggs stim ulates incorporation of amino acids by ribosomes from ra t liver 
or from  sea urchin embryo. Ribosomes of unfertilized eggs are not stim ulated.

Following treatm ent with trypsin, ribosomes of unfertilized eggs (1) are stim ulated by 
RNA; (2) acquire the ability  to incorporate amino acids in the absence of any  exogenous 
RNA or polynucleotide. W hen trypsin  treatm ent is followed by incubation of the ribosomes 
in their own postribosom al supernatant, the endogenous incorporation is greatly  increased. 
I t is suggested tha t in the unfertilized eggs ribosomes carrying attached molecules of messenger 
RNA are present which, however, are rendered inactive by a protein coat. Activation of 
protein synthesis, upon fertilization would result from the removal of this protein coat due 
to the action of proteases tha t (as shown by  Lundblad, 1949) become active im m ediately 
following fertilization.


