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Biologia. — A ttiv ità  proteasiche nelle uova vergini, fecondate 
ed attivate d i A rbacia lixula. Nota n  di M a r io  B u o n g io r n o - N a r - 

d e l l i  (**} p r e s e n ta ta ^  dal Corrisp. P . P a s q u i n i .

Lundblad (1949, 1950, 1954) ha dim ostrato che alcune proteasi presenti 
nelle uova di varie specie di Echinoderm i (Paracentrotus liv idus , Arbacia  
lixu la , ecc.) subiscono, nei prim i m om enti seguenti la fecondazione, un note­
vole increm ento di attività; la frazione E II (pH optim um  intorno a 7,0, 
inattivata  dalla cisteina ed a ttivata  dagli ioni C a++) aum enta bruscam ente 
alla com parsa della m em brana di fecondazione, m entre d e  frazioni E I (pH 
optim um  6,7, a ttivata  dalla cisteina) ed E II I  (pH optim um  7,8, a ttivata  
dalla cisteina ed inattiva ta  dagli ioni C a++) aum entano subito dopo. È  p arti­
colarm ente interessante il fatto che le attiv ità  enzim atiche suddette nel breve 
tempo di io ' ritornano nuovam ente ai bassi livelli iniziali. Per queste ricerche 
Lundblad ha im piegato come substrato la gelatina e come metodo di dosaggio 
quello viscosimetrico o, più raram ente, la titolazione al formolo; una gran 
parte  delle esperienze è stata condotta su m ateriale liofilizzato e conservato 
per lungo tem po. U n tentativo di riprodurre le sue esperienze usando sub­
strato e metodo di dosaggio differenti (Maggio, 1957) non ha dato risultati 
com parabili a quelli da lui ottenuti. Im piegando come substrato la caseina 
ed eseguendo il dosaggio con il m etodo di Duspiva (1939) si può m ettere in 
evidenza nelle uova di Paracentrotus lividus una sola attiv ità enzim atica che 
ha un pH optim um  intorno a 5,4; pochi m inuti dopo la fecondazione si nota 
una fugace attivazione che è però mólto meno accentuata rispetto a quelle 
osservate da L undblad.

Poiché lo studio del com portam ento delle proteasi, am piam ente analiz­
zato nellò sviluppo em brionale di V ertebrati ed Invertebrati (U rbani, 1954, 
1962), si prospetta interessante anche nei fram m enti nucleari ed anucleati 
di uova di Echinoderm i sottoposti a fecondazione o ad attivazione con acqua 
di m are ipertonica è stato per prim a cosa necessario ripetere le esperienze 
di Lundblad su uova intere.

Le uova di Arbacia lixu la , raccolte con le consuete m odalità e lavate 
ripetutam ente con acqua di m are filtrata sono state poste in provette in cia­
scuna delle quali è stato determ inato il num ero totale di uova presenti con 
P ausilio di un microscopio e di un reticolo millim etrato. In tali provette è

(*) Pervenuta all’Accademia il 30 giugno 1965.
(**) L’autore, assistente incaricato presso la Cattedra di Istologia ed Embriologia della 

Facoltà di Scienze deH’Università di Roma, ringrazia vivamente il prof. J. Brachet che ha sugge­
rito la presente ricerca e ne ha discusso i risultati.

(***) Ricerca eseguita presso il Laboratorio Internazionale di Genetica e Biofisica di 
Napoli con il contributo del C.N.R. e della Shell Internationale Research.
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stata  fa tta  avvenire la fecondazione o la attivazione con acqua di m are 
ipertonica (60 %<>)• Dopo breve centrifugazione m anuale ed allontanam ento 
dell’acqua di m are le uova sono state sospese in un volume noto di acqua 
distillata ;tale da ottenere in tu tti i campioni la stessa concentrazione di uova. 
La omogenizzazione è stata eseguita in omogenizzatore di Potter a o° C e la 
qualità dell’om ogenato è stata controllata al microscopio.

L a determ inazione dell’attiv ità  proteinasica è stata eseguita secondo le 
indicazioni di D uspiva (1939) usando come substrato caseina.

Sono state condotte le seguenti prove:

I  prova-. pH 7,0 (frazione E II  di Lundblad); concentrazione delle 
uova: 100.000/ml di acqua distillata; tempo di incubazione: fino ad 8 ore.

5 serie di determ inazioni sono state condotte sui seguenti campioni:
a) uova vergini;
b) uova fecondate, alla com parsa della m em brana di fecondazione;
c) uova fecondate, io ' dopo la com parsa della m em brana di fecon­

dazione;
d ) uova attivate con acqua di m are ipertonica per io ';
e) uova attivate con acqua di m are ipertonica per 2o';

/ )  uova attivate con acqua di m are ipertonica per 30'.

Tali esperienze hanno rivelato sem pre assenza di a ttiv ità  enzim atica.

I I  prova-. pH  6,7 (frazione E I di Lundblad); concentrazione delle 
uova: 100.000/ml di acqua distillata; tempo di incubazione: fino ad 8 ore.

I dosaggi eseguiti a tu tti gli stadi precedentem ente elencati non hanno 
rivelato alcuna attiv ità  enzim atica anche dopo aggiunta di cisteina 0,010 M, 
dopo sottrazione com pleta degli ioni C a++ o dopo aggiunta di lubrol 0 , 1 % .  
U na serie di esperienze è stata condotta su uova vergini, fecondate ed attivate 
di Paracentrotus lividus ed ha dato lo stesso risultato.

I l i  prova-. pH  -5,4 (secondo le indicazioni di Maggio); concentrazione 
delle uova: 100.000/ml di acqua distillata; tempo di incubazione: 15'.

Sono state eseguite tre serie di determ inazioni sui seguenti campioni:
a) uova vergini;
^) uova fecondate, alla comparsa della m em brana di fecondazione;
c) uova fecondate, 5' dopo la comparsa della m em brana di fecondazione;
d) uova fecondate, 20 'dopo la com parsa della m em brana di fecondazione.

Se r ie  N ° I 2 3
a) . l 8 0 . 1 2 5 • ° 7S
b) . 2 0 0 . 1 4 2 . 0 4 9

c ) . 2 2 0 . I 4 O . 1 0 2

d ) •US . 1 2 0 . 1 1 9

U na ultim a serie di esperienze ha indicato che il valore ottim ale di pH per le 
attiy ità  proteinasiche è intorno a 5,4, conferm ando quanto osservato da 
M aggio su Paracentrotus.
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D all’esame delle esperienze condotte si osserva che i risultati ottenuti 
da Maggio risultano pienam ente, conferm ati anche su Arbacia lixula\ il pH  
optim um  dell’attiv ità  proteolitica è infatti intorno a 5,4 ed a questo valore 
di pH  si può m ettere in evidenza una sia pure m odesta attivazione conseguente 
alla fecondazione.

Non è invece stato possibile, come si è detto, riprodurre i risu ltati di Lund- 
blad con la m etodica qui descritta.

Il problem a della attivazione delle proteasi nelle uova fecondate ed a tti­
vate sarà ripreso quanto prim a adottando substrati e m etodi di dosaggio 
differenti: notevole è infatti l’interesse che potrebbe avere il porre in relazione 
tale fenomeno con il brusco aum ento della velocità di sintesi proteica che si 
verifica nelle uova sottoposte a fecondazione o ad attivazione partenoge­
netica (M onroy, i960; H ultin , 1961); tale brusco aum ento sarebbe conse­
guente, secondo Brachet, allo sblocco dell’RNA messaggero sintetizzato du ­
ran te l’oogenesi ed accum ulato nel citoplasma dell’uovo vergine allo stato 
inattivo. Recenti esperienze di M aggio et al. (1965) hanno convalidato questa 
ipotesi dim ostrando che la frazione ribosomiale di uova vergini di Paracen- 
trotus lividus  incorpora attivam ente am inoacidi nelle proteine dopo tra tta ­
m ento con tripsina in vitro\ la disinibizione della sintesi proteica che si verifica 
alla fecondazione potrebbe essere perciò conseguente alla rimozióne di uno 
strato proteico che avvolge le molecole di RNA messaggero legate ai ribosomi.

Poiché Brachet et al. (1963) hanno dim ostrato che l’attivazione delle 
sintesi proteiche si verifica sia -nei fram m enti nucleati che nei fram m enti 
anucleati delle uova di Arbacia , sarà molto interessante conoscere il com por­
tam ento delle proteasi nei due tipi di fram m enti.
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