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Embriologia chimica. — Azione degli istoni sullo sviluppo del­
l'uovo di A n fib i n . Nota di T g m m asa  C u sim a n o - C a ro llo  e M a r io  
M o l in a r o , presentata (* (**)#) dal Corrisp. P. P a s q u in i .

In tro d uzio ne .

i . M olti risu ltati sperim entali suggeriscono che gli istoni svolgono un 
im portante ruolo nella regolazione della sintesi degli acidi nucleici e del- 
l’a ttiv ità  genetica [i, 2].

Esperim enti effettuati in vivo e in vitro dim ostrano la notevole inibi­
zione esercitata dagli istoni sulla incorporazione di precursori , m arcati nel- 
l’RNA e nel DNA [3, 4, 5]. Le diverse frazioni hanno una diversa capacità 
d ’inibizione che appare collegata al rapporto arginina/lisina: frazioni ricche 
in lisina sem brano avere una azione più spiccata, probabilm ente per una 
m aggiore affinità con la molecola del DNA [6-9]. L ’a ttiv ità  dell’RN A -poli- 
m erasi risu lta fortem ente inibita e a concentrazioni d ’istone più alte, anche 
la D N A -polim erasi [7, 10-12]: questo stesso effetto è prodotto anche da 
diverse poliam ine naturali e sintetiche [io, 11 ].

Non si può escludere l’effetto degli istoni anche su altri sistemi enzi­
matici: a causa della loro natu ra  cationica sono capaci di legarsi, oltre che 
con gli acidi nucleici, con m olte sostanze acide. È nota l ’inibizione sulla 
citocrom o-ossidasi e sulla sintesi m itocondriale dell’A TP [13, 14].

D ’altra  parte  la rimozione degli istoni dal nucleo della cellula m ediante 
blando trattam ento  con tripsina, causa una notevole attivazione del m eta­
bolismo cellulare. Particolarm ente stim olata è la produzione di RNA n u ­
cleare, che presenta in parte  le caratteristiche deH’R N A -m essenger [9, io].

Questi risu ltati suggeriscono un possibile intervento degli istoni nella 
regolazione dell’a ttiv ità  del gene. L ’ipotesi è anche sostenuta dai risu ltati 
o ttenuti trattando  con istoni, in vitro, cromosomi a spazzola isolati da ovo­
citi di Anfibi [9]. I tipici cappi localizzati lungo l ’asse del cromosoma, sono 
ritenuti espressione della funzionalità del gene. Sotto l’azione dell’istone i 
cappi si retraggono e il cromosom a assume la stru ttu ra  condensata, tipica 
del cromosoma in riposo. Questi cam biam enti della m orfologia del cromo­
soma, che tu ttav ia  non sem brano essere strettam ente specifici, suggeriscono 
che gli istoni svolgono nella cellula la funzione di repressori fisiologici del 
gene.

(*) Lavoro eseguito con un contributo del CNR presso l’Istituto di Zoologia dell’Uni­
versità di Palermo, sotto la direzione del prof. G. Reverberi.

(**) Nella seduta dell’u  dicembre 1965.
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2. Nello sviluppo em brionale sono stati messi in evidenza con m etodi 
citochimici cam biam enti nelle affinità tiritoriali degli istoni nei diversi stadi: 
tali cam biam enti sono attribu iti alla trasform azione degli « istoni della seg­
m entazione » negli «istoni adu lti»  responsabili della differenziazione [15-17]. 
D ’altra parte  questi risu ltati non sono conferm ati nei diversi m ateriali em brio­
logici studiati e sono contraddetti da molti lavori [18-20].

Sono stati anche descritti cam biam enti della distribuzione degli istoni 
nel nucleo e nel citoplasm a duran te lo sviluppo em brionale e correlati con 
i fenomeni della differenziazione [20, 21].

In Rana pipiens M arkert e U rsprung  [22] hanno iniettato nelle uova 
fecondate frazioni proteiche nucleari e citoplasm atiche, estratte dal fegato 
dell’individuo adulto. Le album ine e le globuline e meno gli istoni causano 
nell’em brione tra tta to  inibizione della divisione cellulare ed arresto dello svi­
luppo allo stadio di blastula.

Notevoli effetti d ’inibizione sono stati o ttenuti anche nelle uova di Pleu- 
rodeles m ediante trattam ento  con istoni ricchi in lisina, nei vari stadi di 
sviluppo [23].

Il tra ttam ento  effettuato sino a blastula precoce causa arresto di svi­
luppo a gastrula. Negli stadi successivi si ha una progressiva dim inuzione 
di sensibilità.

Nel seguente lavoro sono stati studiati gli effetti esercitati dagli istoni 
sullo sviluppo em brionale di Discoglossus pictus. Gli em brioni sono stati 
tra tta ti in vari m om enti dello sviluppo con differenti frazioni d ’istone, allo 
scopo di evidenziarne l’azione nelle fasi della morfogenesi.

M a ter ia le  e tec n ic a .

Le uova di Discoglossus ottenute per deposizione spontanea erano p ri­
vate del coat gelatinoso m anualm ente e messe, allo stadio di 2 blastom eri, 
entro capsule contenenti soluzione di H oltfreter, in num ero di io  uova per 
capsula. Q uando le uova avevano raggiunto lo stadio desiderato, erano passate 
in capsule contenenti 2 mi di soluzione H oltfreter addizionata rispettivam ente 
a frazioni di istone ad alto contenuto di lisina (HL) e frazioni ad alto conte­
nuto di arginina (HA), estra tte  da timo di vitello [24]. Il pH della soluzione 
H oltfre ter non era modificato dall’aggiunta dell’istone. Controlli dello stesso 
lotto erano fatti sviluppare nelle medesime condizioni, in assenza d ’istone. 
Gli istoni ci furono gentilm ente forniti dal dr. A. E. M irsky che gli Autori 
ringraziano vivam ente.

R isu l t a t i.

A) In una prim a serie di esperim enti le uova sono state fatte soggiornare 
nel mezzo contenente istone a partire  dallo stadio scelto sino alla schiusa 
dei controlli. L a concentrazione di istone era di 0,40; 0,20; 0,10; 0,05 mg/ml.
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I risu ltati o ttenuti sono i seguenti:
a) L a frazione H L  (Tabella I) alle concentrazioni più alte (0,4-0,2 

m g/m l) blocca la segm entazione alle prim e divisioni; i blastom eri che si fo r­
m ano sono di grandezza anom ala, successivam ente si rifondono andando in 
citolisi. A lla concentrazione 0,1 m g/m l lo sviluppo è bloccato a m orula: solo 
una piccola percentuale (20%) raggiunge lo stadio di gastrula.

T a b e l l a  I.

Trattamento a partire da 2 blastomeri

Istone Conc. Segmen­ Blastula Gastrula Neurula Bottone
Larva (**)

mg/ml tazione codale
anom. norm.

0,40 100 — .— - — — — —

H -L
| 0,20 100 — — — — —

1 o, IO 80 — 20 ■— —■ — —

0,05 — — 100 — — — —

| 0,40 100 — — — — — —

H -A  . . .  '
j
1
| 0,20 — — 80 — — 20 —
1 0, IO
1

— — — — — 100

(*) Le cifre riportate indicano la percentuale di embrioni arrestati nello stadio indicato. 
. (**) Le cifre riportate indicano gli embrioni che hanno superato la schiusa.

Alla concentrazione 0,05 m g/m l la segmentazione è norm ale, però lo 
sviluppo si arresta allo stadio di gastru la.

L a frazione HA ha effetti meno drastici sulla segmentazione: solo con 
0,4 m g/m l le segmentazioni vengono bloccate; con 0,2 m g/m l si ha sviluppo 
sino a gastrula, però una certa percentuale di embrioni (20%) riesce a sgu­
sciare, dando larve con anomalie generali. In queste larve il sistem a nervoso 
è scarsam ente differenziato o iposviluppato; gli organi adesivi sono spesso 
fusi; si nota ciclopia, talvolta assenza delle fossette olfattive, corda vacuo- 
lizzata, m asse m uscolari atrofiche, spina bifida.

Con 0,1 m g/m l si ha sviluppo norm ale.
b) Il tra ttam ento  delle blastule con H L  (0,4; 0,2; 0,1 m g/m l) (T a­

bella II) perm ette lo sviluppo fino lo stadio di tappo vitellino. A lla concen­
trazione di 0,05! m g/m l, solo in qualche caso, si ottengono larve norm ali (20%); 
il 50% non supera la schiusa, il restan te 30% è formato da larve con ano­
malie soprattu tto  a carico del tronco che è ridotto, e nella coda che si p re­
senta tozza e con il m argine ondulato.

40 . -  RENDICONTI 1965, Voi. XXXIX, fase. 6 .
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T a b e l l a  IL  

Trattamento a partire da blastula <*)..

Istone Conc. Gastrula Neurula Bottone
Larva (**)

mg/ml codale
anom. norm.

1
0,40 100 — — — ■—

H-L.............
) 0,20 
1

100 — — — —

' |
0,10 100 —- — -—- ■—-

0)05 — 50 30 20

|( 0,40 60 40 — —

H-A . . . i
\ 0,20 — 70 — 30
1
' 0, IO
1

— — — 50 50

(*) Le cifre riportate indicano la percentuale di embrioni arrestati nello stadio indicato. 
(**) Le cifre riportate indicano gli embrioni che hanno superato la schiusa.

Il tra ttam ento  con HA, alla concentrazione di 0,4 m g/m l, causa arresto 
di sviluppo a gastru la nel 60%  dei casi, il resto non supera la schiusa. A lla 
concentrazione 0,2 m g/m l lo sviluppo procede più innanzi sino allo stadio 
di neurula nel 70%  dei casi; per il resto si ottengono larve sgusciate micro- 
cefale e con coda ricurva ventralm ente.

Con 0,1 m g/m l si hanno larve natan ti nel 50 % dei casi.
c) Il tra ttam ento  a partire  dallo stadio di gastrula (Tabella I I I)  con 

}a frazione H L, alla concentrazione 0,2 m g/m l, causa arresto di sviluppo 
nel 50% dei casi, ovvero porta  alla formazione di larve con anom alie diffuse. 
Con 0,1 m g/m l, invece, quasi la to talità  degli embrioni riesce a superare la 
schiusa, presentando anom alie diffuse a carico di tu tti gli apparati. Solo con 
0,05 m g mi si ha sviluppo norm ale.

Con la frazione HA si ottiene arresto di sviluppo a bottone codale, con 
0,2 mg/ml; invece larve natan ti con 0,1 mg/ml.

Q uando il tra ttam ento  fu fatto  in stadi che precedono la gastrulazione 
si ebbe frequentem ente exogastrulazione.

d) Il trattam ento , sia con la frazione H L  che con quella HA (0,2 ; 
o,i m g/ml) a partire  dallo stadio di tappo vitellino; provoca anom alie quasi 
esclusivam ente funzionali; le larve che si ottengono giacciono sul fondo del 
recipiente incapaci di spostarsi e presentano contrazioni fibrillari della coda.

L a conclusione che si ricava da questi esperimenti è che gli istoni eser­
citano una spiccata azione inibitrice sullo sviluppo: essa è più m arcata per
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la frazione H L  che per la frazione HA; l’effetto inibente tu ttav ia  decresce 
a partire  dallo stadio di blastula.

U na notevole azione di arresto dello sviluppo è anche esercitata dalla 
protam ina (0,2 m g/ml), estra tta  da spermi di Salmone, la quale sem bra avere 
un effetto molto simile a quello degli istoni.

L a sieroalbum ina bovina (0,2 m g/ml), diversam ente da quanto osser­
vato da altri [21], nelle nostre condizioni non ha effetti sullo sviluppo.

Tabella III.

Trattamento a partire da gastrula <*>.

Istone Conc.
mg/ml Neurula Bottone

codale

Larvai**)

anom. norm.

1
0,20 50 _ 50

H -L  . . . . . . . . .  / 0,  I O — — 100 —
1 0,05 — — — 100

(
0,20 — 100 — —■

H A  • ................. ■ j
I

0,10 — — — 100

(1 0,05 — — — 100

(*) Le cifre riportate indicano la percentuale di embrioni arrestati nello stadio indicato. 
(**) Le cifre riportate indicano gli embrioni che hanno superato la schiusa.

B) Per accertare se la progressiva diminuzione dell’effetto dello istone 
e dovut^ ad una sensibilità differenziale nei diversi stadi di sviluppo, ovvero 
alla m inore du ra ta  di azione della sostanza, gli em brioni sono stati messi 
in soluzione H L  per 2 ore allo stadio di 2 blastomeri, blastula e gastrula. 
Si è stabilita per ogni stadio la concentrazione m inim a della sostanza neces­
saria per ottenere i prim i effetti d ’inibizione dello sviluppo. Questo tipo di 
esperim enti consente anche di accertare se vi sono anomalie specifiche cor­
rispondenti al trattam ento  nei diversi stadi e cioè se vi sia una specificità 
dell’effetto.

Come risulta dalla fig. 1, a partire  dallo stadio di blastula la concen­
trazione soglia aum enta: 0,025 m g/m l è efficiente per il periodo della seg­
m entazione e blastulazione; m entre per la gastru la i prim i effetti d ’inibi­
zione si hanno a partire  da 0,2 m g/m l. Negli stadi più avanzati (nerula e em­
brione sgusciato) la concentrazione di 0,5 m g/m l è inefficace per 2 ore. Con 
0,2 m g/m l è necessario un tra ttam ento  di io  ore per ottenere i prim i effetti 
d ’inibizione.
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Per quanto riguarda le anomalie, negli embrioni o ttenuti da uova tra t­
ta te  alla segmentazione e allo stadio di blastula e che superano la gastru- 
lazione, esse sono a carico di quasi tu tti i sistemi e sono molto simili a quelle 
descritte precedentem ente per il trattam ento  continuo.

m g /m i 

0,4 -

0,3

0 S B G N E. S .

Fig. 1. -  Concentrazione minima di HL necessaria per ottenere effetti di inibizione.
Il trattamento è della durata di 2 ore per la segmentazione, blastula e gastrula; di io ore; per la neurula

e l’embrione sgusciato.

Negli embrioni o ttenuti dal trattam ento  a gastrula, invece, le anom alie 
sono ridotte alla coda che è poco sviluppata. Lo studio istologico m ette in 
evidenza una notevole ipotrofia delle masse m uscolari ed anom alie della 
corda.

Negli em brioni o ttenuti da neurule tratta te , le anomalie sono quasi esclu­
sivam ente a carico della funzionalità della coda.

Quésti esperim enti conferm ano che gli stadi più sensibili al trattam ento  
con istoni sono quelli corrispondenti alla segmentazione e alla blastula. 
Le anom alie ottenute in questi stadi sono a carico di tu tti i sistemi; anche 
per trattam enti brevi e a basse concentrazioni non è stato possibile eviden­
ziare alcuna selettiv ità nell’effetto degli istoni.

C) In alcuni esperim enti si è cercato di accertare se le anomalie ottenute 
siano effettivam ente da im putarsi alla penetrazione dell’ istone nell’uovo, 
oppure alla penetrazione dei suoi prodotti di depolimerizzazione. A  tale scopo, 
si sono tra tta te  le uova con lisina, che è presente in alta percentuale nella 
molecola della frazione HL. In seguito al trattam ento  con questo am m inoa­
cido (0,2 mg/ml) non si ha alcuna anomalia.

Allo scopo di vedere se le anomalie del m ovimento fossero dovute ad 
inibizione del metabolism o respiratorio e della sintesi dell’A T P  [3, 14], gli
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embrioni sono stati p re tra tta ti con A T P (4 m M ) e quindi posti in istone 
(0,1 mg/ml) oppure tra tta ti prim a con istone e quindi passati in soluzione 
H oltfreter addizionata con A TP. In  entram bi i casi non si sono avuti risu l­
tati diversi da quelli o ttenuti per il tra ttam ento  con il solo istone.

C o n c l u s io n i .

I risu ltati riferiti m ostrano che il periodo più sensibile al trattam ento  
con gli istoni è quello corrispondente alla segmentazione e alla blastula. Il 
trattam ento  a questo periodo causa arresto im mediato dello sviluppo alle 
concentrazioni più alte (04 -0 ,2  m g/ml); alle concentrazioni più basse (0,50- 
0,025 m g/m l) la segmentazione procede indisturbata e gli effetti si rivelano 
alla gastrulazione. Questi effetti differenziali, alle diverse concentrazioni, 
sono probabilm ente in rapporto alla inibizione esercitata dagli istoni sulla 
RN A -polim erasi (a basse concentrazioni) e sulla D N A -polim erasi (ad alte 
concentrazioni) [7, 10-12]. L ’inibizione della D N A -polim erasi causa blocco 
della sintesi del DNA, arresto delle m itosi e quindi blocco della segm enta­
zione. Con dosi più basse è evidenziabile solo l’effetto sulla RN A-polim erasi 
D N A -dipendente, che causa blocco della sintesi dell’RNA nucleare e soprat­
tu tto  della frazione messenger. Il fatto che il trattam ento  a queste concentra­
zioni causi blocco allo stadio di gastru la porta a ritenere che in questo stadio 
sono necessarie nuove molecole di RNA messenger e che esse sono sin tetiz­
zate in fasi precedenti dello sviluppo.

A  partire  dallo stadio di gastru la la sensibilità al trattam ento  decresce 
e gli effetti si ottengono solo ad alte concentrazioni.

Poiché il tra ttam ento  duran te la segmentazione e la blastula, anche per 
tem pi molto brevi e a basse concentrazioni, colpisce tu tti i sistemi dell’em ­
brione, si può dedurre che in questa fase dello sviluppo la maggior parte  dei 
geni responsabili della morfogenesi sono attivi e che gli istoni esercitano su 
di essi una  inibizione generalizzata. E interessante notare che gli stessi effetti 
sono riproducibili m ediante la frazione HA (m a a concentrazioni più alte 
che HL) e cpn protam ina.

È noto che la capacità della molecola del DNA a funzionare come « tem ­
plate » in vitro è fortem ente rido tta  dall’addizione di istone, in seguito alla 
ricostruzione del nucleoistone. Le frazioni più ricche in lisina sono inibitori 
più efficaci e questo sem bra correlato alla maggiore affinità a combinarsi 
con la molecola del DNA [6, 8]. Nei nostri esperimenti la frazione ricca in 
lisina è risu ltata  più efficace, meno quella più ricca in arginina.
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S u m m a r y . — Eggs of Anurans (Discoglossus pictus) were treated with lysine-rich (HL) 
and arginine-rich (HA) fractions of calf thymus histones.

The eggs treated with 0,4-0,1 mg/ml of HL fraction at the two cell stage were blocked 
in their cleavage. At lower concentrations (0,05-0,025 mg/ml) the development stops at 
the gastrula stage.

After the gastrula stage the sensibility to the treatment decreases.
The HA fraction has the same effect but at higher concentrations.


