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Citologia. — Specie-specificità delle proteine ribosomiali (* (**)b Nota 
di G i o v a n n i  G i u d i c e  e V in c e n z o  M u t o l o , presentata^ dal Socio 
G . M o n t a l e n t i .

SUMMARY. — An electrophoretic study of ribosomal proteins isolated from embryonic 
tissues dem onstrates striking differences when ribosomal proteins from embryos of distant 
phyla, as sea urchins and chickens, are compared. Some differences are also evident bet
ween those of close genera as Paracentrotus lividus and Sphaerechinus granularis.

No differences were detected between the ribosomal proteins of different developmental 
stages of sea urchins or between different tissues of chick embryos.

È stato recentem ente provato che l ’RNA ribosom iale presenta delle 
differenze nelle differenti specie (Yankofsky et al., 1962; Aronson, 1963; 
Robinson et al., 1964). Nulla è però noto riguardo alla specificità di specie 
delle proteine ribosom iali. I risu ltati esposti nella presente N ota indicano 
chiaram ente l ’esistenza di differenze nel com portam ento elettpoforetico delle 
proteine ribosom iali tra  embrioni di differenti « phyla » e perfino tra  em brioni 
di differenti generi della stessa classe (Echinoidea).

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

Si sono p repara ti i ribosomi da em brioni di riccio di m are o da pelle e 
fegato di em brioni di pollo di 10 giorni.

Il m ateriale è stato omogenato in saccarosio 0,3 M in tam pone Tris 
0,035 M pH 7>b contenente KC1 0,025 M, acetato di m agnesio o,oo4M  e m er- 
captoetanolo 0,005 M. Il supernatante ottenuto dopo centrifugazione dell’omo- 
genato a i 5.000xg è stato centrifugato a io5.oooxg per 90 m inuti. Il sedi
m ento è stato risospeso in desossicolato di sodio 1%  in tam pone T ris 0,01 M 
PH 7,4 e stratificato su 1,5 cc. di saccarosio 0,6 M in tam pone Tris. Si è 
quindi centrifugato a 105.000X g per 60 m inuti. Il sedim ento ribosomiale, 
così ottenuto, è stato tra tta to  con 0,025 m g di ribonucleasi pancreatica per 
m g di RNA, a 37°C  per 45 m inuti. Le proteine ribosom iali, che precipitano 
dopo la digestione dell’RNA, si sono raccolte per centrifugazione e, dopo un 
lavaggio con tam pone Tris, sono state disciolte in acido acetico 50% . Si recu
pera in tal modo oltre il 90%  delle proteine contenute nei ribosomi sottoposti 
a tra ttam ento  con ribonucleasi, con un 9 -1 3 %  di contam inazione con RNA, 
come risu lta d a ll’analisi delle proteine col metodo di Low ry et al. (1952), 
e d a ll’analisi dell’RNA col metodo dell’orcinolo.

(*) Lavoro eseguito nellTstituto di Anatomia Comparata della Università di Palermo e 
Unità di Embriologia Molecolare del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Nella seduta delPii febbraio 1967.
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R is u l t a t i  e d is c u s s io n e .

Esperim enti prelim inari di m arcatu ra di em brioni di riccio di m are in  
vivo con am inoacidi rad ioattiv i, in stadi in cui non vi è sintesi di nuovi ribo- 
somi, hanno dim ostrato che la quan tità  di isotopo che si ritrova associata 
alle proteine ribosom iali purificate è m inim a. Queste infatti raggiungono una 
attiv ità  specifica che è pari solo al 15% di quella delle proteine totali. Ciò 
indica che le nostre preparazioni di proteine ribosom iali sono poco contam i
nate da altre proteine, almeno di nuova sintesi.

Elettroferogrammi (schematici) di: I) Proteine ribosomiali di embrioni di Paracentrotus allo 
stadio di prisma (Pr) e di fegato di embrioni di pollo (F). II) Proteine ribosomiali di em
brioni allo stadio di 2 blastomeri di Sphaerechinus granularis {S) e Paracentrotus Lividus (P). 
Ili) Proteine ribosomiali di Paracentrotus lividus allo stadio di uovo vergine (V) e di prisma (Pr).

L’elettrjoforesi su colonnine di gel di poliacrilamide è stata condotta secondo la tecnica di R e is f e l d  et al. (1965) con 
le seguenti modificazioni: si sono usati dei tubi di Perspex la cui parte inferiore era divisa in due da un setto longi
tudinale in modo da poter fare scorrere i due campioni da paragonare in un unica colonnina di gel. Tutte le solu
zioni, eccettuato il tampone a pH 4,5 delle vasche contenevano urea 8 M. La quantità di proteine usata per ogni 
scorrimento è stata di 0,4-0,5 mg. L’elettroforesi si sono condotte a temperatura ambiente per 9-10 h a s  mA per tubo. 
Le colonnine di gel sono state colorate con « amido-black » e l’eccesso di colore è stato rimosso elettroforçtiçamente.
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Nel diagram m a I è paragonato il com portam ento elettroforetico delle 
proteine ribosom iali di em brioni di riccio di m are con quello delle proteine 
ribosom iali di em brioni di pollo. O ltre m età delle bande elettroforetiche non 
coincidono. Si notano anche delle differenze quando si paragoni il com porta
m ento elettroforetico delle proteine ribosomiali di em brioni di Paracantrotus 
hvidus  e di Sphaerechinus granularis. Come si vede dal diagram m a II almeno 
sette bande elettroforetiche non coincidono.

Esperim enti nei quali si è paragonato il com portam ento elettroforetico 
di proteine ribosom iali di em brioni di riccio a diverso stadio di sviluppo 
forniscono u n ’ulteriore prova che le differenze di specie qui descritte non pos
sono essere attribu ite  a contam inazione delle nostre preparazioni di proteine 
ribosomiali con altre proteine cellulari.

Non si riscontra infatti alcuna differenza elettroforetica se si paragonano 
le proteine ribosom iali di stadi come l ’uovo vergine o il prism a in cui ci si 
possono aspettare differenze nelle proteine citoplasm atiche.

Non si è neppure riusciti a m ettere in evidenza differenze elettroforetiche 
tra  le proteine di ribosom i di tessuti diversi, come il fegato e la pelle, anche 
se questi sono presum ibilm ente im pegnati fondam entalm ente nelle sintesi di 
proteine organospecifiche come la sieroalbum ina e la cheratina, rispettiva
m ente.

Se le differenze elettroforetiche tra  le proteine ribosom iali di specie diversa 
fossero dovute esclusivam ente alla contam inazione con altre proteine cellulari 
avrem m o dovuto ottenere differenze elettroforetiche anche in questo ultim o 
caso.

A ppare anche assai im probabile che le differenze riscontrate tra  le diverse 
specie siano dovute al fatto che le nostre preparazioni contengano ancora 
un residuo di RNA.

In  questo caso avrem m o infatti dovuto trovare differenze in certo modo 
proporzionali al grado di contam inazione delle nostre preparazioni; il che 
non è stato. Inoltre, è stato dim ostrato da W aller ed H arris (1961) che la 
contam inazione con RNA ha scarsa im portanza nel com portam ento elettro
foretico delle proteine ribosomiali.

Questi autori in fatti non hanno riscontrato alcuna differenza nella m igra
zione elettroforetica di proteine, ribosom iali isolate o interam ente legate al 
loro RNA in Escherichia coli. E possibile che l ’RNA residuo venga staccato 
dalle proteine per effetto dell’urea (Spitnik-E lson, 1961), duran te lo scorri
m ento elettroforetico.

In  conclusione questi risu ltati dim ostrano che le proteine ribosomiali di 
specie diversa hanno un com portam ento elettroforetico diverso.

Con la stessa tecnica non si m ettono in evidenza differenze tra  tessuti 
diversi o tra  stadi di sviluppo diversi di uno stesso em brione. D ata l ’im por
tanza di quest’ukim o risultato  si stanno conducendo ulteriori esperim enti a 
conferma di esso,
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