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Zoologia. —■ Cambiamenti della precoce determinazione embrio
nale e sintesi di acido ribonucleico e di proteine nelìlembrione di 
pollo (*L Nota di R o s a l b a  L a n z a n i  M a c i  e C r i s t i n a  S ö t g i a ,  p re 
sentata (**} dal Socio S. R a n z i .

SUMMARY. ■— The influence of LiCl and NaSCN on RNA and protein syntheses in chick 
embryos has been studied.

Chick embryos at various early stages were in ^z/r^-explanted according to New, 
treated with 0.01 M LiCl or 0.006M NaSCN, and put in culture in the presence of tritiated 
uridine or leucine.

The incorporation in treated  embryos and in controls has been studied with an auto
radiographic method.

The tritiated uridine incorporation in LiCl-treated embryo^ is less than  the incorpora
tion in the controls. The same thing occurs in NaSCN -treated embryos.

The incorporation of tritiated leucine is less in LiCl-treated embryos, but NaSCN- 
treated embryos do not show appreciable differences from the controls.

These results confirm that lithium  inhibits protein synthesis during the first stage of 
chick embryonic development.

The NaSCN, instead, inhibits RNA synthesis but does not inhibit protein synthesis. 
This discovery seems to agree with R anzi’s interpretation tha t the alterations induced by 
NaSCN are related to an increase of amino-acid pool, an increase induced by protein dénatu
ration, the effect of NaSCN action.

È noto che il LiCl ed il N aSC N  provocano alterazioni dello sviluppo 
a carico del sistema nervoso, della corda e dei somiti, se som m inistrati 
duran te i prim i stadi dello sviluppo em brionale del pollo. Il LiCl induce 
riduzione della corda dorsale, del sistema nervoso e conseguentem ente dell’en
cefalo, sviluppo dei somiti con fusione di questi sulla linea m ediana del 
corpo (Nicolet, 1961; Leani Collini e Ranzi, 1966).

Il N aSC N  induce ipersviluppo della corda dorsale, riduzione dei somiti 
(V adati, V itali e Ranzi, 1972).

Il meccanism o d ’azione di queste sostanze non è tu ttav ia  ancora com ple
tam ente chiarito, sebbene esistano alcune ricerche che m ettono in luce alcuni 
punti (Ranzi 1955, 1962; R oger 1964; Flickinger e coll., 1970). L a presente 
ricerca condotta con m etodo autoradiografico su em brioni di pollo coltivati 
in  vitro ha lo scopo di apportare ulteriori dati per la chiarificazione di 
questo problem a.

.(*) Ricerche eseguite nellTstituto di Zoologia dell’U niversità Statale di Milano usu
fruendo del contratto di ricerca del CNR n. 71.00235.04.115448.

(**) Nella seduta dell’n  novembre 1972.
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a) Trattamento con L id .  -  U ova embrionate di pollo sono state incubate in term o
stato a 38.,5° C per 24 ore fino a raggiungere lo stadio di linea prim itiva processo cefalico 
(stadi secondo H am burger-H am ilton). A questo stadio gli embrioni sono stati espiantati 
in vitro  secondo la tecnica di New che perm ette di ricostruire un ambiente simile al naturale, 
in quanto si ha come terreno di coltura album e fluido e come mezzo nutritizio una soluzione 
fisiologica (Pannet-Com pton).

Gli espianti sono stati divisi in due lotti: controlli e trattati. Ai tra tta ti è stato aggiunto 
nella soluzione di Pannet-C om pton e nell’album e LiCl fino ad una concentrazione di 0,01 M 
nel liquido di coltura. I due lotti sono stati posti in termostato a 38,5° C ed incubati per 
12 ore; poi è stata aggiunta a tu tti gli embrioni o uridina tritiata (25 pC per embrione) o 
leucina tritia ta  ( io p C  per embrione). Sono stati lasciati sempre in term ostato u n ’ora a 
contatto con la sostanza m arcata, dopo di che sono stati ripetutam ente lavati con soluzione 
fisiologica per eliminare la sostanza m arcata non incorporata, e quindi fissati in liquido 
di Carnoy.

b) Trattamento con NaSCN. -  U ova embrionate di pollo sono state espiantate in  vitro 
secondo New e divise in due lotti: controlli e tra tta ti con NaSCN o,oo6M .

Ad entram bi sono stati aggiunti o uridina tritia ta  (5 pC per embrione) o leucina 
tritia ta  (5 pC per embrione) ed incubati in term ostato a 38,5° C per 48 ore. Al termine dell’in 
cubazione gli embrioni dopo ripetuti lavaggi in soluzione fisiologica sono stati fissati in liquido 
di Carnoy.

c) Allestimento dei preparati autoradiografici. -  Dagli embrioni fissati ed inclusi in 
paraffina sono state fatte sezioni seriate dello spessore di 5 p. Sulle sezioni poste su vetrini 
accuratam ente puliti CC14, e sparaffinate è stato steso uno «stripping film» Kodak A R  io. 
I p reparati sono posti al riparo della luce in camera fredda ( f i  2° C) per 5 giorni, tempo neces
sario per far snelle la lastra sia im pressionata, e quindi sviluppati con i comuni metodi foto
grafici e colorati con ematossilina di Ehrlich.

L ’ incorporazione dei precursori m arcati appare nei preparati autoradiografici come 
grani neri. Per valutare l’influenza sulle sintesi dell’RNA e delle proteine del LiCl e del 
NaSCN, sono stati effettuati numerosi conteggi dei grani nel tubo neurale, nella corda e 
nei somiti. Si eseguivano i conteggi su due sezioni consecutive ogni dieci lungo l’intero asse 
dell’embrione; si calcolava poi la media aritm etica dei dati ottenuti. La validità dei dati 
è sta ta  controllata calcolando lo scarto quadratico medio e procedendo all’ analisi della 
varianza.

E m brioni tra tta ti con LiCl. -  Gli em brioni tra tta ti con LiCl m ostrano le 
m alform azioni caratteristiche provocate da questo sale e cioè m ancata chiu
sura del tubo  neurale, somiti m alform ati, ecc.

A ltrettan to  evidente appare nelle autoradiografie l’influenza del LiCl 
sulla sintesi dell’R N A  e delle proteine. Infatti in em brioni tra tta ti con 
LiCl 0,01 M e posti ad incorporare uridina tritia ta  o leucina tritia ta , l’in 
corporazione dei precursori m arcati è notevolmente abbassata rispetto ai 
controlli.

Nella Tabella I sono riportati i valori che rappresentano le medie 
aritm etiche di conteggi di grani effettuati in aree standard  di loop.2. L ’in
corporazione di urid ina tritia ta  è presa come indice della sintesi di R N A  
(SR N A ) e quella di leucina tritia ta  come indice della sintesi di p ro
teine (SP).
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T a b e l l a  I

Trattam ento con Li CI 0,01 M per 18 ore e successiva incubazione con urid ina
tritia ta  per 1 ora (SRNA)

Controllo LiCl LiCl/Controllo

Sistema nervoso .......................
C o r d a ........................................
Somiti . . . . . . . . . .

46,31 ±  3.63 
41,95 ±  3.40 
46,41 ±  3,93

58,78 ±  3.50 

30.55 ±  1.72
40,80 d: 1,42

1,26
0,72
0,87

Trattam ento con L iC l 0,01 M per 18 ore e successiva incubazione con leucina 
tr itia ta  per 1 ora (SP)

!
Controllo LiCl LiCl/Controllo

Sistema n e rv o s o ...................... 59,97 ±  1,27 42,52 ±  1,06 0 ,7°

C o rd a ............................................ 50,72 ± 1 ,6 7 39,15 ±  2,50 0,77
S o m i t i ................................... . 60,79 ±  2,30 41,67 ±  1,26 o,68

L ’analisi della varianza m ostra u n ’alta significatività (0,05 >  P >  0,01). 
Calcolando il rapporto  tra  il valore di incorporazione della leucina e quello 
della urid ina si ottengono i dati sotto riportati, che vengono presi come espres
sione del rapporto  tra  sintesi proteica e sintesi di R N A .(SP/SR N A ).

Controllo LiCl LiCl/Controllo

Sistema n e rv o s o ...................... 1,29 0,72 o ,55
C o rd a ............................... .... 1,21 1,28 1,05

S o m i t i ........................................ L 3 1 1,02 o ,77

Negli em brioni tra tta ti con LiCl 0,01 M il rapporto  in questione è 
m inore o uguale (corda) a quello dei controlli.

E m brion i tra tta ti con N aSC N  0,006 M. -  Gli em brioni tra tta ti con N aSC N  
m ostrano le note m alform azioni provocate dal sale in questione e cioè somiti 
disgregati, ispessimento delle pareti del tubo neurale, ecc. Inoltre i valori di 
incorporazione di uridina tritia ta  negli em brioni tra tta ti sono inferiori ai 
controlli, m entre quelli o ttenuti dopo incubazione con leucina tritia ta  non 
m ostrano significative differenze rispetto ai controlli.
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Nella Tabella II sono riportati i valori che rappresentano medie aritm e
tiche di conteggi di grani effettuati in aree standard  di 100 yß per incorpo
razione di uridina e leucina tritia ta.

T a b e l l a  II

Trattam ento con N aSC N  0,006 M e con urid ina  tritia ta  p er  48 ore (SRNA)

Controllo NaSCN N aS CN/Controllo

Sistema nervoso . . . . . . 72,21 ±  1,74 58,15 ±  1,13 0,80

C o r d a ...................... .... 67,63 ±  1,68 55,69 ±  1,31 0,82

S o m i t i ........................................ 71,33 ±  2,01 56,18 ±  1,56 ,0,78

Trattam ento con N aSC N  0,006 M e con leucina tritia ta  per 48 ore (SP)

Controllo NaSCN N aSCN /Controllo

Sistema n e r v o s o ...................... 76,69 ±4,31 74,88 ±4,20 0,97
C o rd a ............................................ 70,04 ±  3,80 71,85 ±4,15 1,02

Somiti . .................................... 74,36 ±  3,82 73,95 ±  4,80 0,99

L ’analisi della varianza per l’uridina m ostra u n ’alta significatività (0,05 >  
P >  0,01).

Il m aggior valore di incorporazione dei controlli rispetto a quelli della 
Tabella I corrisponde ad una m aggiore du ra ta  del trattam ento  con la sostanza 
m arcata (48 ore invece di 1 ora).

Calcolando il rapporto  tra  i valori di incorporazione della leucina e 
dell’urid ina si ottengono i dati sotto riportati che si suppone rappresentino 
il rapporto  sihtesi proteica-sintesi R N A  (SP/SR N A ).

Controllo NaSCN N aSCN /C ontrollo

Sistema nervoso ....................... 1,06 1,28 1,20

Corda . . . . ' ...................... e o a 1,28 1,24

Som iti’ ........................................ 1,04 L3i 1,25

Gli em brioni tra tta ti con N aSC N  0,006 M m ostrano dunque u n ’attività, 
intesa come rapporto  tra  sintesi proteica e sintesi di RN A , più elevata rispetto 
ai controlli.

Se si prende in esame il rapporto  sintesi proteica/sintesi R N A  si osserva 
che questo rapporto  è rispetto ai controlli più basso per effetto del LiCl più 
elevato per effetto del N aSC N .
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I dati della Tabella I dim ostrano che il LiCl deprim e le sintesi protei
che duran te le prim e fasi dello sviluppo em brionale del pollo, m entre il N aSC N  
non ha questa azione. I nostri risultati per il LiCl sono in accordo con 
quelli riportati da altri ricercatori, alcuni dei quali però hanno visto un 
increm ento assoluto della sintesi di proteine indotta da N aSC N .

R oger (1964), lavorando su em brioni di pollo, ha trovato u n ’inibizione 
della sintesi di R N A  e delle proteine in embrioni tra tta ti con LiCl ed un 
notevole increm ento della incorporazione di glieina C14 m a non di adenina 
negli em brioni tra tta ti con N aSC N .

De B ernardi, Leonardi Cigada, Maci e Ranzi (1969) hanno osservato 
un abbassam ento della sintesi del'l’R N A  e delle proteine in em brioni di 
anfibio tra tta ti con LiCl.

Flickinger (1970), sem pre in embrioni di anfibio tra tta ti con LiCl, ha 
trovato una dim inuzione dell’R N A  totale ed un increm ento in em brioni 
tra tta ti con N a H C 0 3, agente che induce azione simile a N aSC N .

Le nostre ricerche, in quanto dim ostrano una inibizione del N aSC N  
sulla sintesi dell’R N A  nell’embrione, di pollo m entre l ’intensità della sintesi 
proteica non cam bia negli em brioni cosi tra tta ti, sem brano in accordo con 
l’interpretazione di Ranzi (1962) che attribuì le alterazioni dovute al N aSC N  
ed agli agenti che come esso agiscono, ad un increm ento degli am inoacidi 
disponibili per la sintesi proteica, increm ento in rapporto  alla denaturazione 
proteica indotta da N aSC N . Nelle nostre ricerche, infatti, quello che aum enta 
del 20-25 % è il rapporto  sintesi di proteine/sintesi di RN A .
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S PIE G A Z IO N E  D E L L E  T A V O L E  I - I I  

T a v o l a  I

Espianto linea prim itiva. T rattam ento  per 1 ora con 25 pC di uridina tritiata. (X1550)

Fig. i. - 
Fig. 2. - 

Fig. 3- -
Fig. 4. - 

Fig- 5 - - 
Fig. 6. -

- Controllo tubo neurale 46,31 g ra n i/io o p 2.
- 0.01 M LiCl tubo neurale 58,78 g ra n i/io o p 2.
- Controllo corda 41,95 g ra n i/io o p 2.
- 0.01 M LiCl corda 30,55 g ra n i/io o p 2.
- Controllo somiti 46,41 g ra n i/io o p 2.
- 0.01 M LiCl somiti 40,80 g ra n i/io o p 2.

T a v o l a  I I

Espianto uova fecondate. T rattam ento  per 48 ore con 5 pC di uridina tritiata. (X155Ó) 

Fig. 7. -  Controllo tubo neurale 72,21 g ra n i/io o p 2.

Fig. 8
Fig. 9 
Fig. io  

Fig. U 
Fig. 12

-  0 ,006M NaSCN tubo neurale 58,15 g ra n i/io o p 2.
-  Controllo corda 67,63 g ra n i/io o p 2.
-  0.006M  NaSCN corda 55,69 g ra n i/io o p 2.
-  Controllo somiti 71,33 g ra n i/io o p 2.
-  0 .006M NaSCN somiti 56,18 g ra n i/io o p 2.


