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Fisiologia vegetale. — Proprietà e possibile ruolo regolativo della 
W^—form il—tetraidrofolato'. metionil—tRNA. transformilasi in Euglena 
gracilis(,). Nota di A nnastella G ambini, Paolo Crosti, Paolo 
T ortora, G iovanni L ucchini e R enato B ianchetti, presentata <(*) **) 
dal Corrisp. E. Marre.

Summary. — The properties of N 10-form yl-tetrahydrofolate : methionyl-tRN A  tran- 
sformylase from Euglena gracilis were studied and compared with those of the E . coli enzyme.

The Euglena enzyme, functioning in form ylation of m et-tRN A  initiator of organellar 
protein synthesis, shows a partia l requirem ent o fM g++, with an optimum of 5 mM, stim ulation 
by K +, Km for N 10-form yl-THFA  2 .5 X io “ 6M.

These properties are different from those of the bacterial enzyme. For example the 
affinity for the substrate N 10-form yl-THFA  is significantly higher and the apparent Michaelis 
constant is more than  five times lower.

H owever the more significant difference comes from the finding tha t Euglena enzyme 
shows m ultiple molecular weights.

This polym eric structure is probably  accom panied by a regulatory role of this enzyme 
in protein synthesis initiation.

Introduzione

Come noto, in entram bi i due sistemi di sintesi proteica identificati, e 
cioè quello di tipo procariotico (batterico) e quello di tipo eucariotico (cito­
plasm atico), il m eccanism o di inizio della sintesi proteica richiede, tra  l’altro, 
la presenza di uno specifico tR N A  iniziatore, il m etionil-tR N A F , utilizzato 
solo nella reazione di inizio e non per l’inserim ento della m etionina nelle posi­
zioni in terne della catena polipeptidica in via di formazione.

In realtà ,1 proprio per quanto  riguarda il loro m eccanism o di inizio, i 
due sistemi di sintesi proteica m ostrano delle differenze significative: in quello 
di tipo procariotico il m et-tR N A  specifico per l’inizio non solo è riconoscibile 
perché la m etionina da esso po rta ta  è sem pre suscettibile di essere form ilata 
a form il-m etionina, m a anche perché la form a form ilata è l’unica realm ente 
operante; m entre al contrario, in quello di tipo eucariotico, lo specifico m e t- 
tR N A  iniziatore lavora solo nella form a non form ilata e, in alcuni casi, non 
è nem m eno formilabile.

Nei batteri la reazione di trasform ilazione del m et-tR N A  iniziatore è 
considerata punto di regolazione sia della sintesi proteica sia di quella del- 
l’RNA [I , 2, 3].

(*) Istituto di Scienze Botaniche. Centro di Studio del C .N.R. per la Biologia Cellulare 
e M olecolare delle Piante, M ilano (Italia).

(**) N ella seduta del 28 maggio 1974.
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M itocondri e cloroplasti sono dotati di un apparato  di sintesi proteica 
che presenta, in genere, somiglianze più strette con quello di tipo procariotico 
piuttosto che con quello del citoplasm a che li accoglie, e questa caratteristica 
appare estesa anche al m eccanism o di inizio.

Infatti in m itocondri e cloroplasti è s ta ta  dapprim a d im ostrata la pre­
senza di formi 1 m et-/R N A  [4, 5], successivam ente la sua operativ ità  nell’inizio 
della sintesi delle catene polipeptidiche [6], ed infine u n ’ulteriore indagine 
ha  portato  a  concludere che la form a form ilata di esso è la sola realm ente 
operante in condizioni fisiologiche [7].

In  cellule eucariotiche, pertanto, i due diversi m eccanismi di inizio sono, 
sia pure spazialm ente separati, contem poraneam ente presenti ed operanti.

Q uesta serie di considerazioni sono sostanzialm ente alla base di una ipo­
tesi che vede nella diversità dei due meccanismi di inizio la possibilità di una 
coordinazione regolati va tra  le diverse com ponenti cellulari [8].

U n  prim o approccio a questo tem a può essere costituito da una indagine 
volta a determ inare le p roprietà del sistema operante la « reazione di transfer- 
m ilazione » sul ^RNA iniziatore in organelli cellulari quali m itocondri e clo­
roplasti.

Q uesta N ota riporta  alcune ricerche circa la presenza e le p roprietà della 
transform ilasi eucàriotica in Euglena, cioè dell’enzim a che, nel m itocondrio 
e nel cloroplasto, catalizza la reazione di formilazione del m et-/R N A F, p o rtan ­
dolo così da una form a in a ttiv a  ad una form a attiva  nella reazione di inizio 
della sintesi delle catene polipeptidiche operata negli organelli cellulari.

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

Estrazione degli enzim i da Euglena.

Cellule di Euglena gracilis (ceppo Z), coltivate in terreno di C ram er e 
Myers,! sono state raccolte in fase logaritm ica di crescita (5 X io 5 cellule/ml), 
lavate e ro tte m ediante French press a 5.000 psi in tam pone T R IS -H C 1 50mM  
pH  7; M g++ 10 m M ; m ercaptoetanolo io m M ; glicerolo 10%; EDTA 1 m M .

L ’om ogenato è stato  separato a 30.000 X g per ^  m inuti e il sovranatan te 
o ttenuto  centrifugato a sua volta a 100.000 X g  per due ore: a questa frazione 
ci si riferisce nel testo con l ’indicazione di grezzo.

U n ’ulteriore purificazione è stata  o ttenuta con l’uso di colonne di dieti- 
lam inoetil-cellulosa e di carbossim etil-Sephadex.

Estrazione dei /R N A  da Euglena.

5 0 g  di cellule di Euglena, gelate a -8 o ° C , sono state sgelate e risospese 
in ioq ml di: T R IS -H C lio m M  pH .7,4; M g++ 5 mM ; NaCl 100 m M ; sodio- 
laurilsolfato 1% .

L ’RN A  è stato  estratto  con il m etodo del fenolo ed il tR N A  separato 
m ediante salatu ra in NaCl 1,5 M e D E A E  cellulosa e successivam ente dea-
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cilato: tu tti questi procedim enti sono stati eseguiti secondo il m etodo di Holley 
modificato da Allende [9].

Preparazione del 3H -m ^/-tR N A .

L a reazione catalizzata dagli enzimi attivan ti (estratti da Euglena) è 
s ta ta  fa tta  avvenire a 30°C  in presenza di: Hepes 50 mM  pH 7,5; EDTA 
o,S m M ; m ercaptoetanolo 20 m M  ; M g++ 20 mM  ; K + 20 mM  ; A T P  6 m M ; 
fosfoenolpiruvato 6 mM ; m iokinasi 7 pg/m l; piruvicokinasi 30 [xg/ml; siero 
album ina bovina 133 [i.g/ml; 3H -m etion ina 5 [xM, attiv ità specifica 500 m Cu/ 
/mmole; tR N A  40 O .D ./m l ed enzim a I50jxg/m l [io].

L a reazione è sta ta  seguita eseguendo prelievi nel tempo; raggiunta, dopo 
circa u n ’ora, la quota m assim a di 3H -m etion il-tR N A , è stato aggiunto al- 
l’incubato acetato di potassio (2% finale) a pH  5 è si è caricato il tu tto  su una 
colonna di D E A E  cellulosa (cm. 1 ,5 x 7 ) equilibrata con acetato di potassio 
o , iM p H  5 e KC1o, 2 M [ i i ].

Dopo aver lavato circa dieci volte la colonna si sono eluiti i 3H -m et-tR N A  
portando a 1 M il KC1. Si è precipitato  con etanolo a — 20° C, si sono dializ- 
zati i sali presenti e si è liofilizzato.

Preparazione delPN10—form il—tetraidrofolico.

D a L actobacillus casei, cresciuto su terreno di De M an-S harpe [12] 
è stato  estratto , secondo il m etodo di Lansford [13] l ’enzim a che catalizza 
la form azione dell’N 10-form il-T H F a partire  da acido tetraidrofolico, A T P  
e 14C -acido formico (attiv ità  specifica: 55 mCu /mmole).

Il prodotto  finale 14C—N 10—formil—T H F  è stato ottenuto con la seguente 
miscela di reazione: glicil-glicina 40 m M  pH  7,5; formato 3 m M ;A T P 6 m M ; 
T H F  (d  +  / )  8 mM ; M g++ 20 m M ; N H | io m M ; enzim a 50 [i.g/ml [14].

Il prodotto  della reazione è stato in seguito purificato su colonna di D E A E - 
cellulosa secofido il m etodo di Ho [15].

Test per trasformilasi.

L a reazione di transform ilazione è stata  fa tta  avvenire, salvo casi speci­
fici indicati nel testo, in presenza di: Hepes 50 m M  pH 7,5; EDTA 0,25 mM ; 
m ercaptoetanplo 40 m M  ;M g++ 4 m M  ; K + 20 mM .

I substrati vengon forniti nelle seguenti quantità  per un incubato di 1 mi 
finale: 3H -m e t-tR N A F 19 [immoli; 14C -N 10-fo rm il-T H F  io  m(junoli; e l ’enzim a 
da 60 (j.g a i m g di proteine a seconda dello stadio di purificazione.

L a reazione è sta ta  bloccata con fenolo e TRNA contenuto nella fase 
acquosa precipitato  m ediante aggiunta di tre volumi di etanolo, a pH  5 e 
a — 20° C.

II precipitato, separato  m ediante centrifugazione a 30.000 X g è stato 
risospeso e nuovam ente precipitato  con TCA al 5 % e raccolto su filtro 
M illipore.
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Il prodotto finale della reazione, 14C -form il-3H -m etion il-tR N A F, contiene 
quindi due isotopi instabili a diversa energia che possono essere valutati sepa­
ratam ente m ediante la tecnica della scintillazione liquida.

E s p e r i m e n t i  e  r i s u l t a t i

L ’enzim a N10-form il-te traidrofo lato : m etionil-tR N A  transform ilasi ca ta­
lizza la reazione di trasporto  di un gruppo formile dal donatore, l’acido N 10-  
form il-tetraidrofolico (N10fT H F ), al gruppo aminico della parte  aminoacilica 
del m et—tRNA™et iniziatore, secondo la seguente reazione:

N 10-fo rm il-T H F  +  m et-tR N A ” et------- ► fo rm il-m e t- tR N A r1 +  T H F .

Il dosaggio di questa transform ilasi presenta notevoli difficoltà di ordine 
tecnico. O perando dopo essersi sintetizzati entram bi i substrati m arcati con
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Fig. i. — I tR N A  denaturati con TCA erano raccolti su filtro Millipore e la  radio- 
attiv ità  m isurata, m ediante la  tecnica a scintillazione liquida, con il metodo della 
doppia m arcatura. Il 14C incorporato rappresenta l’attiv ità della transformilasi; la 
quan tità  di 3H  è la  m isura della disponibilità del m et-tRN A F et durante la  reazione.

due diversi isotopi (14C—N 10—form il-T H F  e 3H —m et—tRNA) è possibile ottenere 
un perfetto controllo della loro costante disponibilità duran te la reazione e 
quindi avere una perfetta riproducibilità del dosaggio anche con estratti cel­
lulari non particolarm ente purificati.

Il vantaggio della tecnica adottata  si nota nella fig. 1 in cui si può osser­
vare come l’a ttiv ità  della transform ilasi venga realm ente dosata, nelle condi­
zioni di tem peratura, tem po e concentrazione dei substrati norm alm ente 
usati, quale velocità iniziale della reazione; come non vi sia u n ’apprezzabile
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deäcilazione a carico del m et-tR N A  e neppure fenomeni di ossidazione del- 
rN 10-fo rm il-T H F .

E stato riportato  in precedenza che la solubilizzazione della transform i- 
lasi in Saccharom yces cerevisiae necessita della presenza di KC1 1 M nel tam ­
pone di estrazione [16].

Si è cercato quindi di verificare u n ’analoga richiesta nell’estrazione della 
transform ilasi in Euglena (cfr. T abella I).

T a b e l l a  I
Livello dell'attività formiltetraidrofolato\ metionil~tKNA transformilasica

in Euglena gracilis.

Campioni Mezzo d ’estrazione
A ttiv ità  totale 
fxpmoli/min/g 

peso fresco
Proteine totali 

mg
A ttiv ità specifica 
[xp,moli/min/mg 

di proteine

i Tam pone . . . . . . 98 18 5,4

2 Tam pone +  iM  KC1 . . 136 28 4,9

3 Riestrazione del cam pio­
ne i con tam pone 
+  I M K C 1 .................. 35 i l 3,2

4 Solo tam pone a cui è 
stato aggiunto 1 M KC1 
ad estrazione avvenuta 117 18 6,5

(*) T R IS -H C I 50 mM pH  7 ; Mg++ io  mM; mercaptoetanolo io m M ; EDTA  im M .

E straendo in presenza di KC1 1 M, si è notato un recupero di a ttiv ità  
m aggiore del controllo; in quest’ ultimo, però, l’attiv ità specifica è risu ltata  
più alta. Questo è stato conferm ato dalla bassa attiv ità  specifica riscontrata 
nell’attività enzim atica estra tta  con KC1 1 M da un campione che aveva subito 
una prim a estrazione senza lo ione K +.

Dai dati riportati si può pensare che il catione K + abbia u n ’azione fonda­
m entalm ente di protezione. Per chiarire questo problem a si è aggiunto KC1 1M 
ad un campione subito dopo l’estrazione senza KC1. Il campione in esame, dopo 
aver subito la, norm ale dialisi a cui sono stati sottoposti tu tti i campioni consi­
derati, ha  presentato un aum ento di a ttiv ità  del 20 %,

Questo increm ento di attiv ità , tu ttav ia , non giustifica da solo la differenza 
di recupero tra  i campioni estratti con KC1 e i controlli per cui l’azione del 
catione K + in Euglena appare im portante, se non indispensabile, per una 
com pleta solubilizzazione della transform ilasi, oltre ad avere un effetto di 
protezione.

P rim a di procedere alla caratterizzazione della transform ilasi, si è cercato 
di purificarla con un  frazionam ento su colonna di D EA E-cellulosa, prendendo 
in esame anche la distribuzione della m et-tR N A  sintetasi.
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D alla fig. 2 la transform ilasi m ostra di essere scarsam ente tra tten u ta  
dalla resina, infatti più del 50%  dell’attiv ità  scende in un volume di eluato 
pari al volume del letto della colonna.

Prendendo in considerazione questo fatto, per u n ’ulteriore purificazione 
si e usata  una colonna con resina carica negativam ente come la carbossimetil— 
Sephadex.

D al frazionam ento con quest’ultim a colonna si è avu ta una purificazione 
finale di 900 volte.

methionyl-tRNAp transformylase activity 

0—0 methionyl -tR N A  synthetase activity

Fig. 2. -  Frazionam ento su colonna D EA E  equilibrata con T R IS -H C I io  mM pH  7,5; 
M g++ io  mM ; m ercaptoetanolo 20 mM; E D T A o ,i mM, di un sopranatante 100.000x g  
di un estratto  da Euglena gracilis. L ’eluizione è sta ta  fa tta  con il medesimo tam pone

addizionato con 0,35 M KC1.

Circa il frazionam ento della m et-tR N A  sintetasi, su D E A E -cellulosa, 
è interessante notare, che, nelle prim e frazioni, dove è riscontrabile la più 
alta a ttiv ità  transform ilasica specifica, è presente pure una m et-tR N A  sinte­
tasi che carica specificamente il tRNAì?et.

Sono queste prim e frazioni quelle usate per il successivo studio della 
transform ilasi.

U na  prim a caratterizzazione dell’enzim a ha com portato la ricerca di quale 
fosse la concentrazione ottim ale di M g++ e di K + per la reazione di transform i- 
lazione, come pure la K m  per il substrato  N 10-fo rm il-T H F .
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D ai dati trovati (M g++ ottim ale: 4 x 1 0  3M; K + ottim ale: 2 X 1 o“2M ; 
Km  per l ’N 10-fo rm il-T H F : 3 X io  6M) emerge una netta  diversità di proprietà 
tra  questa transform ilasi di tipo eucariotico e quella di tipo procariotico (en­
zima di E . coli) [17].

Questo fatto ha stim olato l’interesse a ricercare se l’enzim a di Euglena 
potesse presentare anche delle differenze di peso molecolare.

Per determ inare il peso m olecolare ci si è serviti del m etodo di gel-fil­
trazione su colonna Sephadex G 75 [18].

Fig. 3. -  A ndam ento della eluizione dell’a ttiv ità  transform ilasica da una colonna 
Sephadex G 75 (2,5 X 55 cm) equilibrata con T R IS -H C 1 50 mM pH  7,5; KC1 100 mM.
In  ordinata è indicata Fattiv ità  totale transform ilasica delle frazioni. Nelle ascisse vi 
sono i volumi ed i pesi molecolari dei m arcatori: Glucosio 6 fosfato deidrogenasi 

(G bPD H ) esochinasi (H K), citocromo c (Cyt. C).

Come si può vedere dalla fig. 3 l’a ttiv ità  transform ilasica presenta due 
picchi di a ttiv ità  nelle zone di peso molecolare 65.000 e 34.000.

Questo enzim a sem bra quindi essere costituito da una proteina che può 
presentarsi sotto forme polim eriche diverse.

A nche questa proprie tà  differenzia nettam ente i due tipi di transform ilasi, 
quella eucariotica e quella procariotica, essendo il peso m olecolare di questa 
u ltim a pari a  25.000 secondo D ickerm an [17].

In  successivi esperim enti si è affrontato il problem a di possibili effettori 
sull’attiv ità  enzim atica; queste ricerche sono ancora in corso e m ostrano un 
quadro di modificazione dell’attiv ità  enzim atica assai complesso, in parte 
ancora da chiarire.
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D i s c u s s i o n e  e  c o n c l u s io n e

L a reazione di transform ilazione del m et-tR N A  iniziatore è considerata 
come una tap p a  regolatrice delle sintesi delle proteine e dell’RNA [1, 2, 3] 
nei batteri.

T ale possibilità di regolazione viene in genere connessa, però, più alla 
disponibilità di N 10-fo rm il-T H F  che a meccanismi di m odulazione della sua 
utilizzazione.

U na regolazione affidata al livello dell’N10-fo rm il-T H F  nel sistem a di 
trasform ilazione del m et-tR N A  iniziatore negli organelli citoplasm atici non 
sem bra invece in grado di operare efficacemente.

Infatti, negli organelli, il livello di N10-fo rm il-T H F  disponibile per la 
reazione di inizio della sintesi proteica dovrebbe essere largam ente determ inato 
dal bilancio delle reazioni citoplasm atiche di formazione ed utilizzazione di 
questo substrato.

Il passaggio, negli organism i eucariotici, ad un sistem a costituito da più 
com ponenti che hanno la possibilità di interscam bio di substrati giustifiche­
rebbe quindi appieno la necessità di spostare il m eccanismo di regolazione 
da una semplice variazione di livello di un substrato  ad una più m odulabile, 
come l’a ttiv ità  degli enzimi che lo utilizzano.

T a b e l l a  I I

Proprietà della formiltetraidrofolato: m etionil-fRNA transformila si in E. coli
ed Euglena gracilis.

E . coli Euglena gracilis

M g+ + .............................. parziale richiesta 
optimum 20 mM

parziale richiesta 
optimum 4 mM

Km fo rU lT H F  . , . i ,3 3 X io - 5 2,5 XIO~6

K + ................................... sostituisce parzialm ente il Mg++ parziale richiesta; 
optimum 20 mM

Peso molecolare . . . 25.000; nessuna subunità 65.000; 34.000 probabili dimeri 
e tetram eri

Nucleotidi solubili . . nessun effetto modelli di attivazione ed inibi­
zione da chiarire

I dati qui riportati consentono, in accordo con questa possibilità, una 
serie di considerazioni che appaiono evidenti quando alcune caratteristiche 
m ostrate dall’enzim a presente in Euglena vengono com parate con quelle di 
E . coli (cfr. T abella II).

Infatti, m entre l’enzim a procariotico non m ostra alcuna delle cara tte­
ristiche proprie degli enzimi regolatori, l’enzim a di organello appare esistere 
in forme m ultiple corrispondenti, probabilm ente, a dim eri e forse anche a
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tetram eri di subunità di peso molecolare assai vicino a quello riscontrato per 
l’enzim a batterico.

Come noto, infatti, la presenza di una s tru ttu ra  quaternaria  in una pro­
teina enzim atica, costituisce la base stru ttu ra le  perché una regolazione di tipo 
allosterico possa estrinsecarsi.

I risu ltati di esperim enti prelim inari qui non riportati suggeriscono forte­
m ente che almeno alcuni dei probabili effettori siano da individuarsi nella 
classe dei nucleotidi solubili tri e difosfati.

T u ttav ia  gli effetti esercitati da essi sull’attiv ità  enzim atica debbono essere 
ancora analizzati in esperim enti più complessi in cui si tenga conto, tra  l’altro, 
della probabile interconversione tra  le diverse forme di enzim a accertate.

Questo dovrebbe infine perm ettere l’elaborazione di un quadro generale 
corrispondente ad un  preciso schem a regolativo.

È  interessante ora ricordare che, m entre esperim enti di ibridazione hanno 
dim ostrato che lo specifico tR N A  iniziatore organellare è codificato dal DNA 
dell’organello stesso [16] la transform ilasi di m itocondri di lievito appare 
codificata dal DNA nucleare e sintetizzata utilizzando il sistem a di sintesi 
proteica citoplasm atico [19].

L a probabile ipotesi di u n ’origine degli organelli citoplasm atici da una 
fusione di organism i di tipo procariotico con eucarioti di tipo prim itivo può 
essere spiegata solo come integrazione di parti del genom a procariotico in 
quello dell’eucariote. Questo fenomeno può avere gettato  le basi di un diverso 
sviluppo evolutivo che ha portato  ad una maggiore complessità di s tru ttu ra  
e di funzion i della transform ilasi organellare.
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