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Fisiologia vegetale. — Dipendenza dell’inizio della sintesi di 
catene peptidiche dalla disponibilità del donatore d i formile in mito- 
condri isolati d i Saccharomyces cerevisiae (,). Nota di P aolo T ortora, 
G io va nn i  L u cc h in i , A nnastella  G a m b in i , P aolo C rosti e 
R enato B ia nc h etti , presentata ^  dal Corrisp. E. M arre .

SUMMARY. —  The dependence of m itochondrial protein synthesis initiation upon the 
form ylation of in itiator m et-tRN A  was investigated in experim ents in which the rate of formyl- 
m ethionyl-peptidyl-purom ycin derivatives form ation was m easured in the presence or absence 
of the appropriate form ylating agent. The presence on N 10-form yl-THFA  increases several 
times the am ount of 14C-Met incorporation in the initial peptides: in addition, when N 10-14C- 
form yl-TH FA  was supplied, a rem arkable am ount of radioactivity was recovered bound to 
N -term inal methionine. O ther experim ents in which the deform ylating activity  on formyl- 
peptides was measured, allowed the conclusion tha t form yl group and methionine are incor
porated  in stoichiometric amounts. Thus, the form ylation of the in itiator m et-tRN A  is an 
absolute requirem ent for the peptide chain initiation in mitochondria. The biological signi
ficance of this requirem ent is discussed.

I n t r o d u z io n e

Recenti studi [i, 2, 3, 4] hanno evidenziato il ruolo del form il-m etion il- 
tR N A F come tR N A  iniziatore nella sintesi delle catene peptidiche nei ribosomi 
m itocondri ali.

L a dim ostrazione d ire tta  di tale ruolo del m etion il-tR N A F form ilato nel 
m eccanismo di inizio, proviene da esperimenti in cui i m itocondri isolati hanno 
m ostrato la capacità di sintetizzare derivati m etionil-purom icinici, form ilati 
in posizione N -term inale  [5]. A ltri esperimenti hanno dim ostrato che la sintesi 
di tali peptidi è dipendente da purom icina, e procede a velocità costante per 
un periodo di tem po abbastanza lungo: ciò ha consentito la m essa a punto 
di un sistem a per la m isura quan tita tiva  della reazione d ’inizio nei mito- 
condri [6].

Questo lavoro descrive una serie di esperim enti in cui tale sistem a di m i
sura dell’inizio è stato utilizzato allo scopo di verificare sia la n a tu ra  del dona
tore di formile im plicato nella formilazione del tR N A  iniziatore, sia il grado 
di dipendenza della sintesi di peptidi iniziali dallo stato di formilazione di 
tale tRN A . (*) (**)

(*) ì L aboratorio di Fisiologia Vegetale, Istituto di Scienze Botaniche, U niversità di M i
lano, Centro di Studio del C .N.R. per la Biologia Cellulare e Molecolare delle Piante. Milano 
(Italia).

(**) N ella seduta del 28 maggio 1974.
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M a t e r i a l i  e  m e t o d i

1) Preparazione dei mitocondri.

I m itocondri erano p reparati [7] da sferoplasti di Saccharomyces cerevi- 
siae cresciuto su terreno contenente la tta to  quale principale fonte di car
bonio [8]. A lternativam ente, preparazioni di m itocondri venivano effettuate 
rom pendo le cellule di lievito, risospese in tam pone isotonico ( i o m M  T ris -  
HCl pH  7,5; i m M  EDTA; 0 4 M  m annitolo), m ediante passaggio in F rench- 
Press a 2000-3000 psi e successiva b landa potterizzazione dell’omogenato. 
Dopo centrifugazione a 800 x  g per io ', il sovranatan te veniva centrifugato a 
12.000 x  g per 20'. L a frazione 800—12.000 x  g veniva risospesa in tam pone 
analogo a quello usato per i m itocondri p reparati da sferoplasti (o, 1 M Hepes 
pH  7>5i 0,2 m M  EDTA; i o m M  K2HPO4; 0,65 M m annitolo) e lavato 2-3 
volte con lo stesso tam pone.

I due diversi sistemi di preparazione dei m itocondri non diedero risultati 
apprezzabilm ente diversi sia p e r quanto  riguarda la capacità di sintesi dei 
peptidi iniziali, sia riguardo alla loro contam inazione batterica. Conteggi 
effettuati su frazioni m itocondriali, insem enzate su Bacto P late Count A gar 
Difco, diedero una contam inazione batterica m edia di 5 X io 3—5 X io4 batteri 
per mi di preparazione m itocondri ale.

2) Reagenti e substrati.

L ’attiv ità  specifica della m etionina i - i4C era di 57 [^Ci/^Mole. L a fonte 
del gruppo formile, quando non m arcato, era l’acido N 10-fo rm il-te traid ro fo- 
lico 100 [iM, ottenuto da  leucovorina commerciale (acido N 5-fo rm il-te tra id ro - 
folico) m ediante tra ttam en to  successivo acido-base [9] ; l’acido N 10- 3H -  
formil—tetraidrofolico venne sintetizzato da 3H —form iato e acido tetraidrofolico 
usando N —forjmil—tetraidrofolico sintetasi (E.C. 6.3.4.3*) parzialm ente p u ri
ficata da foglie di spinacio [io ]. Il prodotto  della reazione fu poi purificato 
su colonna D E A E -cellu losa [11] e conservato a — 2O0C in o, 1 N m ercaptoe- 
tanolo a pH  2.

3) Estrazione e misura dei peptidi sintetizzati.

I derivati peptidil-purom icinici sintetizzati venivano estratti tre volte 
con tre volumi di e til-acetato  dopo aver portato  l’incubato a pH  7,8 m ediante 
ag£Pun t a di 0,5 mi di NH4HCO3 0,3 M. T ale procedura assicura un recupero 
di circa il 95 % della formil—m etionil—purom icina, ed altre estrazioni non au
m entano sensibilm ente il rcupero di altri peptidi [6].

L a rilevante quan tità  di rad ioa ttiv ità  presente negli estratti in etil-acetato, 
anche al tem po zero, veniva significativam ente abbassata sottoponendoT am m i
noacido m arcato  a ripetu ti lavaggi con etil-acetato  prim a di fornirlo agli 
incubati.
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L a rad ioa ttiv ità  incorporata nei peptidi iniziali ed estra tta  con etil-acetato , 
veniva valu tata  m ediante conteggio col m etodo della scintillazione in fase 
liquida.

I campioni destinati alla analisi elettroforetica venivano portati a secco 
in corrente di azoto e applicati su carta; gli elettroferogram m i erano tagliati 
in strisce larghe 1 cm la cui rad ioattiv ità  era valu tata  col m etodo sopracitato.

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

M itocondri isolati di lievito, p re tra tta ti con purom icina, e incubati in 
un sistem a completo per Fincorporazione di am m inoacidi in presenza di un 
donatore del gruppo formile, sono in grado di sintetizzare derivati pep tid il- 
purom icinici con form il-m etionina all’N - t erm inaie [5].

Come già precedentem ente pubblicato [6], la concentrazione usata  di 
purom icina, m entre determ ina un rapido e completo blocco dell’allungam ento 
delle catene peptidiche, non inibisce il meccanismo d ’inizio. Di conseguenza 
l’incorporazione di m etionina esclusivam ente in peptidi iniziali viene assicu
ra ta  da un breve p retrattam ento  dell’incubato (5 m in.) in assenza di m etio
nina m arcata.

T a b e l l a  I
Effetto dei diversi sistemi form ilanti sulla formazione di peptidi iniziali da parte 

di mitocondri isolatiì in presenza d i puromicina.
piamoli incorporate/m g di proteine mitocondriali/20 m inuti.

Condizione di incubazione Gruppo 3H -form ile M etionina i - 14C

Mezzo di incubazione completo, meno il dona
tore di formile ..................................................... 7

+ acido N 5-form il-tetraidrofolico .......................... — 12

+  acido N 10—3H -form il—te tra id ro fo l ic o ................. 71 80

+  3H -form iato  +  acido tetraidrofolico . . . . 66 78

+  acido N 10- 3H -form il-te traidrofolico  -  metio
nina ........................................................................... 39 —

+  acido* N 10- 3H -form il-te traidrofolico +  CAP 
30 p M ........................................................................... 41 38

In  questo esperimento, 1 mi della miscela di reazione conteneva: mitocondri (2 mg di 
proteine); mannitolo 0,3 M; Hepes 70 mM pH  7,5; m ercaptoetanolo 20 mM; KC1 60 mM; 
ortofosfato 5 mM; EDTA  50 pM; A TP 5 mM; acetato di magnesio 5 mM; GTP 0,5 mM; PE P  
20 mM; piruvato  kinasi in eccesso; una miscela di 20 am m inoacidi freddi 20 pM (là dove indi
cato, la  m etionina era m arcata); purom icina 8 mM. La preparazione del donatore di formile 
(m arcato o meno) è descritta  in «M ateriali e M etodi». I composti radioattivi furono aggiunti 
dopo 5' di preincubazione dei m itocondri nel mezzo completo. L ’incubazione venne effettuata 
a 30° C per 20' dopo l’aggiunta del composto m arcato. Dopo l’incubazione i campioni furono 
tra tta ti con etil-acetato  («M ateriali e M etodi », paragrafo 3). CAP : cloramfenicolo.
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L a T abella I ripo rta  alcuni dati ottenuti da esperim enti nei quali ci si 
è proposti di determ inare sia la n a tu ra  dell’agente form ilante necessario al 
m etion il-tR N A F per iniziare la sintesi di peptidi formilati, sia la dipendenza 
della reazione di inizio dalla presenza dell’agente formilante.

È stato dim ostrato in precedenti esperimenti [6] che, nelle condizioni qui 
riportate, il rapporto  di incorporazione tra  formile e m etionina, è prossimo a 
1; perciò la formazione di peptidi iniziali, può essere m isurata come incorpo
razione sia di formile, sia di m etionina m arcata, e i valori di incorporazione 
ottenuti nei due modi sono m olto simili tra  loro.

Fig. i. -  Elettroforesi dei derivati m arcati della puromicina, sintetizzati da mitocondri 
isolati in presenza di purom icina 5 mM. Il m arcatore era metionina i - 14C. Il grafico è 
corretto rispetto alla radioattiv ità  presente al tempo zero di incubazione. La compo
sizione dell’incubato è descritta in Tabella I. L ’elettroforesi fu effettuata su carta 
W hatm an n. 1 in tam pone acido form ico-acido acetico pH  1,8 a 50 volt/cm per 80' 
a 7° C. I num eri arab i indicano composti m arcati di riferimento, sintetizzati chim i

camente: 1) form il-m etionil-purom icina; 2) m etionil-purom icina.

I risultati m ostrano che, m entre l’acido N5-form il-tetraidrofolico  non 
modifica l’entità della incorporazione di m etionina nei peptidi etil-acetato  
estraibili, l’acido N10-form il-tetraidrofolico  sem bra invece il composto spe
cificamente im plicato nella formilazione; difatti il gruppo formile radioattivo 
presente in questo composto viene trasferito  sui peptidi iniziali, la cui sintesi, 
per di più, appare notevolm ente stim olata.

Quando |al mezzo di incubazione si aggiunge form iate radioattivo  e acido 
tetraidrofolico si riscontra, in presenza di A TP, una sintesi quantitativam ente 
simile di peptidi iniziali: ciò sem bra dim ostrare la presenza negli incubati 
di u n ’ attiv ità  form iato : tetraidrofolico ligasica A T P-dipendente. Questa

20. — RENDICONTI 1974, Vol. LVII, fase. 3-4.
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ligasi sem bra infatti presente tan to  nel citoplasm a quanto in m itocondri e 
cloroplasti [12], ed ad essa può quindi essere a ttribu ita  la sintesi in vivo del 
donatore di formile utilizzato nella formilazione del m etionil-tR N A F.

L ’aspetto più interessante che emerge dai dati della Tabella I, è tu ttav ia  
la drastica riduzione della quantità  di m etionina incorporata in derivati 
peptidil-purom icinici in assenza dell’appropriato donatore di formile: ciò 
sem bra dim ostrare una stretta  dipendenza della formazione di peptidi iniziali 
dalla disponibilità di acido N 10-form il-tetraidrofolico.

L a prova diretta di una stretta  dipendenza della sintesi proteica mito- 
condriale dal livello di acido N l0—form il-tetraidrofolico, potrebbe provenire 
dall’analisi elettroforetica dei prodotti di incorporazione. Infatti una stretta 
dipendenza com porterebbe la sintesi di peptidi esclusivam ente formilati, e 
qualora questa caratteristica fosse m antenuta, essa sarebbe facilmente eviden
ziabile, almeno per la m aggior parte  di essi, attraverso una m inore m obilità 
elettroforetica.

L ’analisi elettroforetica dei prodotti di una incubazione effettuata in 
presenza di m etionina rad ioa ttiva  (fìg. 1), m ostra che circa tre quarti dei pep
tidi m igrano come la form il-m etionil-purom icina, e possono quindi conside
rarsi formilati.

Fig. 2. -  Elettroforesi dei derivati m arcati della purom icina, sintetizzati da 
m itocondri isolati in presenza di purom icina 5 mM. Il m arcatore era formiato 
14C i mM , 57 pCi/p,mole. La composizione dell’incubato è quella indicata in 
T àbella I, cui è da aggiungere acido tetraidrofolico 8 mM. Linea continua: incu
bazione per 5'. L inea tratteggiata: incubazione per 30'. L ’elettroforesi fu effettuata 
su carta  W hatm an n. 1 in tam pone acido form ico-acido acetico pH  2,5 a 
45 volt/cm  per 80' a 7° C. I num eri arabi indicano composti m arcati di rife
rimento: 1) formiato; 2) acido N 10-form il-tetraidrofolico; 3) form il-m etionil- 

purom icina; 4) m etionil-purom icina.
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R im ane però da accertare se la rad ioattiv ità  presente nella zona della 
m etionil-purom icina, sia da ascriversi a peptidi sintetizzati senza formile, 
o deform ilati in un tem po successivo: infatti l’ipotesi di una stretta  dipendenza 
sarebbe convalidata solo nel secondo caso. È da ricordare, a questo proposito, 
che in batteri è sta ta  evidenziata una notevole attiv ità  deform ilasica nei con
fronti dei form il-peptid i [13].

U na attiv ità  deform ilasica può essere evidenziata m ediante analisi elettro- 
foretica dei peptidi sintetizzati con il gruppo formilico m arcato, in tem pi 
successivi di incubazione; i dati ottenuti da un simile esperim ento sono de
scritti nella fig. 2. È facilm ente constatabile che a 30' la rad ioattiv ità  nella 
zona della form il-m etionil-purom icina è am piam ente m inore di quella r i
scontrata dopo 5^ T ale risultato  rivela la presenza, in m itocondri isolati, di 
u n ’a ttiv ità  deform ilasica sufficientemente alta da giustificare pienam ente l’ipo
tesi che peptidi situati nella zona della m etionil-purom icina, cioè non form i
lati, originino attraverso  deform ilazione di form il-peptidi.

A ppare pertanto  che l’incorporazione in peptidi di una certa aliquota, 
peraltro  lim itata, di m etionina m arcata  anche in assenza di acido N 10-fo r- 
mil—tetraidrofolico (Tabella I), deve essere ascritta alla presenza di un pool 
intram itocondriale del donatore di formile, o di altri composti in esso facil
m ente convertibili.

D is c u s s io n e

Il complesso di dati qui riportati, rende ragionevole la conclusione che 
la reazione di transform ilazione del m etionil-tR N A  iniziatore, costituisca un 
atto necessario della reazione d ’inizio della sintesi delle catene polipeptidiche 
m itocondriali.

Sem bra quindi da escludere che una regolazione avvenga attraverso 
una diversa efficienza delle due forme -  form ilata e non form ilata -  del tR N A  
iniziatore nella reazione di inizio. U na analoga conclusione è stata  tra tta  su 
esperim enti simili condotti da diversi ricercatori su estratti di E . coli [13].

Il significato biologico della assoluta necessità della reazione di transfor
milazione non è tu tto ra  com pletam ente chiaro. Per quanto  riguarda i batteri, 
è stato più volte suggerito che la disponibilità di acido N 10-form il~tetraidro- 
folico, presum ibilm ente per la formilazione del m etionil-tR N A  iniziatore, 
costituisca un fattore im portante nella regolazione della sintesi proteica e 
dell’RNA [izp 15, 16].

Studi che approfondiscano la relazione fra il livello di acido N10-fo rm il-  
tetraidrofolico n e ll’organello e l’intero m etabolism o dei fram m enti a un atomo 
di carbonio, legato anch’esso ai derivati dell’acido tetraidrofolico, dovrebbero 
perm ettere di stabilire se questo meccanism o sia valido anche per gli organelli 
citoplasm atici.

A ppare tu ttav ia  interessante considerare l’ipotesi alternativa che il m ec
canismo di regolazione non sia basato sulla variazione del livello del donatore 
di formile, bensì venga affidato a m odulazioni della attiv ità  dell’enzim a tran- 
sform ilante. T ale ipotesi sarà oggetto di prossime ricerche.
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