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Ricerche su lipovitellina e lipovitellenina
con considerazioni sulla determinazione embrionale

e sulla denaturaziene proteica
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I — INTRODUZIONE

Tu precodenti ricorehe (Fiassunte in Raxz1 1957 ¢ 1962) abbiame posto in evi-
denza come Ia determinazione embrionale dei viec di mare ¢ degli Anfibi sia in rap-
parto o irstormuzioni che subizeono Te proteine dell'uovo.

oo abbiana seguito b queste ricorcho & 13 u:uenu tempo ben note aleune
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Le ricerche it questione vennero perh condotte o su proteive delladulto o su
estratti di proteine dell'uovo, quest’ultime ad una niteriore analisi apparvero pali-
‘disperse. Di qui Vinteresse di vipetere tutte le esperienze sulla lipovitellina di pollo
& di Fang che tappresenta buons parte delle sostanze di riserva delPuoy
purificazione in vista del presento livore, & stats eseguita in questo Istituto da
B (1960),

Tnoltre tra le frazioni proteiclie elie avevamo estratto da uova, embrioni ¢ dal
protoplisms delliadulto, aleine avevano mostrato propriets peculiari (O1GADA,
Ororeeto, Ortasnl, Raxzi e Tost 1949, Raxzi 1952, C16apd, Lasz e Brroscin
1854), Questo particolnri {razioni. non irk di i
i mostravano nelle loro soluzioni aumento di viscosith dopo denaturazione. Se-
guendo Lawnexce, MiaLi, AM ¢ STEN (1914) noi chismismo queste {razioni
proteine flamentose ripiegate. 1Lanalisi di queste frazio

@ ehe Peuglobuling b sono poli (Rasz,
1858) mentre anche & un materiale i
LANZAVRCCHIA 1055). Reputammo pertanto necessario reperire, tra le proteine
deluoyo, uns frazione i che avesse le delle proteine
fllamentose vipiegate e le nostre ricerche arrivarone ad estrarre questa proteins
dallltiovo di pollo ¢ constatammo che essa b la lpovitellenina.

Nellu presents memoria._esamineremo: 1) 1 cun\pﬂrvhml-illu della I:paum
lina trattata con sostanze e 21
lipovitellening nelle medesime condizion, ) I cambiamenti ddle difterenti mntmle
il rapporto alla denaturazione, 4) Alcune conclusioni che §i possono trarre sui feno-
meni dello sviluppo embrionale,

11 — BICERCRE SULLA LIPOVITELLINA

&) Preparazione ¢ viseositi

Per I preparagione della lipovitellina siamo partiti dal metodo di Fyam (1060)
usando wova di pollo (Gailus gallus L., razsa livornese)  in alouni esperime
sismo anche serviti di nova di rana (P esoutenta L), Le uov (rosso dell'uovo)
Vennero usate sia fresche ohe liofllizzate © vennero anche variate le soluzioni usate
per le estrazioni (2 M Na€l, 1M KCI).
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Nel caso invece di materiale estratto da tnorlo liofllizzato si ottiene ung on
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ml \nm) e diluita con nna sohugione della sostanza in questione, preparata

stossa f asciata per una notte in ghiacciain, I mattina dopo s
mmmm il szll g out @ ;l giorno dopo si leggeva I"assorbimento del supernatante
4 275 my, secondo il metodo descritto in Raxar, CITTERI0 e SAMUELL (1960).

Ds una soluzionc di lipovitellina al 0,704%, vennero preparati cinque campioni,
tre ded quali diluiti 7 : 1 come segue : 2 M NaCl feontrollo); 2 M LICl (concentragione
finade 0,25 M LiCl); 2 M NaSCN (concentrazione finale 0,25 M NaSCN); slfri due
vennero diluiti 1: 1 con 2M NaQl pH 8,6 (contrallo); 0,013 M TBA in 2 M NaCl
pi 8,6 (concentrazione finale 0,0065 M IEA).

Dai dingrammi di salting ont (Figg. 2,3) s vede ehe I lipovitellinn trattata
eon LiCl precipita a pint basse concentrazioni di ammonia solfato rispetto al controllo,
mmentre i eampioni trattati con NaSCN o IBA hanno diagrammi di salting ont molta

o
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111, — RICERCHE SULLA LIPOVITELLENINA DI P

A) Proparasion

Con queste ricerche volovan in soluzio!

In proteina

nelle soluzioni estratte di 1
ai lipovitell
te

Abbiamo gi

tlo di novo di pollo si pud

una solizio
possibile pr

monodispersa ¢
=

wdo col motodo di Fuait.

parare questa pr

1) partendo da tuorlo fresco ed cstraenda in N todo descritto

. 15).

rlo freseo ed est

endo in KeL




ydo una soluzione di pro
do i solnzio

preparatn seconds P

ndo noa soluzione do Fran i
solforieo ande delipidare ed ¢ do poi Petero col graska seiolto,
ndo unm: 5ol ndo. Fuan ol ¢
volta: st na & impossibile modificars
a delle molecol metodi di estrazi o di ripre
Se perd s Hofilizzs primi /1 tuorls d'wove e poi i estrae 1a lipovite
guendo il motodo di Fugtt, s ottiens nna soluzione che contienc pasticel
ciod I soluzione non prese scorrimen
viscosith s la proteina viene der ¢he 5 osservia
ttenuta estraendo in 1M KOl & preeip r diluizione i
il precipitato in 13 KO
cuglobuli
parta da 1
"

if

orrimento, |

prescntare
npernatante g
144700 % g

preparazi

tubo dell'altracentrif

v 4 I°C nelle pio
po i 08serva n. pr

Ia forma delk

['ultracen-

mld;{




B Propricta. viscasimetriche

Come i & detta, la lipovitellening non- presenta
‘e eon la denaturazione Iy viseosith delle sue soluzioni dimimiiscy

concentrazione 1,47% (1) controllo 7, 0,0778, trattat. con urea 0,0603.

La curva di viscositis ridotta v /o tende asindotivamente  ragginngere U'asse
delle g ¢ portanto non @ estrapolabile a © = 0 (Fig. 8}, unn enrva ciok simile 3 quella
dolle soluizioni di englobuling @ -+ b. Non sembra vi siano malte proteine studinte

15 SR 3 g

auioni i lipoviselleni
i i

4 % Sract
R L e e di 0,5% lo visewsith rdotta
evoliiente.

che pressntano nus curva di it ridotts di questo tipy se Yaxa (1961 pag, 388),
rivedendo 1a questione delly viscosith dells macromolecole, conosed quésta curva
por § polimert sintetici, ma non per le proteine.

i pone quindi por i lipositellenina Ia domanda della forma defle moleeole in
saluzions tenendo conto di queste tre proprieta : nssenza di birifrangenza i seorri-

(1) Rivuedardn che Ta 1iporviotiening eot ST b
100

ssotmuon oo weate otterte de

414 faite per Ia lipovitellenina di rans, sohbene manchin dati sul tenore percentuale o lipid di
uest'ultimn.
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polimeri_ sinietici). Per chiarire questo punto
menta diln minato Ia loro viscosith ridotta seguendo il m
proposto da OmEs e ciob con viscosimetri OSTWALD di diverso ealibro, I risultati
i questa determimzione sono espros Fig. 7. Eesi dimostrano che Paumenta
lore 1o 2 basse dilnizioni & piic evidente se In determinazions & esegui
1 viseosimetro & calibro piecolo. Sembrerebbe pert @ o conclusione di Oms
sia giusts, Abbiamo prd preso nn viseosimetro di HOpL
esoguito le stesse determinaziont su di un'altra soluzior
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anto.

ik ¢ con esso abbiamo
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ool viscosimetro di HOprLER si osserva lo stesso anmento del valore fs/e.
eseguito nn altro esperiments

oliizione i Lipovitellenina all'1,33%, o si diluisee col solvente
purtumloh 1,189, =i vede dopo 4 ore chie 7 (viscosimetro di OSTWALD) aumenta
del 15,00 (concentrazione 1,33% v — 0,100 ; concentrazione 1,18% v = 0,115).
Vi@ ok 1n gonfiamento che i viesce & porre in evidenzo quando si diluisee poco
anche & elovato congentrazioni, alle concentrazioni elod in cui dilnendo maggior-
mente il valore di 7 diminuisee. Per eliminare il dubbio di essere in presenza di un
fonomeno dipendente dal tipo di viscosimetro uzato abbiamo press anche il viscosi-
metro di Hippler e abbiamo con exso ripetuto Vosservazione riscontrando un an-
mento del 14,5%,

Onde analizzare questo fenomena abbiamo preparato nna seluzione di lipovitel-
Jenina, a1l'1,33% & diluendola all'1,18%, nello. stessn viscosimetro abbismo letto la
viseasiti in tempi suecessivi. Lo stesso abbinmo fatto con una solnzions allo 0,135
T entrambi i casi la viscosith aumenta gradatamente per stabilizzarsi dopo eirea
£ are dull'inizio dell'esperimento. Tn questo tempo tuite le trasformazioni responsa-
bill dell'aumento di viseosith hanno avito luogo (1),

Biestava perd il dubbio, u'gm-min l‘mtorpm.wune i Omes, he il gradu
anmento di viscositi el
soluzione, ma & un graduale anmento nin!l‘nuum degli strati i molecole adere
alle pareti del viscosimetro,

Per questo abbiamo preso nn viseosimetro di OsTWALD, abbiamo preparato
i solzione all'1,33% diluendo al momento ¢ abbiamo letto al viseosimetro :
. tempo 0 7 = 0,008 3 dopo 4 ore 0,115, Senza lavare il viscosimetro abbiamo

preparato eon una mova diluizione wn'altra soluzione all'l, 339, letta subito, abbiamo
Ttto 0,008 ¢ joi abbismo visto Panmento. Ripetuto Pesperimento con una solu-
Slane 0,133% abbiamo osservato 1o stesso fenomeno (0,017 al momento dells
,013). B ciod 1o spiegamento delle molecole con T diluizion i pud met-
in queste condizioni (3},
povitellina invece non presentano eon I diluizione nessun
aumento di viscosith, Se infatti si parte da una soluzione quale estratta al 7,5

« si dilnisee nel viseosimetro portandola allo 0,133%, I sua viscosith speeifica del-
Vordine di 0,009 al momento della diluizione non cambin sensibilmente nel tempo
(esperimento della. durata di 27 ore).

B e e del tempo i conportane come quelie delle solisioni
il actomiosinn, trattate con diverso sostanze (LICL, XaSCN) (Cuiana, Crrrsasio, ORLax0L, BAnm
o 104, R o Croeen 1

1 lasoro di Deuws (1098) i spines & sivedere 3¢ 1l metod viseosimetrico hasato sulls dens-
*turssions, che 1ol usavamo per doterminare Ia forma. delle molecole proteiche in soluzinne, dipe
B = e i i viseosimatm usato (Ostwann). Beeguiimuo pertanto detes
winasioni con il viscosimetra di Horrisk o dotonminagioni di tensione soperficiale valoadosi

fetwiomntro di D Nou datd ehe avevamo posto i evidenza (Craama, Creamio, ORTANDY, Raxut

{ (Foai 1949) che, anche segucado In variazion| della tesions auperficiale, si poteva riconascers I
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VI, — VARIAZIONI DI VISCOSITA K DENATURAZIONE PROTI

B ora il easo di riprendere i esame 1o sehoma che & sio tempo pubblicammo
{Craana, Crrreeio, ORLANDI, Raxzr ¢ Tost 1949) unml- metado per reonescere. la
forma delle moleole proteiche in soluzione (Tabel

Tauniis 6.

Formn s | P | 18 e
snluxione

la Esormpi
searriminte | desstarssione

Globalare nsento mumcnta RIS

Riibentias st | aini actouiodinn difvita

Filarientoss. Tipigata e | din mmu'm il

A gratieciaa (gl a st presciste.

= T setomivabnia {0 eoluzion con-
ot s
lamentosa)

Lo trasformasioni che subiseono le differenti molecole possono essere schena-
tizzate nella Fig. 13. Quando tredici anni or sono pubblicammo la tabella, | dati
Hon erano {all i permettere una rappresen azione di essi con schemi; ma oggi i
molecols proteica permettono di

PERRY (1048), CoREY

differenti molecole.
Liazione dello ione m‘mnmm« Je proteine & pertanto contrastante la dena-
i Krotz (1948, 1960) sui fenomeni
in_solusioni eontenenti LiCl

& ha fntomo un mantello di idratazione costitnito da una regione in eul laequa
presents i struttura eartteristica, orientats intorno slla cariea dello fone, se-
@ (1860). Dialtra parte SZENT-GYGRGYT (1857)
0 Io stesso Fraxk hanno mostrato che 1o one I, noto gl embriologi come ani
malizzante o secondo noi denaturanto le proteine, ha nelle soluzioni 'effétto d
ﬂkm:ggﬂe Je strutture fatte dall'scqua. Con questo i ricondurrebbe alle proprietd
3 ica la chisve della I
rebbe 8 qmu conclisions : Gequa con molecole d
& vegetalizzagione ; sequa con molecole
questo (n aceordo con le ideo (ofr. per 5. SZENT-GYORGYT 1956) che oggl sempre

@ i arive-
isposte egolarmente corrispoude
ad
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lizza. 8i pud in questo vedere nn fenomena

) dello
0

eole quantith di pirnvato, formate all’
sviluppo al polo animale, favoriseono I denaturazione proteiea, aumentano ¢
Ia dimensione degli abbozzi rio stadio antitd di
utture animali o von
ito che meceanismi

ato passa la soglia necessari
gono indotte

i questo g ero animale, strut-

ture dell mente eambiato s
agiscono ag ASON o0 acido o-odosobenzoic
ovvoro agenti stabilizss i hanno_embrioni

nimalizzati, coi secondi v £y Interassante osser

© 1 casi nei gual

andando @ studiare o attiv i si vede che esge sono pill at
control @ & il caso della glueoso-f enasi che present

simo di attivith, prima nei controlli enbrioni trattati con Li
eon acido o-iedosobenzoico | BACKSTS ieide von

terpretazione dell'azione delle due ammenta il mantello di acq
intorno alle molecole proteiche, quindi anche intorno all’ . Llacido -

tura le molovole proteiche, quindi anche Venzima. In ambedie i
Aitivith enzimati minor

sobenzoico ds

B) Anjibi (Figg. 15, 16). L formazione della semilona grigia, eho appare dopn
la focondazione, & correlata a movimenti del cortex dell'novo i movimenti
Onp 1943)

che mantiene localmen

ta respirazione (Lovrzur 1958, Lovinur o
co,

Pioox 1

18). Questo o
polo animale dei ricei di mare

atnrazion

ra corrispondere, da un punto di vista fisiolo

Raxz1 1953) @ lo dobbiame immaginare come nn

centro

proteica,

La corda dorsale, che &i forma nel to sponde ally semiluna gri-
ppo ung, denaturazi proteica, Raxzi e Tasist (1939)
grandire la corda dorsale per azione di NasSCN ; CorTi (1950) sempre
per azione di NaSCN ha visto corde sopr Loy ottennto
corda. in capianti di mesoderma ventral zione di urea
tenuto corda in espianti di

& forma

N

p

ventrale per

e di sostanze el in assenz di onda, si pase
(F 1040, HoLTFRET

» pud quindi ingrandire Iy eorda o
© pud dirct

lone di sistema nervos
raturazione prote

os0. Questo & sclie
dell'organizzators presuntiv bilizzato dal
i le sne cellule &i differenziano in cellule di 5o~
delie cellule del lat
Se Pectoderma ventrale i trs

tizzato nell
, non si forma corda dor:

miti ohe formeranno poi fibre museolari. Se
trale sono denaturs

ro corda dors

sostanze denatur o strutture

o normale

Analizzinmo or
ctificialmente

evoen in quella indotta
1l primo atto & un ispessimento dellecto

a

NasON,
derms, con formazione di ul
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Un epitclio da cubico pud trasformarsi in cilindrico per due processi: o per
to di adesione elettiva delle sue cellule per cui due cellule vicine tendono
vasta superficic, ovvera perché le cellule anmentano in vo-
Jumo per presa i acqua senza che li superficie su cul appoggiano var.

L formazione delln pinstra neurale degli anfibi & stata accurata
diata e ormai sappiame che durante In sua formazi il volume delle cellule non

un
adl derire per un

denaturazione
indotta

denaturazione

Interpretazione

ti di diffaranti condizioni. sperimontali s o
rpretazione dei processi di det zhono
normale,
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1 tessuto

1944) come non cambia sensibil
(Brows, Haxpuzone e Scryrrr 1941). Non ¢/ pe
presa di acqua limitatissima, da parte del tessuto che forma
Quello che si osserva @ solo il cambiamento della forma deile ¢
della superfieie per cui aderiscono. ScinuaT (1941) ha messo in evidenza come un
epitelio cubieo pui trasformarsi in eilindrico se tra le cellule si porta una sostany
desolvatante, per ¢s. un istone, in maniera tale da ridurre lo strato solvatato che
tra 1o cellule od aumentare la loro attrazione reciproca, Nel caso della formazions
della piastra nenrale abbiamo mostrato che & in atto un processs di denatura-
ione proteiea ; ma secondo Krorz (1061) Ia densturazione & una desolvatazione,
dovuta alla lquefazione di un idrotattoide, formato da moleeole di ac

cambia (GLn

te Ia densith d
di ud, 0

pinstra neurale
lule con anmento

nto pres

intorno ai grappi apolari della molecola proteiea, Con la liquelazione dell'idrota-
toide I grappi superficiali divengono reattivi, e, nel caso delle cellul
neurale, legano lo cellule le une alle

ioni Ca e determinano una
forma delle cellule pertanta cambia in rapporto
reciproca adesione, Un simile cambiamento dells proprieth d
non ports @ sensibili variazioni di densiti.
In seguito si ha la flessione dell piastra a costituire le pieghe nenrali (Fig. 16,
D). Banzi (1924) richiami Vattenzione sul fatto che, durante lo flessione delly
piastra neurale per costituire il tubo neurale, la forma di tutte le cellule prende
I'aspetto d'un tronco di piramide eon In base minore rivolta verso U'esterno, Questo
fenomeno & da Baissiy (1961), in base a Heerche di microscopia elettronica, posto
in rapporto ad una contrazione dello strato pift superficiale delle cellule con conse-
guente pssageio dalla. forn fea n quella piramidale
ale delle cellule si eontrae o di conseguenzn

w0 a costituire Ia doccia, questo caso davanti ad una contra
malecole poste alla superfisic esterns. dells pl SZENT-GYORGYI (1
mostrato che ki contrarane della miosina deve essere posta in rapporto ad nn pro-
cesso di riondinamento di moleeole element: dovato ad un
mento del mantello di acqua, iniz i
ntl, nella contrazione muscolare, ad n prosesso di soluzione ai idrotastoidi che
in definitiva & un pr urazione, Brioscun (19
le sostanze denaturanti inducono . gEers contrasic
glicerinate, dopo la quale non si osserva piit contragione per efftto di ATP,
el corso dello sviluppo degli Anfibi si deve quindi pensare ad uns azione d
turante, che ind corda dorsile, e poi questa azione denaturante, o un agente
aturante che parte dalla cords, agisee prima alla superficie delle cellu
dermiche, trasformando Pepitelio ectodermi cubico in cilindrico, o poi
gare Io piastra in tubulo, entrando nelle cellule e inducendo I contrazione dello
strato superficiale visto da BALINSKY (1981), von un pr ile o quello che fa
contrarte la miosing, secondo lo kel T ),

Mentre questi prosessi 5ono in atto vengono atti

strutture, che presuppongono un'azione d ribonueleico preceduts
verosimilianza, da un'attivazione di aleuni geni, Possiamo immaging

aumento dellé superd
lle suporfici cellulari

enbra, lo
n

cesso di den

sintesi di nuove

ondo




Yoy Y Y Ye



di elimi
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attivazione nella forn
Jakon ¢ Moxon (19
i certo pum
u significare che

o di aver visto con la !l‘l aturazione

o,

i fenomeni in ¢

VIIL — RiAssusto

i protaiche
mento delli

ptento di ulteriormente studiare azione del
@ studiato

secondo allutraoontri

itellina A di LANZAVECCHTA (1
2M NaCl (II A), Come gii verifieato |

di salting out ; il NaSON e Vacido ociodosoba-
mento con LiC) preser:
con tripsina. 11 trad
demolizione indotta da ure
isi all nltraeentrifuga dimosira. ch
u Ia molecols rompendola in subi

pro-

I sua costan|

coln

o (IBA
demaolizio

uove di pollo di u;
nina ha moleeola
di r

@ proteins con molecola filamentosa
P
P

moastrato ehe la Jipovitel

s (111
con I dilisizions (Figg, 6
it ‘adeslon {ell3 imelccls

vitelleninn & s ata estratta dalle uova

viscosiimetro, ma % an

la diluizione (TTI B,

rammi di nltracentrifig

con LiCl 0 NSON si vede che Te
s lipovitellin

Viene

teiche in

dall'ure

forma dell
a (VI Fig. 13)
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molecole pro-

preso
wll»nnu nzione
s possono f
primi stadi di sviluppo degli An

soluzione,
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bi (VI1 Figg. 14,

fento i Zoalogin. dell Universith Statale
ohre 1962,
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