
Stimolazione con RNA della latticocleidrogenaai 
in cervelletti eli embrione eli pollo 

Recenti ricerche di alcuni autori 1·' hanno dimostrata un'azione stimolante del 
RNA, aggiunto in vioo od in vUro, sulla sintesi di proteine enzimatiche e non, in varie 
popola.zioni cellulari. 

Nel quadro delle ricerche che si stanno eftettuando nel nostro laboratorio sui 
meccanismi di azione che regolano lo sviluppo e la differenziazione di cellule nervose, 
abbiamo pertanto ritenuto utile lo studio dell'azione del RNA su tali popola.zioni 
cellulari in fase di sviluppo. Come sistema rivelatore dell'eventuale azione di questo 
composto, è stato scelto l'enzima latticodeidrogenasi di cervelletto di embrione di 
pollo per le modificasioni cinetiche, elettrofo:retiche e di attività ottimale che taJe 
enzima presenta col procedere dello sviluppo e della differenziazione oellnlare. 

L'aggiunta di RNA e~~tratto da cervelletti di 14 giorni a colture del medeeimo 
orga.no in fase più precoce di sviluppo potrebbe infatti t indurre t a.leune moditl.­
cazioni nell'enzima lattico-deidrogenasi che fisiologicamente si verificano in vivo. 
I risultati di una prima serie di indagini che qui brevemente riportiamo sembrano 
indicare la oonfenna di alcune ipotesi 110pra esposte. 

Materiali Il mlllodi.- Per gli esperimenti !lODo stati usati cervelletti di embrione 
di pollo prelevati al decimo Prno di incubazione in stufa termosta.tata a 37o C. 

L'RNA era estratto secondo la seguente metodica 1: 40 cervei.letti di embrione 
di pollo al 14° giorno di incubazione erano prelevati rapidamente e posti in omoge­
nei.uatore contenente 5 mM di MgCI1, e 10 y di polivinil-solfato in 5 mi di N aCI 0,9 %, 
e omogeneizzati in ghiaccio per 5'; quindi uniti a pari volume di fenolo saturo conte­
nente bentonite al 2 % e posti in bagno a 650C dove erano agitati manualmente 
per .lO'. L'agitazione era poi continuata per altri IO' a QoC. Dopo tale procedimento 
si eseguiva una prima centrifugazione a 3000 gpm per 30' a 2o C ; il sopranatante 
ottenuto era nuovamente trattato con pari volume di fenolo a freddo e quindi centri­
fugato con le modalità sopra descritte. Il sopranatante era quindi unito a pari volume 
di etanolo contenente acetato di potassio al 2 % e lasciato per la tutta notte a- I50C:. 
Si procedeva quindi alla precipita.sione del RNA estratto mediante centrifuga.Jione 
a 10.000 gpm per 15'. L'RNA sedimentato era nuovamente trattato con etanolo con 
le modalità sopra descritte, e il materiale sedimentato riaospeso in l ml di soluzione 
salina iaotonica. Con tale metodica si ottenevano di solito preparazioni contenenti 
6-7 mg di RNA soddisfaoontemente poro. 

La quantità e la pnrezza dell'RNA coal estratto erano valutate in base alla den­
sità ottica a 280 e 260 mM di un campione della preparazione ottenuta. Un'ann.lisi 
su ultracentrifnga di tale preparato dimoatra la preaeru;a di tre picchi principali cor­
rispondenti alle costanti di sedimentazione dell'RNA. Quantità variabili di RNA 
oompr6ile tra 100 e 400 y erano aggiunte a colture di cervelletti in • Ea.gle b~ me­
dium • contenente antibiotici e poste ad incubare in stufa termostatata a 370 C con 
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flll880 costante di C01 al 5 % in aria; a vari tempi dall'aggillllta dell'RNA si prele­
vavano uno o più cervelletti per il dosaggio dell'enzima e delle proteine che erano 
effettuati secondo la metodica di Lowry e coli. e,1. 

Risultati.- Come si vede nella Fig. l, l'RNA estratto da cervelletti di 14 giorni 
ed aggiunto a colture del medesimo org&~~o in fase più precoce di sviluppo provoca un 
aumento nell'attività specifica dell'enzima riferita a prove analoghe di controllo. 
Tale aumento di attività procede con la durata dell'incubazione el!llelldo del 25% 
dopo 24 ore, del 46 % dopo 48 ore e del 76 % dopo 62 ore. Sono state complesaiva­
mente usate 4 preparazioni diverll(! di RNA nei va.ri esperimenti BBeglliti e in tutti i 
casi si è, ottenuta una risposta po.~~itiva per quanto riguarda la stimolazione sull'atti­
vità. latticodeidrogenMica. 
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Fl~t. 1. - dttii>Uà ~droa<"na.ftca ~n~~ di-~ di JHJUo fraUQli ron RNA.. L'attlvltA 
eD..IIm&tiC& In pr8l!(ID.u di RN.A (c. tOO pmma. per ml) è riterlt& ])ljmelltualmente a prove 
ana!Qlrbe di oontrollo. I numeri tra. panmteai r&Jlpreeent&no 11 numero di eeperieD..IO con­
dotte per ogni teJilJlO lndiC&to, Uno o più oerveUettl delle oolture d.1 oontrollo e d.1 quelle 
11perlment&H erano Jli'Olevati, lavati oon aoluzlone 8811na .. otonlea, omoeenelu&tleoentrl· 
tuptl a 3000 lfllm per 10'. llsopranatante ottenuto ere. Ull&to per l& determlnazlone em:l· 
mat1oa e protelo&. In~ : ore dilnoubarilone del OOI'VIilletti In • Eagle baaal medium •. 

In taluni esperimenti sono state anehe effettuate valutazioni della eoatante di 
affinità dell'enzima per il substrato, della stabilità al ealorn e del pH ottimale. La 
Km dell'enzima di cervelletti trattati oon RNA era paragonabile a quella delle prove 
di controllo che era deJI'ordine di 5, lO" M in preeenza di piruvato e di 1,2 , Io-• M 
quando valutata in preBenZa di lattato. Il p H ottimale di 7,8 valutato in presenza 
di tampone tria-HCI non presentava differene 110atanziali da quello delle prove di 
controllo in cui era di 7,6. L'enzima tenuto in bagno a 65°C per 5' dimostrava una 
perdita di attività del 50 %, inferiore a quella. delle prove di controllo che era dell'SO %. 
:t ancora da a.ooertare tuttavia ae questa dilferenM Bio. imputabile ad una maggiorn 
oonoentra.zione proteica nelle prove sperimentali, che potrebbe influire aulla sta­
bilità del'enzima. 

Oonelw«me. - I primi risultati da noi qui riportati dimostrano un aumento 
nell'attività lattioo-deidrogena.Bica di cervelletti di embrioni di pollo di 10 giorni, 
trattati con RNA eBtratto dai medesimi organi in faBe più avanzata di sviluppo. 
Questi dati pongono una Berle di quesiti ai quali ci proponiamo di rispondere col pro­
seguimento delle ricerche in cono. L'uso di inibitori della BinteBi proteiM potrà per· 
mettere di stabilire se Bi tratti di p.na attivazione o di una induzione enzimatica e 

..tRfl. r.t. 1:1uper. so .. ua uusa) 2, ~on-uu. 
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in questo easo se il fenomeno aia apecifteo per l'organo trattato e per l'RNA estratto; 
prove preliminari da noi eondotte eon RNA estratto da altri organi e unito a ~­
letti sembrano dimost1are una certa. specifl.cità e ~ettività di uione del RNA. L'in­
texpretazione di qutlilti risultati richiede pertanto una Indagine più approfondita. 
fondata anehe sull'impiego di tecniche elettroforetiehe per individuare e caratteriz­
zare i diversi iaoeru;imi earatteriBtiei della lattioo-deid:rogenasi. 

Bial•unto. - È stata studiata l'attività lattico-deidrogenaaica in colture di cer­
velletti di embrione di pollo trattati oon RNA estratto dai medesimi organi. I risul­
tati dimostrano una stimolazione nell'attività enzimatica studiata. Sono attualmente 
in oorso studi allo acopo di valutare se tale fenomeno sia specUlco per l'organo trat­
tato e l'RNA estratto, e ae si tratti di una attivuione o induzione enzimatica. 

Qllellta rioerca. 6o 1tata efllllUita COD. un OODtributo del C. N. R. 

}o aprile 1966. PIETRO CALISSANO, GIULIANA TACCHINI 

e Pn:TRO U. ANG::tl.JC'l'TI 
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Elletti doll'iusulina aulla sintesi di RNA e di lipidi 
nei gangli leDSÌtivi embrionali 

È noto che l'insuli.Da esercita un'attività stimolante sul metabolismo dei vat·i 
organi e tessuti aia in 'VitTo che in tlioo. L'azione in vUro è stata anche studiata. su 
cellole tripsinizzate e coltivate in mez.zi sintetici con il risultato preasochè c01:1tante 
che l'insulina favorisce in queste condizioni il mantenimflllto e la crescita delle cellule 
coltivate 1• 1 • Recentemente nel nostro laboratorio è stata studiata l'azione dell'insu­
lina su gaugli sensitivi di embrione di pollo coltivati in mezzi sintetici. Lo scopo prin­
cipale di queste ricerche era di comparara gli eventuali eft'etti metabolici dell'insulina 
a quelli di uno specifico fattore di crescita della cellula nervosa senaitiva e simpatica 
(NM'Vt!-G-rot»th-Factor)•. Nella pl'e8ellte nota sono riportati i risultati delle ricerche 
sull'effetto dell'insulina eulla sintesi di acidi ribonueleici e di lipidi in gangli sensitivi 
embrionali. • 

Park! 8ptrimenlaù. - Da embrioni di pollo di 8 giorni venivano rapidamente 
prelevati i gangli sensi ti vi. Gruppi di 20 e 30 gangli erano posti in VMChette Maximow, 
contenenti l mi di mezzo di Ea.gle (.MicrobWlogioal Anociates, Bethesda, Md. eat. No. 
12-105) a cui era aggiunto il precurBOre radioattivo. Prooi.Ba.mente uridina H' (T) 
(Amenba.m) 15 ~-te/mi o acetato 1,2 eu 1,2 !J.C/ml (Amersha.m). L'insulina (Sigma) 
era aggiunta. nella dose di 0,1-1 U/ml. I campioni cosi preparati venivano poi incu­
bati a 37° C per 4-6 ore. Il pH del mez.zo era mantenuto costante da un'atmosfera 
contenente 001 in dose adeguata. Alla fine dell'incubazione i gangli erano prelevati 
dalle vaschette e sciacquati per tre volte in N aCl al O,D % freddo. 

Due diverse procedure BOno state ur.ate per il lavaggio dell'isotopo libero. Per 
l'uridina : i gangli venivano posti in acido perclorico al 6 % + uridina fredda I mM 
e successivamente oontrifugati e lavati ancora in addo perclorico al 6% + uridina 
l mM per due volte, in acido tricloroacetico al 4% + uridina l mM una volta, in eta­
nolo 67% + N aCl O,ISM + uridina l mM una volta.. Infine i gangli venivano raccolti 
in l ml di forma.mmide e posti in stufa a I300C per 12 h circa. Il residuo cosi 
ottenuto veniva preparato per il conteggio dello. radioattività mediante l'ag­
giunta di 8,6 mi di etanolo 888oluto e 10,4 ml di liquidi di acintilla.cione (N. E. 213 
NU<Jkar Ent. G.B.). 

Per l'acetato : i gangli venivano omogeneizzati in 0,5 mi di cloroformio-etanolo 
(2: l vjv)'. L'acetato libero veniva rimo11110 dalla mi.Beela di lipidi medianteestrui.one 
con un egual volume di H 10 distillata, succe~~~~iva centrifugazione e recupero della 
fase metanolo-cloroformiea. Questa procedura veniva ripetuta tre volte. 

L'estratto cosi purificato era apprestato per il conteggio della radioattività 
incorporata. nei liquidi totali mediante aggiunta. di etanolo e liquido di scintilluione 
come BOpra. Il conteggio dellA radioattività era effettuato in uno acintillatore 
a b8880 fondo (Ltquid .Scintillation .System 724 ood 725. NutJlear Chicago, con 
efficienza 70 %). 

...tnn. Iet. Super. SanUà (1966) 2, &20-U2. 
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Risultati. - Gangli sensitivi embrionali coltivati in mezzi puramente sintetici 
(Eagle basal medium) vanno inoontro a rapidi processi degenerativi già chiaramente 
evidenti all'osservazione istologica dopo 24 ore di coltura. L'aggiunta di insulina al 
mezzo di coltura in concentrazioni variabili da O, l U a l Ujml migliora nettamente 
le condizioni di sopravvivenza dei gangli che possono cosi essere mantenuti in coltura 
per periodi anche lunghi di tempo senza!J,Ddare incontro a lesioni degenerative. Poichè 
uno dei primi segni di soJ!erenza delle cellule gangliari dopo qualche ora di ineuba­
llione in mezzo di Eagle semplice appare eel!6l'e la perdita della colorabilità citopla­
smatica, per impoverimento del contenuto di RNA, in una prima serie di esperi­
menti è stata indagata l'azione dell'insulina sulla sintesi di RNA da parte dei gangli 
coltivati. 

Come appare nella Tab. l l'aggiunta di inSulina al me.zzo di incubazione provoca. 
un netto aumento nell'incorporazione di uridina H1 negli acidi ribonucleici di gangli. 
Tale aumento, sempre presente nei vari esperimenti seguiti, variava tuttavia dal 
+ 30 % al + 70 o/o rispetto ai valori ottenuti nei gangli normali. 

TABELLA. l. 

Aumento della lncorporu:tone di uridina W necU acldl rlbonudeld. 
del IPUlJU, lnc:uball In praeuza di Insulina. 

' 
0.. ~<Uno B' lnoo. .... to ~U'RNA 

dJ lnoub&llone 
{c.p.m.) l (8,) 

Controllo. . . . 5 194 
Insulina . . . . 5 321 + 60% 
Controllo. . 5 IDI 
Insulina . . . 5 253 + 32 o/o 
Controllo . . . . . . . 5 l! D 
Insulina . 5 230 + 48% 
Controllo. . . 5 213 
Insulina . . . 5 366 + 72% 

Groppi di 30 hDI!'i1 !leiUI!tiv1 lncubatl In ten:eno di E~~~rle oon uridl.na Hl (l51J.c/ml.). Insulina 
an~unta a.1.1a oo.noentra.zlone di 0,1 U/Dll. 

Per quanto questi dati relativi all'incorporMione di uridina non permettano 
di distinguere tra sintesi netta e ttlrooVM, appare evidente comunque che l'aggiunta. 
dell'ormone stimola marcatamente il metaboli8lllO del RNA. 

Nella Tab. 2 sono riportati i dati relativi all'incorporazione di acetato 1,2 eu 
nella frazione lipidica di gangli lncubati in presenza e in assenza di insulina. Come 
appare dalla. tabella l'incorporazione di acetato viene notevolmente stimolata dall'in­
sulina. L'effetto stimolante, statisticamente significativo in tutti gli esperimenti 
esegni.ti, ha oscillazioni da + 30 % a + 80 %-

Ann. I81. 8V]H.r. Sanità (1966) 2, 'ZO·U2. 
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TABELLA 2. 

Aumento della incorporazlone di acetato 1,2 Cll nel Upidl 
del J8Dill, lncubatl in presenza di tnsuUna 

o .. Aoetato eu lnoorPOrato nel Upldl 

•• lncuba.zlone 
(c.p.m.) l <Al 

' 
Controllo. . • 5162 

Insulina • 81>66 + 64% 

Controllo . • 5377 

Insulina . . . . • 73.59 + 36% 

Controllo, . . . 6 5326 
Insulina . . 6 ... , + 76% 

Groppi di 30 11':111«11 lnmlbatlln Eaa'le oon acetato eu (1,2 fA.C/ml). Al t.eml.IDo dell'incubazione 
l aangU erano prelevati, lavati e infiDe om~l In ctoroformlo·met&Dolo (2: l v/v). lnBDllna 
agiunta ali& oonoontrulone dl 0,1 U/ml. 

• 
0~. - Dai risultati di queate ricerche preliminari appare evidente che 

l'inlllllina. esercita un'azione stimolante sul metabolismo dei gangli senaitivi embrio· 
nali. Poichè i gangli stessi rappresentano un'agglomerato di tipi oellulari diversi (cel­
lule nervose e cellule aatelliti), esperimenti autoradiografici sono in corso onde chia­
l'ire se l'eftetto dell'insulina si esercita prevalentemente sui neuroni o sulle cellule 
satelliti o su entrambe le popola.zioni cellulari. 

t intereuante o8861'vare come l'insulina, pur svolgendo un'azione trofica di 
mantenimento sui gangli sensitivi embrionali, a differenza del fattore specifico di 
crescita (NGF), non appare stimolare aftatto la creeeita. delle fibre nervose. Lo studio 
comparato di questi due fattori (insulina e NGF) appare pertanto interessante allo 
scopo di meglio intendere il loro meccanismo di azione. 

Si JinKrazl$ il dott. Fabrizio Corti del Servl.llo di Rad1011otopl del Laboratori di Fiale& dell'llltl· 
tuto Superiore di Sa.nlt:A per il valido aiuto nel oontewto del campioni radioattivi. 

Queet& rioeroa 6 stata eo~eguita OOD un contributo del O.N.R. 
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l LASNITZKI, J., in: OeU and Ti&sue Culture .Method&, Biology and Phyrio!Qgy, E. N. 
Willmer, Ed., 1965, p. 591. 

LESLIE, 1., H. C. FULTON & R. SJNCLAIR, BiocMm. Biophys . .Acta, 14, 365 (1957). 

8 LEVI·MONTALCINI, R., Sci. Bepts. 1st. Saper. Sanità, 2, 345 (1962). 
' LIUZZI, A., P. U. ANGELETTI & R. Ll!ivr-MoNTALCmi, J. Neurochem., tl, 705 (19M). 

A nn. IM. Su~. SaMià (1966) t, 410-U2. 
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lnc!apui sul meccanismo di azione del testosterone : analisi 
dell' RNA indotto nella ghiandola aottoma-"""" del topo 

Precedenti ricerche del nostro laboratorio hanno mostrato che il testoaterone, 
iniettato in topi femmine, stimola selettivamente la Binteai di alcuni en&i.mi e proteine 
biologicamente attive nella ghiandola sottomaseella.re t, 1 , Nella pre8ellte nota aono 
:riportati i risultati di esperimenti eseguiti per analizzare la natura dell'RNA sintetiz. 
zato :nella ghiandola sotto lo stimolo del testosterone. 

Parte tperim&l'ltak. -Topi femmine (25 g) erano iniettati intra.musoolo con una 
dose di 2 mg di testoaterone propionato. A 24 ore da tale trattamento, gruppi di 
cinque animali venivano iniettati direttamente nel parenchima della ghiandola 
sottomascellare con 5 mierocurie ciascuno di uridina C" (Amershan Ltd). Paasate 
due ore, le ghiandole erano rapidamente prelevate ed omogeneizaate in tubi di 
Potter in 5 ml di una soluzione fredda di N aCl 0,9 % + MgCI1 0,001 M + polivinil­
solfato 2 r/ml. L'RNA era estratto e purificato secondo il metodo di Sc&ERRER 
& D.t.RNELL •. 

Al termine di tale procedura, il grado di plll'mlza. dell'RNA estratto era. deter­
mina. to spettrofotometrieamente calcolando il rapporto D .O. 280 mp. f D. O. 200 mp. del 
campione in esame. 

L'RNA cosi ottenuto veniva. frazionato su gradiente lineare di saccarosio in 
N aCl 0,9 % + MgCJ.. 0,001 H+ polivinilsolfato 2 y/ml. 

Il gradiente era. preparato in tubi di plaatiea da. 5 ml del Rotore S W 39 (Spìnco) 
nei quali, per m615ZO di una semplice apparecchiatura., era. pollBibile stra.tifteare linear­
mente la. soluzione di sacca.rosio dal 30 % al 5 %. Su tale gradiente veniva poata. una 
aliquota. di RNA pari a circa. 200-300 ~- Alla fine della centrifuga.sione (4 ore a 37000 
gpm) le frazioni di RNA, disposte lungo il gradiente in accordo alla costante di sedi­
mentazione, erano raccolte, forando il tubo da centrifuga. alla base, o in provette per la 
diaerimina.sione del profilo all'ultravioletto, o negli appositi contenitori per il con­
teggio della radioattività. In tal caso in ogni contenitore eran posti 15 ml di liquido 
di scintillazione di Bray ed i campioni venivano letti al contatore per liquidi a ba880 
fondo (Nuclear Chicago) . 

.Riav.Uati. - Come già riportato altrove in dettaglio', l'iniezione di testosterone 
in t()pi femmine provoca un notevole aumento nell'incorporazione di precursori 
marcati nell'acido ribonueleico della ghiandola. sottoma.scellare. Negli esperimenti 
qui riportati l'uridina eu era. somministrata in gruppi di animali controllo e in grupPi 
di animali pretra.tta.ti con testosterone 2 h prima.. Le ghiandole erano prelevate a 2 h 
di distanza dall'iniezione dell'isotopo. 

Come risulta. dalla Tab. l, in tutti gli esperimenti eseguiti l'incorpora.zione di 
uridina. era. aumentata di circa due volte negli sperimentali rispetto ai relativi 
controlli. 

Ann. I-'· Stiper. So:m~td: (11188) 2, '23-U:;. 
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TABELLA l. 

Incorporazione dl urldlna C11 nel RNA della 1btandola 10ttomascellare 
dl topo femmina normale o trattato con tutoaterone 

Incorporazione di uridlna c•• (epm/mg RN A) 

N• ea)l(lrlmento 

l 
Toplne trattate COntrolli 

oon telltosteronc • 
-

l 

l 20.600 l 54.000 
2 15.300 

l 
27.200 ' 

3 18.750 32.400 

l . 
• 2 m.g, 24 h prima della somllllllllltrazione dell'ul'ldina Ct•. 

La. Fig. l dimostra che il profilo U. V. dell'RNA frazionato su gradiente di sacca­
roaio era molto simile nei campioni sperimentali e nei oontrolli. 
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milla. norma.Ie o trat­
tato oon t.astoBt.ero­
ne. Gradienti lineari 
di sa.o)l'loai'<)IJ(o (6 a 

SO%) oentrHugatl (lei' 

' h a 87000 nm. 
a - Svedber&'- La 
ma&lllmt~- parte del 
RN A Dl&l'(la.to è M· 
aoclat& alla fradone 
con oosta.nte di aedi­
ment&zlone '-.8, lo. 
(lui radloottivttà. è 
doppia nel RNA dei 
tupl trattati (l(ln w . 
stosterone. 

In entrambi i casi infatti erano chiaramente distinguibili tre massimi di a811or. 
bimento corrispondenti rispettivamente a 28, 18 e 4 S. 

Ann. lat. S~r. Sa,.ità (1986) 2, U3-Uti. 
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Era presente inoltre una notevole componente piuttosto eterogenea con costante 
di sedimentazione compresa tra 45 e 28 S. n profilo radioattivo moetrava invece 
delle differenze significative tra gli sperimentali e i controlli. Come risulta dalla Fig. l, 
la ma.ssima parte dell'RNA marcato era associato alla frazione con oostante di "sedi­
mentazione 4 S. Tale frazione, corrispondente al !Tamfe-r RNA, presentava nei cam­
pioni sperimentali una radioattività doppia rispetto ai controlli. 

Inoltre sempre negli sperimentali era possibile osservare una frazione di RN A 
ad alta attività specifica piuttosto eterogenea compresa tra 12 e 4 S. 

Per quanto riguarda le frazioni di RNA a più alto peso molecolare, negli esperi­
menti eseguiti non erano rilevate differenze significative tra controlli e sperimentali 
relativamente alla radioattività incorporata. 

Comme-n!o. - I risultati delle ricerche qui riportate sembrano indicare che la 
stimolazione del testoeterone nella sintesi di RNA nella ghiandola sottomaecellare 
si eserciti prevalentemente su alcune categorie di RNA. In particolare il RNA a 
basso peso moleoolare compreso tra costanti di sedimentazione di 4 S e 12 S mostra 
un profilo nettamente diverso nei campioni sperimentali rispetto ai controlli. Tali 
risultati naturalmente sono limitati dalle condizioni sperimentali usate, in particolare 
dal tempo di esposizione della ghiandola al precursore marcato e dal metodo di estra­
zione e purifl.cazione dell'RNA dalla ghiandola stessa. 

Entro qnesti limiti tnttavia, i risultati ottenuti suggeriscono che il testosterone 
stimola &elettivamente la sintesi di alcune specie molecola.ri di RNA nella ghiandola 
sottomascellare. 

Esperimenti sono ora in corso allo scopo di confrontare tra loro i profili di RNA 
marcato per vari periodi di tempo, a distanze varie dal trattamento ormonale e infine 
estratto a temperature diverse secondo la procedura elaborata da GEOBGIEV et at '· 

Questa. rloerca. è 6tat& eBiliJUit& con nn contributo del C.N.R. 

1o aprile 1966. 

• 
ANTONIA J~IUZZI, PIETRO U. ANGELETTI 

e GIULIANA TACCHINI 

Labora!ori di Chimica Biologica, 
Centro di N~a 

1 LEVI-MONTALCINI, R. & P. U. ANGELETTI, Salivary Glands anà theiT Sooretion. 
Pergamon Press, 1964, p. 129. 

t ANGELETTI, P. U., M. L. SALVI & G. TACCHINI, EaJpeNenlia, 10, 612 (1964). 
* ScHERRER, K. & J. E. DARNELL, Bioohem. BiophyB. Ru. Commun., 7, 486 (1962), 
4 SALVI, M. L. & P. U. ANGELETTI, Ann. lat. Super. Sanità, 1, 356 (1966). 
1 GEOBGIEV, G. P., 0. P. SAMABIN-'-, M. l. LERMAN, M. N. SMIRNOV & A. N. SEVilRT­

zov, Nature, 100, 1291 (1963). 

_,(nn. Ist. Super. SuniM (1966) 2, '23·-121i. 



Fine analysis of mitotic intracistronic crossing-over 
in A.spergillus nidulans 

The mecbanism of crossing-ove1· is an old and unsolved problem and the natW'e of 
the processleading to the genetic recombination remai ne one of tbe big mysteriel! of tbe 
genetics 1• In particular, the ctiscUI!8ion is stili open on the following important points : 

l ) if, in the process of genetic recombination, a physical exchange is or is 
not involved ; 

2) if the intercistronic and tbe intracistronic recombination can be due to 
the same mechanism. Intercistronic recombination is in generai a reciproca! process, 
intracistronic can be reciproca! or not (in the latter case it is generally called • gene 
conversion t) . 

In the present note some results on intracistronic crossing-over in Aspergillus 
nidulans are reported. Full data will be published else';Vhere. 

This research has been ca.nied out on a diploid, heteroallelic for two mutations 
[(pfp-16(UV) and pfp-U(N)], whicb determina pa.ra-fiuoro-phenylalanine (PFP) 
resistance. 

The genetic constitution of the fìl'st chromosome of the diploid (other chromo­
somes are not relevant for the present analysis) is: • 

39 0,2 19 . 20 0,1 6 

su-1 ad- 20 

--- _____ .......... ...., __ _ 
r~bo-0~P + 

--------.....-.+ +Ì (ad-20 b i-1 pro - 1 

+ + y + + 

ptp-16 l uv) + 

Distan0011 have been determined by meiotic analysis 1 • 

pfp-U(N) was induced by HN01 • and pfp-16(UV) by U.V. rays 8 • Spontaneous 
rate of back-mutation is lese than l x I(}-8 for botb alleles. Relative position of tbe 
two markers bas been established mitotically , since the meiotic crosses were sterile. 

The diploid is PFP-resistant and recombinants can be selected by plating di­
ploid conidia on a minima} med.ium (MM) supplemented witb aminotyrosin and 
phenylanthranilic acid (AT + P A) and ribofiavin •. ' · Mitotic recombinants able to 
grow on such a medium and no longer on PFP-supplemented media arise with a 
frequency of 0.75 x IO·• (average of 12 experiments). Such clones are very likely 
due to a recombination process, mutational events lea.ding to wild type reversion 
being at least one hundred times lesa frequent. Recombina.tion is expected to bave 
produced diploide heterozygous for PFP-res.istance. 

Following a simple bypotbetical model of crossing-over at four strand stage, 
diploide select.ed on MM supplemented witb AT + PA and ribofiavine, bave tbe 
genotypes summarized in Table l : genotypes l and 2 refer to cases in wbich non­
reciproca} recombination (gene conversion) bas occurred; genotypes 3 and 4 refer 
to caBel! in wbich reciproca! recombination has occurred . 

..tnn. lat. Super. Sanità (11166) 2, U6-428. 
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'l'AULE l. 

Expected genotypes of PFP-sensltlve dlplold segregants from a PFP reslstant 
heteroallellc dlplold of • Asperglllus nldulans •· 

su -lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24- + pro-l + a d-20 bi-l 

+ + pfp-16- pfp-24 + an-l + y + + 

Assumcd mcohanlsm 
ot scgrcgatlon 

Gene conversion 
pfp-16 (UV) to 
wild type 

Gene conversion 
pfp-24 (11) to 
wild type 

Crossing-over and 
segregation with 
a paren tal strand 

Crossing-over and 
segr egation of 
t he reciproca! 
strands 

Gonotype of segregants 

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24- + pro-l + ad-20 bi-l 
l ) + + pfp-16+ pfp-24 + a n-l + y + + 

su-laù-20 ribo-1 pfp -16+ pfp-24+ + pl'o-1 + ad-20 bi-l 
2) + + pfp-16- pfp-24+ an- l + y + + 

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24- + pro- l + ad-20 bi- l 
3) 

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24+ an-l + y + + 

+ + pfp-16- pfp -24- + pro- l + ad-20 bi-l 
4) 

su- l a{}-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24+ an- l + y + + 

TABLE 2. 

Segregant types, sevsttlve to PFP, obtained from the heteroallellc 
« pfp-16 (UV)/ pfp-24 (N) • dlplold. 

Code of 
Assumed mechanlsm of scgrcgatlon genotype of Total segrega nte segregante 

(sco Table l) 

Gene con versi o n 
pfp-16 (UV) t o wild type . l 12 

Gene con version 
pfp-24 (11) to wild t ype 2 16 

Crossing-over 
strand. 

and segregation wit h a parental 
:3 u• 

Crossing-over an d segregation of the reciproca! 
strands 4 10 .. 

others 9 
~ore cornplex events ---

58 

• In 13 casca tho nssumcd pfp-16 (UV) + p fp·24 (.V)+ strnnd w88 partially rcslstant to PJo'P 
(nlthough reslstant to AT + PA). 

•• 'l'be su·la<l·20 mutant a llele romains in ooupllng wlth ad-20. 

Ann. Jsl. Super . Sanità (1966) 2 , 426·428. 
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ln order to krww t he genetic constit utiun of chromo~ome l in eaciJ oue of the 
result ing diploidR it has been necessar.v to analyze the single homoloJ!ous strands. 
A sma ll number oJ conidia from each diploid were seeùed on a complete mediurn 
(C.l\1); after 24 hours microcolonies arose and a second la:rer of CM + PFP at the 
concent rat ion of l .li mM was poured on t he dishes. On such • sandwich » plates t ho 
originai colonies were no longer capable of growth, but each diploid should be able 
to give two types of sectors resistan t to PFP : one haploid, which is selected a nd also 
induced by PFP 6, and t he other diploid simply selected by t he medium . 

By analysing t he second-order segregan t sect()rs, it is possible to clist inguish 
t.he two types of cross-over recombinants and t he two types of gene convertants. 
Moreover analysis of in ternai ancl external markers can give information on pos8ible 
negative interference and polarity during the process of recombination. T he exarni ­
nation of different sectoring colonies can be utilized to find out if t he intracistronit­
crossing-over reall.r occurs at a four strand stage a nd if it is a single stop proces8. 
Fifty-eight recombinants bave been examined and t he results can be summarized 
as shown in Tablc 2. 

DisCWlsion and conclusions. - The results repor ted ha ve clearly shown the follow­
ing facts . By selecting for int racistronic mitotic recombination in pfp cistron, two 
main classes of recombinants were obtained : 

l) Recombinants in which there is no segregation for distai markers. In th i t~ 

t•ase we always found one strand fully resistan t to PFP and one fully sensi ti ve. About 
one half of the recombinants in tbe particular strain used, belong to t his cla.RS, which 
we cali t gene conversion •· • 

2) Recombinants in whicb it is possible to sbow segregation for the external 
marker ribo-1. In t his claas two important peculiarities are very evident. 

In tbe ten cases in wbicb t be position of su-l ad-20 can be determined, the segre­
gation of ribo-1 is never followed by t he segregation of su-l ad-20, which is external 
to ribo-1. This fact, wl1atever migbt be tbe structure of cbromosome and the molecula r 
mechanism of crossing-over, clearly suggests the presence of a linker 8 distai to ribo-1. 

Another feature is that among 21 recombinants of the crossing-over class, 13 
also produce a strand which is segregant for t·ibo-1, but is, surprisingly, partiall~­
resistant. to PFP. This fact st1·ongly suggests that intracistronic crossing-over is 
very frequently, and possibly always, unequal, determining tbe production of modi­
fications in the structure of the cistron implied in the crossing-over process 7• 

The nature and the possible interpretation of more complex cases will be ana­
lysed elsewhere when full data will be given. 

14 maggio 1966. GIORGIO MORPURGO e LA URA V OJ.TERRA 

Laboratm di Chimica Biologica, 
Centro l nternazionale di Chimica M icrobiologica 

1 W ESTERGAARD , .M:., Cornp. Rend. Trav. Lab. Oarlsberg, 3-4, 359-405 (1964). 
2 KA.FER, E., Advanc. Genet., S, 105-145 (1953). 
8 CALVORJ, C. & G. M oRP URGO, jl[utation Res., l , 145-151 (1966). 
' PETRELLI, M. G. & R. RICCI, Ann. Ist. Super. Sanità, l , 379-392 (1966). 
6 MORPURGO, G., Aspergillus News Letter, 4, 8 (1963). 
8 LISSOUBA, P ., ,). M OUSSEAU, G. RIZE T & .J. L. R OSSIGNOL, .A1lvanc. Genet., 11 , 

343-380 (1962). 
7 MAGNl, G. E., Proc. Natl. Acad. Sci"., SO, 975-980 (1963). 

A nn. I st. Super. S anità (1966) 2, 426-428 . 



Variable frequency of back-mutation in different genotypes 

In a previous paper 1 two strains of AspergitluR nidulans, 16N and 12N, muta nt 
for para-fluoropbenylalanine (PFP) resistance (pfp), induced by HN08 t reatment, 
sbowed an abnormally high frequency of back-mutation. Back-mutation frequency 
was in effect 6.32 x I0-8 plated conidia, namely about 20 times higher tban forward­
mutation frequency in the whole pfp cistron. Moreover, frequency of back-mutation 
could not be enbanced by any appreciable factor by treatment witb U.V. rays, X rays, 
HN0 2, metbyl-bis-~-chloroethylamine or diepoxybutane. Conditions of plating and 
systems to avoid formation of revertant clones bave been previously described l, 
but bere we want to emphasize tbe fact that our conditions give an underestimate 
of tbe back-mutation frequency. 

The present note summarizes some data on the genetica! analysis of crosses 
involving strain 16N, whose genetic constitution is: su-l ad-20, ribo-1, p.fp, pro-l, 
ad-20, bi-l, pyro-4. Tbe first problem is obviously to sbow t bat revertants from 16N 
are true back-mutants and not suppressor mutants, either extra- or intra-cistronic. 
Ten independent back-mutants for pfp were crossed with strain 35 wbose genetic 
constitution is : paba-1, an-1, y , meth-1, n-ic-2, nic-8, s-12. Some millions of resulting 
ascospores were plated on selective complete medium supplemented by PFP to 
score pfp strains. The nu~ber of resultant pfp eolonies was so low tbat it could be 
attributed entirely to tbe forward-mutation frequency so showing that the site of 
back-mutation is identica! with tbe site of the mutation. Back-mutants can also be 
ùistinguished from suppressor mutants by tbeir pbenotype witb a technique describ­
ed in 1 . 4922 revertants were phenotypieally examined and all of them turned out 
to be back-mutants . High frequency of back-mutation cannot be due to the presence 
of a mutator gene, as forward-mutation rate tested in tbe back-mutants is norma!. 

Strains 16N was crossed with strain 35, which is sensitive to PFP, and the l esult­
ing ascospores seeded on complete medium supplemen ted by PFP. 118 recombinant 
colonies resistant to PFP were cbosen at random and back-mutation frequencies 
were tested. R.esults are given in Fig. L Back-mutation frequency can var y by a 
factor of about 40 simply by changing tbe genetic background. 

Back-mutation frequency was also tested in six heteroallelic diploids comprisiog 
strain 16N, whose genetic constitution relative to tbe pfp locus is: 

pfp (16N) + 
+ pfp (X) 

Diploids were built with six different pfp-(X) strains in which the back-mutation 
frequencies were less than l x 10-8 _ Back-mutation frequeocy of pfp-(16N) decreases 
in all the diploids tested : on an average back-mutation frequency in the diploids 
was 2.12 x 10-8 which is about 1/3 of tbe originai frequency in 16N strain . 

.Analogous results on the decrease of back-mutation frequencies in diploids bave 
b een obtained in diploids comprising strain 12N. These results again strongly support 

.dnn. l at . Su.per. Sanità (1966) 2 , 429-430 . 
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the h ,vpothel'is that. freqnell<'.V of baPk -mutation depencls uot only on the gene struc­
ture but also o n the w ho le genetit· <'Oil!ltit ution of t he strain. Full data will b<.' 
pnbli~<h(\(1 elsewhei·e. 

30 
"' c: 
~ 
!::: 
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(; 

:i 

20 

15 

1C 

5 

Mutattcn fr equency • 10-6 

Fil(. 1. - B~tck·mutatlon froqucncics 
ot PII> mutation in rccom· 
blnnnts derlvcd from cro81> 
10:\ ~ 3&. 

.. 

CIU!es of abnormally high frequencies of back-mutat ion have often been found in 
very different organisms 2• a, •. However , except in cases thoroughly analysed b y Ya­
nofsky •, for which a specitìc mutator gene is responsible (such an explanat ion ùoes 
not apply to the present case), there is no satisfactory explanation of such pheno ­
mena. The mutationistt; have a strong tendency not to take into account such case~< 
as t hey are rat her in disagreement witb a certain kind of beautiful molecular mc-del 
of the muta tion, and introduce disagreeable confusion and unwished for compli· 
cations. However the Autho1'B believe that it is also necessary to study sucb compii· 
ca t ed things in 01·der t.o a voi cl t.he building up of a ver,v n ice, but very dogma tic mode! 
of gene mutation. 

14 maggio 1966. G IORGIO MORPURGO e CLARA C ALVORJ 

Laboratori eli Ohintica Biotogica, 
Oent·ro lnternaziouale rli Ohimica llficrobiologica 

1 C ALVORI, C . & G. M ORPURGO, llfutation Research, 3, 145- 151 (1966). 
2 B};I\'ZER , S., Mutations. In : 2ncl Oonf. on Genetics, Josiah Macy Jr. Foundation, 

October 16-19, 1960. W. Shull , F.d., Princeton , N .J ., T he University of Michigan 
Presa, 1962, p. 141. 

a MALLlNG, H. V., Mutation R esearch, 2 , 320-327 (1965). 
• YAI\'OFSKY , C ., C. Cox & V . HoR~, Pror. Nati. Acad. Sci. U. 8., 55, 274-28 1 (1966). 
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Effetto dell'anaerobiosi sulla composiZione in acidi 
grassi di cellule di Saccharomyces cerevisiae 

ANDREAS:EN & STEIR 1 hanno dimostrato che il lievito è incapace di crescere 
in anaerobiosi a meno che si aggiunga al terreno dell'ergosterolo. È inoltre noto dai 
lavori di SLONIMSKI !l che il lievito cresciuto in anaerobiosi in presenza di ergosterolo 
non è capace di respirare. 

In un precedente lavoro a è stato mostrato che in anaerobiosi in assenza di er­
gosterolo il lievito è capace di fare qualche divisione, ma che la crescita si ferma dopo 
5-7 generazioni. Le cellule cosi ottenute sono prive di membrane, e non mostrano 
nessuna struttura interna. L'areazione di tali cellule nelle condizioni usate per l'adat­
tamento respiratorio 1 provoca la ricomparsa dei mitocondri e delle strutture interne, 
pur non avendo influenza sulla respirazione ' · Nelle cellule cresciute in anaerobiosi 
in presenza di ergosterolo, invece, le strutture interne sono presenti e l'adattamento 
respiratorio provoca solo la ripresa funzionale dei mitocondri. 

Poichè le membrane che costituiscono le strutture interne della cellula sono co­
stituite in gran parte di composti lipidici, è sembrato interessante vedere l'influenza 
rlell'ergosterolo e dell'ossigeno sulla composizione in acidi grassi delle cellule di lievito. 

Il ceppo eli Saccharomyces cerevisiae usato nella presente ricerca ed il terreno 
di <'Oltura erano gli stessi usati nei precedenti lavori a.'. Le cellule venivano prelevate 
in fase stazionaria, dopo raffreddamento a 0°C di tutta la coltura, centrifugate e 
lavate con acqua raffreddata a 0°C. L'adattamento respiratorio veniva eseguito come 
precedentemente descritto ' · 

La parte lipidica veniva es!Jt'atta dalla massa cellulare per ripetute estrazioni con 
un miscuglio di metanolo-cloroformio nel rapporto di l : 2. Il reslj;luo lipidico era sotto­
posto a saponificazione ed esterificazione in un'unica operazione facendo bollire a rica­
dere in metanolo contenente il 2,8 % di acido soliorico. Gli esteri metilici degli acidi 
grassi erano estratti dalla soluzione metanolica precedentemente diluita 5 volte con 
acqua. Le analisi gas-cromatografiche degli esteri metilici degli acidi grassi erano esegui te 
con un gas-cromatografo della C. Erba (FRACTOVAP Modello C) equipaggiato con 
rivelatore a ionizzazione di fiamma. Veniva utilizzata una colonna capillare in acciaio 
lunga 50 m ùal diametro interno di 0,5 mm. Come fase liquida si usava Apiezon L. 

La quantità di grassi estraibili contenuta nelle cellule ammontava al 20-30 % 
del peso secco e non differiva in maniera significativa nelle cellule aerobiche o anae­
robiche, sia cresciute in presenza che in assenza di ergosterolo. Nella Tabella l è 
riportata la composizione in acidi grassi espressa come percento del totale, della 
frazione lipidica di un ceppo normale e ùi un mutante respiratorio di Saccharomyces 
cerevisiae cresciuto nelle diverse condizioni. I dati riportati sono presi da un w lo 
esperimento ma questo è stato ripetuto più volte con gli stessi risultati. 

Dall'esame della tabella si può vedere che la differenza più sostanziale fra le cellule 
e1·esciute in aerobiosi ed in anaerobiosi è costituita dal diverso rapporto fra acidi grassi 
saturi ed insaturi. Infatti nelle cellule cresciute in anaerobiosi tale rapporto è pari 
a 11,3, indicando che più del 90% degli acidi grassi è saturo, mentre nelle cellule cre­
sciute in aerobiosi tale rapporto è di O, 73, cioè solo il 40 % degli acidi gra~~si è saturo. 

L 'aerobiosi provoca inoltre una diminuzione degli acidi grassi a dodici e quat­
tordici at.omi di carbonio ed un aumento di quelli a diciotto atomi di carbonio dal 
l 7 al 28 % cil·ca. 

Ann. / st. S~tper. Sanità (1966) 2, 431-433. 
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Da notare intine nei rromatogrammi nelle cellule aerobiche la presenza di a1-
<·nni picchi X1, Xn, Xm fnt C' 16 e C'17 dovuti probabilmente a piccole quantità di 
acid i g t·assi a 17 atomi di carbonio eontenenti più doppi legami. Tali acidi ~rassi 
Rpal'iscono in anaerohinsi, t·nmportandosi come gli altri acidi grm;si insat!U'i. 

L'aggiunta di ergosterolo al terreno di coltura fa si che la composizione in acidi 
gras11i delle r·ellule crcsl'iute in anaerobiosi sia simile a quella rlelle cellule cresciute 
in at!robiosi, anzi la JJercentnale di satura.zione è addirittura, più bassa (:l2 %) e la 
quantità di acitli grasl'i a tlieiotto atomi di carbonio è 1,7 volte quella degli acitli 
grassi a dil'iassette atomi di carbonio, mentre ne lle cellule aerobiehe è ci rca la metà 
e in quelle anaerobiche ci!ca un terzo. 

Come si può vedere nelle colonne ;2a e 4u della Tabella 1, l 'adattamento respi­
ratorio nelle condizioni in eui si ha la completa risintesi degli enzimi respiratori, 
non provoca variazioni sensibili nella composizione deg li acidi gmssi. 

Xelle ultime tre colonne è riportata la composizione in acidi grassi di cellule 
di mutan ti respiratori (petite colonie) cresciute nelle stesse condizioni di coltura in ­
dica te. Questo ceppo, pur essendo privo di gran parte degli enzimi respiratori 2 s i 
<·omporta dal punto tli vista della <"O mposizione in acidi grassi esattamente nello 
Ktesso modo del ceppo normale. 

[ presenti risultati confermano le conclusioni dei precedenti lavori s,t che la 
mancata rrescita in anaerobiosi erl il conseguente effetto dell'ergosterolo s iano le­
gati a l metabolismo dei lip idi ed a.lla sint esi delle mem hrane, piuttosto che alla man· 
t'anza <!egli enzimi respiratori . 

Inoltre i J)resenti dati 8embrano irulicare che nella cellula l 'ossigeno ha la fun­
zione di mantenere 1111 certo equilibrio tra acidi g1·assi saturi ed insaturi , prevenendo 
la riduzione dei <loppi legami. TI trasferimento di elettroni dal substrato all'ossigeno 
in questo t·aso deve ~eguire una via di versa da quella dei citocromi in quanto è fun­
zionante anche nel mutante «peli te colon in, il quale pur essendo privo di citocromo­
ossidasi richiede ossigeno o er~osterolo per la nesci ta. 

Poichù evidentemente una <'erta quantità di acidi gras~:~i insaturi è necessaria. 
a lla crescita òella cellula, quest"a si ferma quando in ambiente anaerobico fortemente 
riducente tntti gli atitli grassi sono ila turi. La. funzione dell'ergosterolo potrebbe 
l'ssere quella di inibire in qualche modo la 1 iduzione dei doppi legami, per esempio 
intrappolando il nil'otinammide-tli -nucleoticle-fosfato ridotto e favorendo in qnet~to 

modo il mantenimento del giusto rapporto fra acidi gras11i saturi ed iw1aturi, e !;t 

~i n tesi di quelli a, piLI alto numero di atomi di carhonio. 
Si ringra,zia il sig. Gianni Lanzi per l'assistenza tecnica. 
(.,! neRtO lavoro è stato parzia lmente finanziato da un rontributo del C}; n. 
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