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H. ,\,.t;F.LICO 

La biosintesi del colesterolo pnù essere studiata sia in ri1•n .~ia in ritro 

e le tecniche attualmente disponibili pNmettono di approfondire anche la 
conoscenza dei suoi meecanismi. 

Studi di biosintesi del colesterolo i" dtrn a partire da preeursori St>III· 

plici vengono effettuati ogni qual volta H' w· vogliano studiare i mec1·ani~mi 
fisiologici e patologiei di regolazione. Questi risultano di difficik intl•rprcta
zione se si tiene conto della e~istenza di complessi problemi di comparti
mentazione. È tuttavia il caso di ricordare nn problema di notcvol(• impor
tanza risolto soltanto attraverso ricerche in vivo, lo i<tudio cio~ dd mecca
·nismo di rcgolazione della colesterolemia nell'uomo. Si riteneva infatti che 
il meccanismo di« feedback» negativo, che regola la sintc~i epatica dd co
lesterolo nel ratto e nel cane (I), fo~se operante anche nell'uomo, e che perciò 
poco significato potesse avere, dal punto di vista pratico, la riduzione dello 
apporto di_etetico di colesterolo. Al contrario, accurati studi condotti som
ministrando acet~to marcato hanno messo in evidenza l'esistenza di un pool 
endogeno di colesterolo (2) pari a 2/3, 3/4 del colesterolo totale. Ricerche 
effettuate con 0 20 hanno permesso di chiarire che l'apporto esogeno di 
colesterolo nell'uomo non fa spostare il pool endogeno, mentre si verifica 
un effetto somma con aumento notevole della colesterolemia. Ciò ha fatto 
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GHOSSI PA.OLETTI ... 
pensare o che il« feedback» nel fegato umano non funzionasse, o che altri 
tessuti non sottoposti a «feedback» entrassero ÌI1 gioco con un ruolo 
importante (3). 

Gli studi in vitro sono molto ava.n.zati: sappiamo che si possono isolare 
dal feg~to complessi multien.zimatici, che si trovano nelle frazioni Dlicro
somillle e solubile e che sono in grado di effettuare la biosintesi da MVA 
fino al colesterolo ('). 

Diversi cofattOl'i sono necessari: 0 2 , Mg++, ATP, NADH, NADPH. 
Le modalità di purificazione degli enzitni, la preparazione dei substrati e 
le condizioni ottim.ali di lavoro per studi di biosintesi del colesterolo sono 
state dettagliatamente descritte di recente da Popjak (') e Dempsey (~). 

Un aspetto importante della questione riguarda i tessuti nei quali 
può essere studiata la biosintesi del colesterolo. IJ fegato è notoriamente il 
tessuto che dà il migliore rendimento. Altri tessuti, quali il muscolo e il rene, 
dimostrano scarsa attività. Un discorso a parte meritano la cute e il tessuto 
nl'..rvoso. Nella cute sono presenti steroJi intermedi della biosintesi e, pur 
essendo la preparazione del tessuto un pò complessa, vi si possono studiare 
bene i problemi che riguardano i passaggi dopo la ciclizzazione dello squalene 
( 6). Il tessuto nervoso sintetizza colesterolo in. quantità assolutamente tra
scurabili nell'animale adulto. Durante la sua maturazione, invece, sinte
tizza attivamente steroli (7), con accumulo di prodotti intermedi della bio
sintesi, che ci è stato agevole identificare (8). Con maggiore difficoltà abbiamo 
invece identificato gli steroli precursori presenti nel cervello dell'uomo adulto 
(Tab. l). Il riconoscimento degli steroli endogeni è reso più difficile nel fegato 
dalla presenza di steroli dietetici che complica l'interpreta~ione dei risultati. 

Per esperienze di biosintesi del colesterolo, la scelta della marcatura 
è legata a vari fattori. La marcatura con 14C, anche se più difficile da otte
nere, è preferita, quando è possibile, per le maggiori garanzie di riprodu
cibilità. Infatti, usando composti marcati con tritio si deve sempre controlla
re che non si abbiano perdite aspecifiche di 3H, ed è perciò necessario affian
care le esperienze con prove in bianco. Inoltre le elevate marcature speci• 
fiche dei composti tritiati, se danno vantaggio in alcuni casi, rischiano però 
di accelerare la decomposizione delle molecole stesse durante la conservazione 
e richiedOno perciò frequenti purificazioni del materiale. 

Teoricamente tutti gli intermedi della biosintesi del colesterolo da acetato 
a desmosterolo possono essere utilizzati marcati per studi di biosintesi, In 
pratica sono disponibili precursori cosiddetti « lon.tani » quali acetato mar
cato con lfC nel metile o nel COOH e mevalonato marcato con 14C in l o 2, 
oppure con 3H in. 2, 4 o 5. 

L'uso di acetato o mevalonato si rende indispensabile quando si vogliano 
studiare i meccanismi di regolazione della sintesi, fisiologica o patologica, 
od il meccanismo di azione dei farmaci attivi sulla sintesi del colesterolo. 
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Oggi il mcvalonato si pu~j ottenere anche marcato stt'r('u~p~"riliram•·ntl· 
con 311, cioè si possono avere separate le due confi~urazioni po..,,.ihili asMtnl•· 

a seconda della posizione delPH nella molceol" !~)- La ntareatura sterl'o
specifica permetti• di st.udiarf" più a fondo l'intrOtluzionf' t' la ,.eompar~a 

T.\Dt:LLA 

Steroli identificati nel cervello umano adullo (*) 

c ::10 j_ij 

c 29 L\8 

c 28 L'l.~ 

c 27 ll8 

c 30 j.8,2• 

c 29 L'l,8,24 

c 28 L\8 .24 

c 27 6."·!'.4 
c 27 .1 &,2.1 

c 27 L\0 

C27J. 1' 

C 27ll' (7 C=O) 
C27Q.O. , • , • 
Steroli identificati Bolo par:~:ial

mente .... 

0,596 
5,642 
3,857 

15,480 
O, 70H 

3,5811 

3,064 
2,157 
3,838 

18.660,000 
3,835 
1 ,62fi 

54,750 

72,380 

0,003 
0,03U 
0,020 
0,082 
O,OO.J-
0,019 
0,016 
O ,Oli 
0,020 

99,090 
o ,020 
0,009 
0,291 

0,384 
~- ---------

(0) Da Galli e eoll. (9). 

di H durante la sintesi biologica. Per marcare iuvec1' precursori ch1• abbia
no già la configurazione sterolica si ricorre in gen~re aU'introduzione di 14C 
nelle posizioni l, 4, 26 e di 3H in 2 per gli steroli da C28 a C30, in 2, 3, o 4 per 
qudli a 2ì atomi di carbonio (5). 

I problemi più complessi nello studio della biosintesi del colcAerolo 
sono connessi ai metodi da usare per separare ed identificare i prodotti df"llf" 
reazioni di biosintesi, sia che siano effettuate in 1·it•o che in l"itro, con la 
id(•ntificazione degli intermedi formatisi od eventualmente gi1ì presenti nel 
tes~uto in esame. 

Discuteremo soltanto della separazione degli iutcrmedi di natura stero
lica. I~e tecniche di cromatografia su strato sottilc, che sono le più scm· 
Jllki, uon dann.o da sole risultati molto soddisfacenti, per lo scarso potere 
~>eparatore, nei confronti degli steroli intermedi. 

Abbiamo già presentato altre volte le caratteristiche della tecnica da 
noi adottata per st"parare e riconoscere gli steroli intermedi della biosintesi 
dd ("olesterolo nei tessuti (10.11) ed i risultati otten,uti analizzando tessuti quali 
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fegato (0 ), cervello (8) ed i tumori cerebrali (13). Il metodo (Schema l) 
è basato essenziahnente sulla separazione in colonna cromatografica di 
silicagel-celitf';·AgN01 , Gli steroli da separare devono essere applicati 
come derivati acetilati (per mascherarne l'OH in 3). 

La separazione è basata sulle differenze in posizione e numero dei doppi 
legami e viene controllata per gascromatografia. 

' 
9Q: lO 

Steroli !18.tnl'i 

Saponifìc:adone del tessuto in KOH etanolica 

Puri6.ca&i011e degli steroli 
(Precipitazione con digjtottina o colonna di silice) 

Acetila!Cione 

Colonna di silicagel-celite--AgN01 

Elui:&ione con esano;benzene 

80:20 

Con un doppio 
legame 

l 

70: 30 

Con 2 doppi 
legami 

l 

so: 50 

Con 2 doppi legami 
coniugati 

Riconoscimento medillllte cromatogra6.a 1U strato sottile (AgNOJ e 
gaacromatografia-epettrometria di massa 

ScH:t:MA l. 

determina!Cione quantitativa gascromatografica 

Frazionamento ed identificazione di 5teroli da campioni biologici. 
Da Galli e Grossi Paoletti (111). 

Essa offre diversi vantaggi: l) gli stcroli sono protetti da degradazione 
od isomerizzazione dei doppi legami durante la cromatografia; 2) il recupero 
è completo; 3) è po@.sibile ottenere separazione di steroli presenti in picco
lissima quantità; a ta1e scopo può essere utile usare due colonne: una prima 
per allontanare la quota maggiore di colesterolo presen,te, ed lUla seconda 
per separare gli steroli presenti in piccola quantità. 

A:nn, Id. Sutlfl>'. Sanit& (1972) l, 2U-2S6 
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Le frazioni steroJiche eluite vengono sur.cessiYamcntc analizzate per 
gascromatografia~spettrometria di massa, contro standards. 

Nel cervello, come accennato precedentemente, abbiamo messo in C\'Ì

denza con questo metodo la presenza di due serie di intermedi sterolici da 
30 a 27 atomi di carbonio (Tah. l), una serie con doppio legame in catena 
laterale ed una senza. Questo risultato e l'uso di prf'cursori marcati ci 
hanno permesso di stabilire che la via metabolica che mantiene il doppio 
legame in catena laterale è preferenziale nel tessuto nervoso (9). Abbiamo 
inoltre riconosciuto nd cervello la presenza di alcuni steroli che non sono 
previsti come intermedi normali di biosintesi, come ad esempio di1 colc
stanolo (13), 

Analogamente Eneroth e col1. (14) hanno separato gli steroli del meconio 
mediante cromatografia su colonna. Gli steroli convertiti in trimetilsili1P
teri sono poi stati riconosciuti mediante gascromatografia-spettromptria 
di maesa. 

,,. Analizzando lo spettro di massa relativo al C29j,8 (Fig. l) questi AA. 
hanno notato che, oltre al picco padre m/e 486 ed ai picchi caratteristici 
mfe 396, m/e 381 ed m/e 353 erano presenti picchi di discreta inten.-:ità 
mje 484, m/e 394, m/e 379 ed m/c 351 indicativi della pre8enza contem· 
poranea di uno sterolo con due doppi legami. 

t"' 
r" 
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Fig. l. -Spettro di massa telativo al C29.18• Da Eneroth e coli. (14). 
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Questo sterolo è stato identificato da. Eneroth e coli. (l') come C29dt. 1, 

in base alle caratteristiche di rottura ed alla identità con. Io spettro, da noi 
pubblicato, del composto di sintesi (15), 

Un metodo più complesso di idel\tificazione di steroli sconosciuti è 
stato adottato da Lutsky e Schroepfer (l1) per l'analisi di steroli della cutt\ 
(Schema 2). Gli steroJi purificati mediante precipitazione con digitonina~ 

Steroli - Acetati 3 H 

colonna allumina - tuper celi A. 

St<',toli f:30- C28 Steroli C27 

(aggiunto A, + ~o- uc + J.s,s> - ••C) 

l 
allumina - super celi - AgN03 

C27 J.8 l 14J (eluito subito dopo C27 A8 ) 

l • 
allumina - super celi - AgN03 

picco non simmetrico 

i 
GLC- QFI 

eluizione picco simmetrico 

crbto.llizzazione ' trasformazione e Ao e J.1c 

ScnEMA 2. - Identilieaziane di C27.18 111, nella cute. Da Luuky e Sehroepfr et')· 

vengono acetilati con anidride acetica 3H e sottoposti a separazione .su 

colonne di acido silicico-super celi. Queste permettono la prima sepa
razione degli steroli a 27 atomi di carbonio dagli altri (da C 28 a C 30). Gli 
stel'Qli con 27 atomi di carbonio raccolti insieme. e con aggiunta di acetati 
di a7.colestenolo freddo, colesta.nolo ltC e C27 Aa <•J 1'C sono stati passati 
W. colonn.a di allumin.a-super cell-AgN03 • Le frazioni corrispon,denti allo 
sterolo del qu.ale si vuole accertare la presenza, C27~ {tf)• eluite subito 
dopo il colestan.olo, vengono raccolte e riapplicate ad una colonna di allu
mina-super celi-AgN03 e successivamente in gascromatografia con colonna 
di QF l, 

.t nn. I1t. Super. Sanitd (1972) l, 2H--2.51> 
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Lo sterolo eluito da questa mostra coincidenza tra il picco di radioat
tività e quello di massa. La diluizione e la cristallizzazione a radioattività 
costante dello sterolo hanno portato gli AA. a riconoscere che si trattava 
del C27!!.8 (H) atteso. 

L 'isolamento di composti puri radiochimicamente deve essere particolar
mente accurato quando, anzichfo cercare la presenza di 1m intermedio nei 
tessuti, si vuole Studiare il meccanismo di qualche passaggio della biosintesi. 
LP. presenza di impurezze altamente marcate deve sempre essere sospettata 
·quando si pa.J.te da materiale di origine biologica ed il problema si presenta 
più complesso quando il precursore sia lontano come l'acido mevalonico. 
In questi casi, spesso, non è sufficiente ricorrere alla separazione cromato· 
grafica ed alle cristallizzazioni successive del prodotto desiderato, ma si 
deve aggiungere a questi procedimenti qualche reazione chimica specifica, 
che garantisca la purezza radiochimica del composto in esame. 

Per il colesterolo, garanzia sufficiente di purezza si ottiene mediante 
la formazione del dibromuro (10). Il problema è invece più complesso quando 
si debba, ad esempio, sintetizzare .61,7 colestadienolo, Questo sterolo non 
si accumula normalmente nei tessuti, a meno che non si ricorra all'uso di 
farmaci, quale AY-9944, che ne impediscano la trasformazione a colesterolo 
( 17). Ad esempio, incuhando per nn'ora omogenato di fegato con mevalo
nato 2-uc, il SO% della radioattività dcll'insaponificahile appartiene a AM 
acetato, separato in colonna di silicagd G-AgN03 ( 18). 

L'idrogenazione del doppio legame in 5 con catalizzatore opportnno 
(trifenilfosfina rodio ioduro, che evita isomerizzazioni) porta a formazione 
di C27A7 , che dimostra una riduzione del 50% della radioattività molare 
alla prima cristallizzazione ed ulteriori diminuzioni in cristaHizzazioni 
successive. 

Due tipi di contaminazioni radioatti,·e possono essere presenti in questo 
-caso: 

a) steroli che co-cristallizzano; 
b) materiale non sterolico, formatosi durante la biosintesi, presente 

nella soluzione madre. 
Si provvede perciò a purificare su colonna il .3.7 C'olestenolo ottenuto per 

idrogenazione, mentre un'aliquota di .17-acetato si fa reagire con OsO, a 
·dare 7,8 diolo. La radioattività molare è identica a quella del A7-purificato 
su colonna (i prodotti che potrebbero reagire più lentamente sono eliminati 
se si sceglie un tempo di reazione opportuno). L'ulteriore purificazione del 
diolo a chetolo non porta a modificazione della radioattività molare, gaian
tendo cosl l'isolamen,to del composto puro (111). 

Quando si usi la doppia marcatura con mcvalonato stereospecifico 14C 
·e 2S~3H (Fig. 2), 6 molecole di mevalonato formano un,a molecola di la
.nosterolo, perciò in esso il rapporto 3H/UC è 6/6, mentre m•lla sua trasforma-

Ann. lat. Super. Sanità (1912) l, 2U--!$ 
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zione a colesterolo, per la perdita di l metile marcato il rapporto diventa 
5j5. Inoltre durante il trasferimento del doppio legame da 8 a 7 e la forma
zione del doppio legame in 14, si ha perdita di H in 7 e 15 ed il rapporto 
3Hj14C deve diventare 3/5 (19). 

Si ricorre anche alla inibizione con AY-9944 quando si effettua la sin
tesi con mevalonato·2-3-3H o 2-S-~H, cioè con. marcatura sterospecifica in 
omogenati di fegato e si voglia isolare 7colestenolo (Schema 3). Alla fine 

OMOGtN.o.TO 01 FEGATO 

STEI!Ol·ACETATI 
CON l DOPPIO LEGAME + 
(pr•••nli in lrHc .. ) 

O.JU f'C 14c l ''""01• 
T/ 10C•3,87/$ 

0,447 IJC "clmmol• 
TI"C•3.84/5 

--:"o''"'---.. ~ 
"'~ 

0.!89 J.IC ''c/mmol; 
T !''"c • 3 /l2f5 

0.188).c "clmmol• 
TI"C•l,OI/5 

SCHEMA 3. - Biosintesi di steroli da 0H-mevalonato Btereospeeifieo. 

deU'incubazione, separando gli steroli su colonna, si ottiene D., colestenolo, 
che sembra puro per GLC; cristallizzazioni successive dimostrano invece 
che nonostante non cambi il rapporto H/C si ha perdita di radioattività: 
perciò si devono eliminare gli eventuali contaminanti altamente marcati (19). 

Si è pensato che qnesti fossero steroli con doppio legame in 8, poiehè 
l'isomerizzazione a A1., faceva ridurre la radioattività molare, ma non faceva 
cambiare il rapporto H/C e lo stesso A1, trasformato in diolo non cambiava 
radioattività. 

Invece il trattamento con Os040 che reagisce in tempi diversi in rela
zione con la posizione del doppio legame, formando diolo (infatti un Aa 

A. nn. !st. SupeT. Sanità (1972} l. 2U-255 



reag i!'t't' i11 1 orn . nn ~7 n·agi 'Cf' in :1ft Hrt' ... d ttrtu , t •• ru lu J~ n·a~ i -,·•• in l 1111 

orr•). fa ri1lnrrt· di moll o Jn radioatiÌ\ it it runlnn·. rna -o pra tlnlto rh iari -•·•· 

il ra('porlo H C:. rlll' flj, l' llla ··~allarnt•nt <· :~·s. 

La form a:r.ioru• ~ uc •t• t •;.!'; ìva d t• l 7-dwru t·uu n ·a 7. iot t•' molt" ··('l't· ili t·a t•on 

HHJ, dù lo ;. t t·s~o ri8t tl talo . 

Il 7-dt•idrnl' o({'!\ lf'rrOln p11rifì••n 1,. amtl r·~anH·:1ti. t!:, llh r i- 11hatu ~-im tlo· 

<·d lta p e rmP-.>-11 di l'tmf t·rma n · la p t•nlit a p rt·cuniu.tl a rlt•l l'll in l.) (~00) o ltrl' 

t' h t in 7 ( 19 ) . 

l lu ahru p ruhiPrn. t ri •<l lrtt t'tll l una (l ll ri fi t·n; iunt· atlt·guala rig uarda il 

larw~ tt• rulo di urig iru· hio ... ill ti'I Ìt'U. (l llrt· d .·ri' atn da .!\1 \ \ • lt ' rt' O' (H't·ilu·u 

oloppiaurt•fll• · rnarea to (St•ho·mn 4 ). 

(!) 25-[2 - 14C,2- 3H] - M VA 

A cO 

l
i O MOGEN ATO 01 F"EGATO 

• AR5ENITO 

l c.o , 

0,6 J2 JJ C "c l m mot ~ 
T / 14C = 5,11./6 

COOCH 3 

0,215 pc 14C/mmot~ 
T/ 14C = 3,95 / 5 

ANALOG HI 

DEME TILA TI 

::,tn t'' ' l. - ll io-inteei Il i luno.t erolo dlt 11-mr,·nltlll.llll -t•·rettl'e~ilìc •. 

Per a c·•·umu lan• lanostero lt~ m a rcat o in omugrnati el i f't•gato ; i i· tln' ur o 

ri r orrc r <' all'n~<• d i a r ,..cnilu. r h c hJoccn le tlcm t• tilaz ioni <h·lran cllu s ro-ro icl t•u 

(Z1). Tutt a v ia t•on tnminanti o;; t c ro li r i. p •n •· m arrat i. Pra no pn•<:cnti c. l'''r 
l a purifir nzionr . s i dm (•Va s frnttan• la di tl't'r r nza Ira quPJ< ti cd il lano, tN olu. 

che pos~ i t·dP un n w til1· in 1-1 (20) . 

Mrdinnlt eromnlografia F U ~lraln "O itiiP di ~ ilint l!t•l (; . >\_g~0.1 • ' ' •• 

fatta tm n prima gro~!-olana puriftl'a :r. iotH' dd Jano.- t r rolo -; intc ti :r.zat o ··ho·. 
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duito dal piatto, è ::tatu poi ossidato con acido cromico in acido acetico 
a l suo dichetodt•rivato. 

Si osserva una importante caduta della radioattività molare, dovuta 
11uas i s icuramente a desmetilanaloghi C29 e C28, formatisi nel s istema, 
come si può d cdurrr clal b asso rapporto C/ H del Janosterolo prima della purifi· 
t·azione : dopo la purificazione il rapporto C/H diventa quello atteso, 
cioè o."6. 

11 problema è molto semplice quando si voglia invece controUare la ru
rczza di uno sterolo derivato da un precursore vicino, perchè il numero dei 
possibili contaminanti che si formano nel tessuto è inferiore e di essi è molto 
pii• facile prevedere la natura. Così ad esempio, volendo studiare la trasfor
mazione ùcl C29t.8,14 • al suo immediato successore (15), questo compo.sto 
marcato è stato incuhato con omogeuato di fegato in anaerobios i: l'isola
ml'nto degli steroli alla fint' <Iella n ' azione e la purifieazionc :,u colonna ha 
permr.,!'o di veden · quali ;,tcroli s i formino in ques te condizioni; la raclioat
ti' it :"t d ell' insapon.ifìcauilr t'- c.:o;;ì ripartita (Tab. 2) : 

Conversione di C29 ..l8, 14-:
1H da parte 

eli OIDogenato di fegato in anaerobiosi (*) 

S rt. thl t , 

C29 ~8•1' • • 

C27 ù · ... 

C29 tJ.8 + ù 1 

Altri ~teroli . 

( •) D• C•nonl<~l t c·nll. ( U). 

~~ l~IAPOSI PICAJliLl: 

26,4 

0.001 
61,0 

11.0 

C:?9..l8, 14 non reagito = :!6,4 ~o; C29t.8 1- ~7 = 61,8 o .;l : ~5 = 0,001 % ; 
...l8 1 ..l5 = R,O %· Dal mom1•nto r·b e il coles terolo n.oo è marcato s i può 
tledurrc che la prima trasformazione subita dal C29ù8,14 in omogenati di 
fega to s ia la perdita del doppio legame in H . 

Un tLltimo caso che inter C!:osa In hiosintt!si in g(merale e quella dd cole
-. t erolo in partirolare ,. j rifelisct' alla e~clusione di un composto dal ruolo 
di itltermedio. 

~cl passaggio da ..l7 a ..l5,7, ad esempio, è noto che i microsomi di fegato 
dft>ttuano la trasformazione in atmosfera eli 02 e che sono necessari cofat
tori piridiniri. Dal momento che in anaerobiosi non si ha r eazione si i~ p en· 
~ato alla esistenza tli un intermedio ossigenato: perciò i' Ì è preronizzato il 
ruolo di un epossido. 

.~nn . h t. Super. Sanitd 11972 ) l, 214- 2&5 
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f.: stato sintetizzato .-pmu .. ido 7a. marcato (22). Quel:> tn s terolo, che in 
atmosft•ra di 0 2 si trasforma attivamt•ntt· a colc~tcrolo , in anaerobio~ i (.·con
ver tilo solo a ~7-colcst<·rolo (Tab. :l). 

1AIII'I. I \ 

lncorporazione di 7a.. 8z ~'fK'~"ido 

da purte di owogeuuti di fegato 

A11JOSPTit\ 

N~ 
o~ 

...1 1 CvLr .. T)_...,oLu 

% ,,,,._ ... 

67,<19 

Cot.an·aoL'' 
n,O C\s AP. 

o.:CJ 
45. :10 

S i di mostru pcrtarHo d te: 
(/) il compo:,to non è un. intt·nnedio ohhligato tra ..l7-colest t•uolo c 

i -dci t! roe o IP :< t erulu: 
/1) dal momento clw il ::. ist cmn biologit·o pue\ con' t•rl irlu a ~7, esso 

potn·IJlw uppartt•nt·n· a q ualcht• via <·nUatcralt· di hiosinte>- i, dimostrandos i 
così Ja capacità del tt•,.;>uln di riportarlo ndlc VÌt' naturali di !>intes i. 

Mentre è relativamente· facil e ottt•m•rc una rÌl>JIO'" t a po:-.itiva nel ritro
vamento di un intcrmedio vero, è mnlto piì1 diflìcil<' stabilire il significato 
e \'entualc di vit• S<'('Ondadt• di biosinlcl' i. 

Ad e~cmpio il ..l8 (t~> colt•>-tcnolo, clw pnrt• ì· :-. l ato i"olato marcato dai 
t cs:o-uti (10) ed è Lra~formato a colel'lt•rolo in atmo"ft·ra di 0 2 ( 23) . ba datori
~ultati n egati,·i in esperimenti <li trappola (21). l [a pos to così seri tluhhi 
a ll 'ipotesi che s i tratti di un intcrmt•dio obbligato dt•llc bioi>int csi dd colt•· 
s terolo. 

\' orr<'i conclttdt'r t' sottolitll·andu cb t• se i mt'todi di cromatografia su 
s trato sottile (e queiJj gascromatogralìci di contmllo) sono i piì1 semplici per lo 
s tudio della biosiutc.'-i del colesterolo, i ristùtati piìt convincenti e rigoro-.i 
s i ottengono soltanto combinando qucst t' due tcclùchc con la cromatogr alia 
s u colonna, la spettromctria di massa c le tras formazioni rllimichc, che p er
mettono di garantirsi da crror.i dovuti alla p rcscuza di impurezze radiochi
michl'. 

Con l' impiego di queste metodiche ~ così pos ibilc arrÌ\'arc a: 
- conoscere l'entità di biosintesi del colesterolo nei t essuti; 
- identificare st eroli ignoti c stcroli presenti nei tessuti in picco-

lissime quantità; 
- stabilire il ruolo di intermedi di nuovi composti: 
- studiare inibitori d<'lle tappe enzimatiche capaci di realizzare 

un blocco delle sintesi endogene del colesterolo dcll'organ i!1mo. 

Ann. ltt . Suver. Sueutu t :9iZ) 1 . ~44 ·2116 
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Alcuni aspe tti del meccani~o.mo d'in ihizionP 
della colcstcrolo~ene i (•) 

Gn-. 1 .r r~:; POI CEI.I.<\TI. Aun.n1·r) (;c\ITI. l.1r1A:-:o UII\"\GLJ i 
e G•A~FIIA' t:o GOH \C( l 

L'argomento di qttcsla relnzionl' riguvrcla pr inripal nwnlr· la Lin:' Ìnll·~i 

del t•olesterolo in t'tiro u r i tessuti anima li c la pu, ;:illilit :• di modilic·arla. 
Inflnt•nzare il processo metabolico della bio.;; intl·~ i dd t•o lc~terolo è prn
bkuw dj g rnnÙl' ambiziflltc c dj ~rnmlt· difllcoh:ì , <' la dilTicoltiL llla{!

gion-, dirci, pro,·icne daJ notc,·ole uurul'ro di n ·nzioni t'nzimat icltt' Ja c·ui 
~i pa ri c p er poter giungere dal mctnbolita inizia Il·. l'acetato atti' o, a l prn
dottu fi1lal c, il colesterolo. Altro o:,larolo provic•ne. a mio a,·vi-.o, da lla 
!liflit·nh:'t di i:-olamcnto c w pltrificazionc dei siu~o l i enzimi intcres,.nl i ,,cJ 
prot·c·-.,.tl metabolico, difficoll;\ che l'IJICSso impcdi~ 1·r di iudi viduarP a qua le 
liwJlu finibizione della sintesi del colt'l' tt'rolo abhin luogo e quindi di --tu
rliarp pitt da 'ic·ino il mccranismo dr ll"iuibizionc. 

A IJUCSt'nltiruo proposito. occorn • spcl·i fi rnr t• <:hc le nostre SlH' rÌnwnta
:.: iolll hanno un duplice a c;pc-tto : il primo riflctt<· Wl latil mcramt' l\tr• ap
plit·al Ì\(1 ch e può o meno condurre a ri-.ulla li pn;.iti,i , elci quali ne•,;. tUlO 

nt•giH'n·bbe rimportanza . il secontlo. d i maggion· int('fl':- ~ c biochimÌl'O, 
!:i frt t la il moùcllo sp erimentale p<: r c,.aminar c il mrccruù :.mo d'ini bizimw . 
t' quiutli il meccanismo d'azione dt'U' enzirua interessato. L'inihil «llC' i· <' IO" 

arlupc·rato quale mezzo di tudio )H'r indagan· ;.uUa trntlura c ' "l fuu
zionnmcnto dell'enzima. 

i\m1 seJllJJrC un proccsl'o di inibizione e\'idcnziato in t•itro cw1 tc:--.ut i 
integri. fcttirw d'organo, preparazioni ~ubccllulari , cornplr l::.i llllllLi-t·Mi
matici ecl enzimi purificati , (· ugualml·nte ossernthilc in t'Ìt:o n!'ll'anirc.ah· 
trattato per pc·rìodi più o meno lllllglù con d('t1•rminati prodotti. Qut·l' tO 
fenomrno, eh!' trova numerosi esempi nella biochimica farruat·ologil·a ,. 

(• ) Relazione tenuta a R oma dal Pro f. C. Porcellali il 13 febbraio 197 J in oct·u· 
sione della Yll Riunione del Gruppo di Ricerca sul ~ietabolismo l.ipidil'o - La' "ro 
-eseguito con il contributo C.N.R. (contratto n. 70.01810.04.115.3381). 
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nella farmacodinamia moderna, e che p'llÒ esser dovuto a vari e dispa· 
rati fattori, s pesso convergenti verso uno s tesso effetto (v<'loce meta· 
bolizzazione deU' inibitore in t•i·vo , 1liffico ltà da parte dell'inihitore di 
influenzare processi metabolici già a loro volta regolati da meccanismi di 
controllo ncLtro·ormonale, scarsa penetrabilità del prodotto a livello delle 
superfici di membrana, l'cc.), complica i ristùtati finali e le considerazioni 
che ne scaturiscono, in quanto non può >'ernpre dirsi che un r isultato di si
cura inibizione itt v~tro rappresenti l'eff<-ttiva traduzione in un meccani· 
smo eli inibiz ione itt vivo dello stesso proccs:>o metabolico . 

I n questi ultimi aJtni sono s tati presi in <'"-ame uel nostro laboratorio 
alcuni interessanti composti, derivati aromatici degli acidi butirrico e ,·ale· 
rianico, che si sono dimostrati notevoli inihitori dl'Lla s intesi 1ld colcste· 
rolo ir~ llÌtro in preparazioni costit uite da fettine di fegato di ratto o da 
frazioni SLtbcclhùari cpaliche ('-t). Qtlesti deri vati, l'acido [3-henzal butir· 
rico (acido 3-mctil-4-fcnil butenoico. BB,\), l'acido oc-irlrossi-~-bl'nzal bu· 
tirrico (acido 2-iclrossi-3· metil-4-fcnil hutPnoico, H BBA), l'acido a- mctil-y
fen ilbutirrico (aciclo ~-mctil-4-fcni! butano ico, l\IPBA). l'acido ~-fcniliso,uJc

riauico ~ac ido 3-fcnil-iso-pcntanoico, P VA) c la f--bcm:albutirramidc (3-me· 
til-4-fl'nil-3 butenamidc, BBA~), in particolar e il BBA, mostrano infatti Ji. 
possedere in vitro ttn sicuro effetto inibitorio sui proces~i eli s intesi del colc~te· 
rolo a partire da acetato-2-14C (1•2), come mostra la Fig. l nd caso t!rl BBA. 

Simile effetto inibitorio è s tato posto in t•videnza da noi nncbt• impie· 
gando HBBA, che rappresenta un metabnlita del BBA (5•6), che si forma 
ÌtL vivo dopo sornminil'ltrazione di cp.test'•ùtimo. 

P er quauto riguarda la BBAM, nel nostro labora torio sono s tati ese
guiti studi vol ti ad indagare la possibilitil, da parte di tale composto, di ini· 
bire la sintesi del CQlcsterolo in vitro da acetato-2-14C in un sistema rico· 
l'truilo, utilizzando la sola frazione microsomale epatica addizionata t·on 
il proprio sorranatantc. È noto infatti che dal pm1to di vista della com· 
partimentalizzazione subcelltÙare la sintesi del colesterolo avviene in due 
compartimenti cellulari : quello costituito dal reticolo endoplasmatico e 
quello formato daUa «frazione solubile ce Uularc». Orbene, anche in questo 
tipo di esp erimento, la velocità di sintesi del col~sterolo è risulta ta sensi
bilmente inibita (4), a conferma del fatto che il processo metabolico, ini· 
zialmentc esar&iuato a livello di fettine di fegato (1·2•7) ed influenzato llagli 
inibitori su menzionati, è p erfettamente paragonahile a qtu~Uo rapprescn· 
tnto dal 8ÌStema ricostituito rnicrcsomi-sopralla tante. 

II BBA e gli altri composti <'saminati inibiscono la velocità di sintesi 
del colesterolo solo a partire da acetato -2-14C (1-'), ma non quando si 

adoperi come precursore rnùioattivo mevalonato-2-14C t1•
4

) che, come è 
noto, è posto a valle dcU'acetato neUa sequenza dei metaboliti della sintesi 
colest t'rolica. Solo l'MPBA ha mostrato dri pos!'lt•derc un sicuro effetto ini· 

12 
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Fig. l. - Inibizione d ella •i nte~i del 
col.-steroolo d o BBA in vitro. 100 
l risultati sono espressi com\' 
'alori percentuali d i inibizione 
(O = volori d i contro llo). Essi 
sono calcolati sulla ha&r di 
m•.tmoli di colesterolo sintetiz
zate dn 2-'•C-acetato per 60 
minuti e per mg d i co le~ll'rolo 

(valore medio controllo in 8 
esperiment i ± S.E.~f. = 0,83 
± 0.15). Gli esPf'rimenti. ese
guiti con fettine di fegato , 
erano li per ogni valore di 
concentrazione d i BBA. 

80 

~ 60 
o 

40 

20 

j. 

6 5 4 3 2 
- LOG 10 BBA (M) 

b en t r ancht· n partire dal mrvalonato (Fig. 2). svelando così Wl secondo 
liYr lto di inibizionr della sintl·si dd colc:;tcrolo, oltre quello rapprcs•·ntnto 
dalll' tappr en7.imaticlh· eh•· intercorronu tra l'a('ctato cd il mr ,·a lonato. 

Ritorncr t'mo piì't a,·a nti sul problrma dcUa inibiziunc da part e del 
MPBA ~> ulla sintc~ i colesterolica da mcvalonato. Vogliamo concentrare 
p er ora la nostra attenzione sugli cnzimj interessati neUa conversione 
d elfacctato in mcvalonato. c sulla po:.Pihilità che e f i possano ess«'rc 
inibiti in t•itro dai derivati butirrici su mcnziònati. Sonu stati esami
nati l"act·tato-CoA ligasi (E.C.6.2.1 .l), cb«' forma acetil-CoA dall'aceta to, 
l'acttil-CuA ncctil trasferns i (E.C.2.3.1.9) , che produce ncetoacetil-CoA da 
2 molecole di acetil-CoA, l'idros5imetiJI!lutaril-CoA (HMG-CoA) s intctu,i 
(E.C.I.1.3.5), necessario per la sintes i di H:MG-CoA da acetoacctii-CoA cd 
aceLii-CoA. r d infine I'HMG-CoA redut tas i (E.C.l. l.l.34 ), che forma il me
Yalonato dall'IIMG-CoA mPdinntr un mcccan i!'mo di riduzione essenzial
mente irre,·er,ibilc. 

I dati relativi a lle prime due a ttività enzimatiche hanno indicato chr 
l'a cctalo-CoA ligas i è scarsamcntt· inibita dal BBA c dal HBBA o è 
inibita sole a concentrazioni molto clt'vate (1•4 ), come indicano i dati 

A n li . IsL . S upor. Sttttilcl (1972) 8, 250 -~09 
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6 5 4 3 2 
- LOG10 MPBA (M) 

Fig. 2. - Inibizione da ) IPBA della sin
tesi del colesterolo in vi
rro partendo da 2-uc.ucetato 
(0-0-0) o da 2·14C-mevalo· 
nato ( • - • - • ). Gli esperi· 
ment i (8 per l'acetato, 6 per 
il mevolonoto) sono st ati ese· 
guiti come descritto in Fig. l. 
Valor i medi cont rollo per l'in
corporazione dell'acetato e del 
mevalonato (in ID!J.moli di co· 
ll' ~terolo ~intetizzntc per 60 
minut i e per mg di coleste
rolo ± S.E.M.) pari a 0,78 
± 0,13 e 14,7 ± 1,10, ri· 
opcttivumcnte. 

esp ost i nella Fig. 3. mentre l'acetil-CoA ace tii t rasferas i è insens ihile an
che ad elevate concentrazioni di BBA o (li altri d er ivati simili (1). Con suc
cessivi esp erimenti (8) i è indicato rhe l'enzima che produce l'H..\1G-CoA 
dall 'ncetil-CoA, ciooì l'HMG-CoA .-intet asi, non ò prat icamen te infl uenzato 
dai suddetti compos ti. 

I da ti fino ra riportati ci inducono a concludere che il sito di inibizione 
esis tente tra acetato c mevalonato non deve risiedere vetosimilmente a 
livello della tapp~t catalizzata dell' acetato-CoA ligasi, in quanto l'inibi
zione d.i quest' ultimo enzima è evidente solo a concentrazioni troppo elevate 
di BBA ctl HBBA (Fig. 3) , e quindi non pnò di per sè co~:~ tituin la tappa 
interessata n d processo di inibizione della sint esi del colesterolo (Fig. l ) 
osserva ta u partirf' da acetato-2-HC in fettine d 'organo (1·4), t• prodotto da 
concl'ntrazioni (li BBA ben più basse di quelle inibenti l'nccta to·CoA ligasi. 

~: chiaro che tm 'altra attività enzimatica tlovrà c~sere intt•rc·ssata, 
ed in modo piìr st> ns ibile, p er r endere conto della inibizione globale del 
processo tl i s intesi del colesterolo es is tente tra acetato l' mcvalonato. P er 
tale ragiorw a bbia mo voluto esaminare r a ttivit ìl HMG-CoA rctlut tas ira 
prcpuata tla frga to. Quest 'enzima è indicato qu a:si uni' Hsalmntte come 
il piir importan t<• fattore. se n on l"tmico. r apace eli regolare in r it•o lo 
intero prorc>s~o Ii i "int.•s i tlcl cole,; t ero lo (9• 11) , in q ltanlo ì· inO ucnzato dal 
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colesterolo stesso, dal digiuno, daUa dit'la c da fattori amhicntali (1'). Un 
suo studio pertanto, in rrlazione alfcff,•tto di BBA e composti correlati, 
ristùtava di notevole interesse. Gli c;.perimcnti ~>ono s tati eseguiti con 
BBA, HBBA, MPBA, PYA e TIBAJ\f !'> ia suJr('nY.ima estratto dal r eticolo 
endoplasmatico c poi soluhilizz1•to c scmipurith·ato. sia stùl'cnzima « na· 
tivo», ancora legato aUe strutturi' mir rMnmali . ad<,pcrando d.irettnmcote, 
in ques to caso, mirrosomi epatici di ratto. I risultati hanno dimo t rato che 
l'IDIG-CoA rcdnttasi semipurilicata dnl fc~nto di ratto è notevolmente 
inibita cla tali co mposti (8), in modo particolare da 1\IPBA e BBA, a li
veUi di co.nccntrazionc tali da poter da soln c&scrc responsabil e Jel 
b1ocro dell 'i'ltero processo bio::intetiro, ossen ·ato in fettine e frazioni suh· 
cellulari di fegato (lj ratto (1•4). NPgli esperimenti e~cguiti impiegando di
rettament e membrane del reticolo endoplasmatico intalle {8\, sono stati 
perù ottenuti risultati contraddittori, m•l senso che il BBA cd i compusti 
correla t;, all~icht- inibire, stimolauo J'ntli\·ità rednttasica. specialmente 
quando vengono prc-incubati con lt• ml'mhranc microsomuli per 10 m iuuti 
prima dell 'aggiunta del substrato (JDtC-Co.\ ). Quc:.ti dati, che portano 
ad t·scluJerc l'effetto inibitorio di'Ua rcdutta"i in qnestiom• sulle membrane 

100 ~ 
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Fig. 3. - Effetto de l BDA ( • - • - • ) e dell'HBBA (o-c-o) sull'acetato·CoA ligui 
preparata da fegato di piccion~. In ascis~e: concentrwone molare di BBA o 
HBBA (iu valori logarilmici); in ordinata : percentuale di inibizione. 
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illtegre, sono s tati interpretati cla noi ammettendo che i derivati butir· 
rici esercitano a livello di membrana un effetto, probabilmente aspecifico, 
che porta ad unn sua maggiore permeabilità a substrati aggiunt.i dal1o 
esterno (nel ca o peci6co all' ID!G-CoA), con il ris ultato di stimolare l'at· 
tività enzimatica, che pur risultava clùaramentP inibita in uitro in sistemi 
non compnrtimentalizzati. Questo ea·euo aspecifico sulle membrane sar à 
confermato dai risultati che esporremo più avanti. 

L'effetto ch e il BBA S\'olge a livello dell'acetato-CoA ligasi (inibizione 
dell'attività enzimatica solo a concentrazioni molto c·levate), illustnto pri
ma, è s tato argomento di interessante discussione per poter collegare tali 
dati con quelli o ti E>nuti sull ' inibizione del processo globale di s intesi del co· 
lesterolo. Si è osservato ch e lo studio di una r eazione, come quella cataliz
zata dall 'acetato-CoA ligasi, la cruale porta alla formazione dell'acetil-CoA 
dall'aectato, non t- rn molto logico, nel qunùro di uno s tudio s ui processi 
enzimatici intercalati lungo l'arco biosintetico ch e conduce a formazione di 
eolcstcrolo, poichè Ja maggior parte del pnol cellu la re 11i ncctli-CoA pro· 
vienr i n vit·o non dalla trasformazione dell 'acetato in acetil-CoA, hcnsl 
dall'ost~idnz ione Ìt\tramito('ondriale del piruvato. :f: l'ossiclazione del pi.ru· 
vato intramitocondriale che fornisce un pool attivo di acctil-CoA da 
indirizzare verso una sinlc!> i extramitocondriale cfficienlf' di colesterolo 
e di corupo ti ad <'sso correlati. Sono s tati pertanto esf'guiti studi 
sull'effetto che il BBA svolge sull'ossidazionc del piruvnto, dimostran· 
dosi in t·itro ch e mitocondri purificati tli fegato di ratto, pre·in.cubati con 
BBA. ossidano il piruvato a velocità veramente ridotte, e contempora
neamente formano citrato in quantità minime (1t1), come dimostra la 
Tab. J. Do questa ., j osserva che l'etl'etto del BBA ha luogo a concentra• 

TABELLA l 

Effetto del BBA snll'ossidazione del piruvato e 
sulla formazione del citrato in mitocondri epatici 

IJUA c''="iu.Mo Prt~UV\TO -~ Ct'I"II).TO 
(l'moU) DI toli.ICC'I() ( • ) (pmoll) (••) (l'moli) (• • ) 

11 ,2 - 6, 10 + 1,80 
100 O, B (93) - o. 70 (89) + 0, 10 (94) 

1.0 1, 0 (91) - o, 80 {87) + 0, 10 {94) 
0. 1 l, 5 (87) - 0,80 (87) T 0, J1 (94) 

_____. 

1.,~.,. coodolla - m1toc.mdrl pmiBeatl di C<pto di rotto (l "'' airea 
di uoto protdoo) per 30 mllultl a 30oC. 1J BBA • dato pre-iaeubato lA tunl Jb ...,... 
rln>.call J><r 15 mllwtl """ l mitoooodri. prima deii'"Uiunta del rubttnlO. 

( ' ) Rh.ultatl riportati ia PJ di u<IUll di OJrrlc azoto pooldeoj30 mlaoù. Tra 
fi&IUI.eal l iadiuto n ptodo di ialhb:iooe. 

("') l dati rapprftOJII&Do l& OCOIDP""• di pirunto o l·•=eoto di ooDoeoiJ'Uione 
citi a ll'alO odia alo«<a di iAeubuioa~. T"' ..-teoi ~ iDdicato u pado di lalbWoae. 
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zioni 't•rruut•IILI' IJa,., ,. (~J.l\1 ). ,. t'ht· t' ~ i m il•· ,ia no i rig ua rd i clt·U ·u~~itlazitm t· 

dt'l pinl\'atc' t·hc· d r lla forrnazimtt' c.t r l dtratu. l~: tptindi dtiaru cht· iJ HBA 
Ò t' \ 'C inCl uem:art> in qual da· modo lu furmazion•· ùi un pool ati j q, di ucctii
CoA C(' lhùart·, fur:w purttmdu n diminuzitlllt ' il prwl dcll'acTLil·CoA intra· 
mitot•ondrialc mctli~tult· inibizioni' clt•l '~'~•·mn pirtt' iro-o ... ,ida-ico. In a ltre 
pttrole l'ucet ii-CoA non. ptuì fwti"Ìomm· •·fltl'i cutc•mt·ntc per l1· •int•• ... i '- t~>roli· 

che se non raggiungt• u r l \'i losol uua t'mtt·cntrazi!lnt· attiva. c· qut•sta deve 
ottener i dal pool intrarnitm·onùriak tli m·rti i-Co \: ì· chiaru quindJ cht•, 
influenzando quc•,.. t 'w ti m o. ar:t pr.tl i t .JIIlt 'tt le· influe•nzata . a m· h e '-C iu 'i a 
indiretta , La ... intt·"i dd coJt•..,tt·r olo ... u•~ .. u. 

T n e .... pf'rÌm<'nti !:>UC' t'l'~~Ì\ i ~o i ì· tlwaut- lralu :mdw che· il pinl\·ato. quandt) 

è prc~entc m•lla prc·Ìn<'1Wa7ion• in .. u·m •· '"" ti BB \. protcg~-t•' qu.lSÌ lotaJ
nlcnte il s i-, t r ma mitot•ontlrialt• ùall'iuihi~:iunt· dt•lla n ·-.pira7ionc da parte 
del BBA (13 ) . roml' dimo~olrn la TaL. :!. Il \:tlurc· eli iniiJiziuu~ diminuì 't' t' 

'l AD ELI . .\ •l 

E.ffetto protelli\a del sub Irato ull'o idaziolJe del 
piruvato in nùtocondri epatici io presenza di BBA 

l•ar.-tl"'CI 8 VIU' t 
(.n,41 'fr ••• (.,.,, .. 
• ""'' • ,,. c·J (ltmuh) (• •J 

n t:f.SUIIU ili'!! -1.. l. '\0 
BR'\ (100 IL illOii) 1.9 (81) + 0,211 (85) 
BB.\ (100 IL lllOla) + 

piru\ atn ( 100 f-L nlO!J ) i' :l (29) ..,.. n. 911 (30) 
---- --

Prthu•ob•-,inne ff!ndottl ••• f011 Dll\ da '"'' • •• (tu nU\ .. pini\.UO in~~r~ltlnf'. ptr 

l5 ad1>utl • ,O"C, prim• .t. •JcJW>Jr~ l ò l'DJ ·Il rio fuasaul ''· 
t ") ll .... a .... ripotloll 111 ,., dt ·•~nll do n, mjC .,, •·· prtllt\00 30 monuh 'tr• 

PaftDta. • ~·· il crodo ciJ lnlb ......... 
( • •) l d a ti repprttKntanl) a·auaa.oto d1 tuof't'atru..4:•nr dr l at.ratu adl.a lllh<"C:I• 

d'~ Tu J"'ft1llt'J • 1~01 U cr..t<> di oalloW._. 

infatti fino al 30 11~ circa , quando il pirll\ a t u t• pn··int•ubnl<l ro n il B BA. 
Questo r i:oultato, mt:ntrc pone econdu noi i mituronclri in conclizioni d1 
normali dlìcicnze ossidati\ c, dall'altro può ant:ora "Pil'gart:, pur in prc'-cllZ4 
di concentrazioni fisio logiche di sub .. trati prott'lti' i (come conti n uarncnte 
arcade in \W ambiente cclhùnrc ifl I'ÌL'O). r cffl'ttO injbitorill dd BBA wln 
sintesi citoplasmatica del colb tcrolo aePtii-Co \-dipendrntc, in quanto il 
grado del pot enziale trasfcrim('nto di tl('(·til-Co.\ dal mitocondrio al citopla
s ma potrebbe sempr e essere grnvem<•ut•· aQ'eu o. 

Qualr è il m eccanismo dell 'inibizione dell' o,:-idazionc del piru' ato? 
Questo interrogath·o ci ha condotto ad w1a lunga serie di e~perim enti , ch e 
hanno portato a risultati di Wl certo interesse (18·u). Si è cioè dimostrato 

Ann. ltt, Suptr. Sanrld 1 197~ 1 l, ::M-~G 



PORCELLATl, GAITJ, BI~ACI.JA E GORACCI 263 

che il BBA agisce a livello delle membrruw mitoconùriali permettendo la 
fuoriu11cita del ~AD dall'interno del mitocondrio, ~cnzu d'altra parte pro
ùurre alcun r igonfiamt•nto a carico dello -; t esso (11). Tali' fuoriuscita co"ti
tui ce il fattore più U:nportante al quale è legato il prOC{' !>O di irùbizion e del
l 'o sidazione del piruvato e quindi della ,intes i dell' acetil-CoA. Con altri 
esperimenti ( l3•14) aobiamo potuto iufatti dimo<; trarc dircttnm<'ntr la 
fuoriu:;cita del NAD, l'effetto prott'ttivo l> U tnle fcnvmcno da parte tlell' 
a cido èti len-tliammiuo-tctraacetico o EDT \. (noto a~entc ' lubilizznntc J et
le ml'mhrnne), l't•fi't'ttO riatLivante , n,Jtt) dal .\AD a:tgimll o dalfc:-t crno al 
~il:! t cmu cl'incubaz:ione, l'dfctto del BB.\ di fa,·ilitare il ft·nomcno del rigon
linmcnto mitoconJrial<' da parte tli .. icuri agenti rigonfianti (il BDA labi
lizzn le membrane, preparandole così ulfdl'ctto rigonfìantc), l'efl"ctto pro· 
t c ttivo svolto dal piruvuto e dai metaboliti del ciclo eli Krtlbs aggiwlti ùal
l'est.crno verso la fuoriuscita del NAD e qulntli v erso l'inibil(.iouc Jcl pro
ccsNo tli os ' idazionc. Ques t 'ultimo dato è l:- picgahile alla luce delle noziorù 
r.•lnti ve al comportamento int-ramitocondriale del ~AD o~ idato c r idotto 
(1 AOH). È noto cbe I'NADH è l<>ga to moho più fortt•mf'llte ùel ~AD 
~tUe struttme mitoconddali (15) , e non è ctuindi facilmi:'nte a llontanahilc 
eia t:~S <', quando f!Uakhc agente l abilizznnte le mt•mbrunt• (BBA) o gli 
agt•nti rigonfiunti agiscono sul mitocondrio. P oichè, tramite l'os::.idazione 
intramitocondriale dei metaboliti aggiunti dall'esterno, >o i produce una no· 
t <' ' oli' truantitn di ""\ \ DH a , pese del \D. :-i ott i cm· una protezione nei 
riguardi deUa fuoriu~(·ita di ques t'ultimo dal mitoconclrio. 

Molti dei dati ollcnuti sul.rossidazione del piruvato d hanno con
clouo alla conYim:ionc d1e il BBA, t'Ome gli altri derivati, pos iede tm t•f· 
fctto uspct:ifico n livello di membrana, a conferma di quanto era .... ta to os
~··rvato nello s tmlio dfU'atti,ità R.:\'I C-CoA rcduttasicn prima men ziona to . 
Quc Lo c•tfc! tlo, tli difficile interprctazionf' . ì• <''ridcnziabilc in t•itro cd ì: pro· 
bubilm t•nte presente in t•it·o. poichi• in r:i L·o J'ut tÌ\'ÌtÌ\ di membrana i• più 
logicamente rapprf'scn tnta. Tale fenom<'no è efficientemente conlrobilan· 
d nto in r•ilro dalla prcst•nza di mctaboliti l_)roteltori, t' ciù ... pic~a il perrhè 
dc,lla co mpleta ut.,s;. icità del BBA c di a ltri agenti ipo<lolt•stcrolcmit i d el 
tipo tlc l BBA. 

L'l'fl'etto prote ttore ~Yolto da vari mctaboliti t·onducc però a modic· i 
effe tti inibitori sulla v elocità di fo rmazione di acctil-CoA e eli mcvalouato. 
contrariamente a quanto si osserva con gli enzimi c:.trutti c purilìcati o 
con lo s tudio delle attività enzimatiche dNNminatt> in asst•nza di suh trati 
p rotettori. Ci s i pnò domandare, a questo punto, e tale effetto protct· 
tor" uon :.ia responsabile della mancata ilimostraziono in liÌL'O di un sicuro 
effetto di inibizione della sintesi del cole tcrolo in ratti (1'), mentre i nume
ros i coperimenti in vitro hanno sempre dimostrato effetti f'icuri di inihi· 
.zionc. Oltre ch e alle ragioni su esposte. la mancanza di un effetto inibente 
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in vivo potrebbe anche esser dovuta ad un rapido metabolismo di tali 
composti i quali non raggiungerebbero n egli organi livelli sicwameute ini
benti. A questo scopo sono stati condotti esperimenti di somtninistra· 
zione in ratti di BBA c BBAM marcati in posizione l con 14C. Sommini
strando 200 mg{kg di BBA per via endovenosa od intramuscolare o 200 
mg/kg di BBAM per os in ratti Sprague-Dawley maschi (150-200 g), e 
dosando a var.i tempi la concentrazione dei due prodotti nel sangue e nel 
fegato, si è dimostrato (17 ) che la concentrazione ematica del BBA è 
molto più elevata nelle prime quattro ore dopo sommin.i.strarione endo
venosa od intramuscolare rispetto a quella ottenibile con la somministra
zione di BBAM per os, e che inoltre le concentrazioni nel fegato di BBA 
e BBAM con le tre vie di somministrazione non sono molto diverse tra 
loro; tra 30 minuti ed 8 ore dalla somministrazione, sono valutabili a 
circa lO~M rispetto al peso del fegato fresco. Tale concentrazione risulta 
inibitrice della biosintesi del colesterolo, sulla base delle notizie prima ri

porta te (1·'). 

È stato condotto uno studio anche sulla distribuzione n ellt: vane 
frazioni subcellulari epatiche (nuclei, mitocondri, microsomi, frazione solu· 
bile) di BBA e BBAM radioattivi, somminis trati in vivo a ratti maschi 
Sprague-Dawley. I risultati, che ~ono ripoz tati nelle T ah. 3 e 4, per quanto 
riguarda la BBAM ed il BBA. r isp ettivamente, indicano che la loTo distri
buzione nelle varie suhfrazioni avviene in modo non caratteristico. Il 50 % 
circa del composto è infatti presente n ella «frazione solubile» cellulare, il 
20-25 % nei nuclei (35-40 % n el ca<Jo del BBA. Tab. 4) ed il rimanente 
(20 % circa nel caso del BBAM • 10-12 % nel caso del BBA) distribuito 
in parti pressochè eguali tra frazione mitoeondriale c microsomialc. A que
st'ultimo r iguardo c'è da aggiungere che la frazione microsomiale, la quale 
rappresenta la sede delle più importanti reazioni enzimatiche deputate alla 
sintesi del colesterolo, conserva, p er il periodo tra i 30 minuti e le 16 ore 
dalla somministrazione di BBAM, sempre il 10 % circa della radioattività 
del fegato in toto. Tale percentuale nei microsomi è intorno al 5 % nel 
caso di somministrazione di BBA e rimane tale fino alle 8 ore (Tab. 4). 
Probabilmente una maggiore lipofilia del BBAM rispetto al BBA potrebbe 
rendere conto della più. elevata percentuale di BBAM:, potendo quest'ultima 
essere più facilmente assunta dalle membrane microsomiali. 

Nell'aspetto generale della distribuzione delle quantità assolute in 
funzione del t empo, tali prove risultano alquanto simili a quelle del fegato 
integro (17). Inoltre, differenze tra le prove di somministrazione di BBA e 
BBAM esistono solo nel senso che il primo prodotto risulta presente in 
elevate quantità a livello delle frazioni subcellulari solo fino alle 4 ore 
dalla somministrazione, decadendo nettamente alle 8 ore (pur mantenendo 
la stessa percentuale dell'omogenato), mentre la qUantità di .BBAM rimane 
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elevata in e e anche dopo 8 ore clalla -.ua introduzioni.'. Ùe1' adt>odo olo 
alle 16 ore, ma anche in que to ca,o mantenendo la tes,.a percentuale dei
Pomogenato. 

In term 101 di concentrazioni ~ubceUu.lari dci prodotti rad1oatthi, le 
Tab. 3 e \ indicano che alle 4 ore <lalla sommini-. trnzionl.' tli BB.\ 'l, .. j 
raggiunge nei microsomi una concentrazione di <'irra ;) X lO ' 'l. mrntre 
n el ca o dd BBA tale concentrazione è di cirro !! X lO 1 ~1. 

TAOELI. , 3 

Distribuzione e concentrazione di BBAM in frazioni subcellulori 
dì fegato di ratto dopo somministraziooe del prodotto marcato 

lDIUVallo doli o l 
10n1mùalttrulooc 

(mlft) 

30 

30 

60 

60 

ZlO 

2 ~o 

<180 

960 

L 
960 

f o D<UIIOJIODI ( \l) 
Radloattjvn.à dete_rminata in 1or• e 1.0 lra.a•oru (n t") (• ) c.alcnlata !a 

l l l \htu~o adri \Ucro-:;;;;;; 
"I'IJhle :'luelei M.ito<',utdri ~\lic.rotorui JSopr•ot~tln10 (••) i•1_ 

6,25 

59. ~l} 

18 . 19 

19 ,0i 

33.01 

19,90 

13,51 

20.60 

9.57 

1\,10 

'' · 65 

l, 73 
(26) 
3,66 

(22. 6) 
12.<0 
(23, 6) 

5,5-l 
(22.1) 

l.29 
(25. 2) 
5, 88 

(20,1) 
-l.6-1 

(22. 5) 
3,24 

(27' 7) 
5.20 

(25, l) 

l ' 1-3 
(16, 8) 
l. 57 

(25. 8) 
1.09 

(24, 7) 

1,02 
(15,3) 
l. 55 

(9. 5) 
7.02 

(13, l) 
1,22 

(6.4) 
0.70 

('.l) 
3.10 

(10. 5) 
2.28 

(11,1) 
0.96 

(8, 2) 
2,18 

(l O. 5) 
0,79 
(9.3) 
0.47 

(7,8) 
0,:!5 

(5. 6) 

l, 1•1 
(16, 6) 
2,18 

(13, S) 
_.,60 

(8.6) 
1,47 

(7. l ) 
2. 12 

(12. 5) 
1.98 

(6. 7) 
~. 15 

(10, S) 
0,80 

(6.9) 
l, 85 

(8, 9) 
0,96 

(11, 2) 
0,59 
(9, 7) 
0,45 

(lO' 2) 

2,1!0 
(~~2' l) 

11 , 80 
(H.3) 
29. Hl 
(SUl) 
10.81 
(56. 7) 
9.9!! 

(58,~) 

18.39 
(62, 8) 
Il. 51 
(56, O) 
().69 

(57. 2) 
I l. ·16 
(54. l) 
5. 3 ~ 

(ll2, 7) 
3. u 

(56. 7) 
2,63 

(59, 5) 

J ' ·~. l o l l 2. l o-s 

l · ll)- 1 1. 2.) l)-4 1 

0,8.JO' J. O. JG-1 

l,z. to-• l.l.JO-' 

7,6· lo-S 1,9 · 1G-S 

5, 8·1G-~ 5 ,1 JG-S 

5,2·l<r' 4,5 · 10-S 

2,2·1G-5 2. L·lG-S l 
BDU·''C HRiva oomm.iuut.rala pu •• (100 "''lkB• au.ivit1 ~pocUJ .. paJt a 16,81 oc,"''). oo•pooa lo 11omma 

at•bl• (IO mJ,~I)· lA o..r.Cruioal cr.- J"'''f>"RII eoa -IOdJ -"""'"""'ali. "4lJ lolorvalll dcltnalaal.l lA OBA.\r 
.,.. ......,perola cl.u. .. t.rru:laod d~ il maiUI&Ie &... ...,..._.; • .-oli Jl"&~ eo" So...._IOO (P•<kard 
l...,._l. S.p.A.. llllla) a 60tC (l aa.IIIIO!iac). Uaa aliqaol& cn op1Ma -llla ,.. ~ l"l"i.Ja - -· 
t..U -~ o.l ,..,.,.,.._.. .--iva irti& ~~~"' - tn..lo. 1101a ct.r- •u••la tk ... -.lo«la ...,.. 
c.llanlol ..,. ... ...,." TnlOo X-100 (44 • •• ..,,..,_ 

( ' ) l'or rad ..... ulvlt1 lolala ol ia:uade ..,..u. .,......."' ...U'o.....,....IO dal ff'lolo '" ,_, lA ,.._..,....._ di ,.. 
dloaui••U ....,.po...S..ell ad "'"Ì (~ rdativomule al lOiala cii radiMU.Yit• ,..,up<rala • iDdlcaJa 1n1 p..,.._lool. 
La oo_. di l.ali ,.._..IAall """ ua mai i.r.rian al 9$ % cWla ....:l;o.ott!Yiu tldl'o""'' .. •l4 l" , ... 

(") Caloolata oulla ... ,. del pao ddJc &..ioooi, ............ l • ad l ..a cii lru-. 
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T AB l. !.L\ 

Distribuzione e concentrazione di BBA in frazioni subceUulari 
di fegato di ratto dopo sommiuist razione del prodotto marcato 

--- -- --
luttr\allt• dt~llo l J(adtoauhitit dttC"rwlnata in l ul o ,.. ia frn•UQI (t'c) 

Cot~ttn\l'li'ÙODP l l l j 
cako."'lata 1n 

•omminu& r•z.tnttt ------
(muoJ 'l 'urr.t•• '\ tv l i l \1 ·lHt'lliUfri r 1\l ;"""'"mi ! s ~,,::::::: MHut'ondtl J )!icrn .. otui 

l 

13.61 5.(13 1.03 0.53 5.86 1,3·10-" 7,1 · 10-• 
( 13, J) (7,9) (·~.l) (11 , 9) 

15,09 6.3H 1.19 0,60 6, 76 1,4· 10- ' 7,3 -IO.i 
(il2. 7) (8 , O) ('LO) (45. 3) 

1,8· 10- 11 1, 4·10-t 311 1-1.18 5,96 1,30 O, .J.i 6,08 
(-13. 2) (9, 3) (3, 1~) Ut,l) 

30 U.20 5.61 1,14 0,56 6,69 1,6· LQ-1 1.1 ·10-11 
(40, l ) (8, 1} (4) (47. 7) 

611 19.0:1 5.50 1, 78 0.58 10,01! 3,1 · 10-' 0 ,8· 10- 1 
(30, i) (9, 9) (3. 2) (56, 2) l 

6H 18,92 6 . 90 1,69 o, 75 9,45 3·10-i o. 7·10- 1 
(36, i) (9,0) (1.0) (SO, 3) ,l 2<~0 18. 5·1. 6,6(i 1,85 0,59 9,31 3,6· 10- 1 1. 6· 10 
(36, 2) (10,1) (3, 2) {50, S) 

2411 19.91 7,01 1,65 0,61 10,62 2, 8 .JO-' l , 1 · 10 l 

(35, 2) (8,3) (3,1) (53, 4) 
480 3,80 1,39 0,38 0,25 1,68 6,2· 10-5 4,7.JO_j l 

(37. 5) (10, 4) (6. 6) (45, 4) 
480 3.~7 1,26 0,29 0,19 l. 55 4.6·10 s s,o. Jo-s 

(38. l ) (8 . 9) (5, 9) (li. O) l 
--- --- ---

BBA l"C AOmminilluto T'f' •• (100 m~ ' LJ, a ttivitil lpt<IGc• pari a 76.81 n<' U>J). Pr.,.,.,dimtnti tp<rlwrotoli 
td i.udit uioni dd dati Wnlli • CJUdli riportati io Tab. J. 

Tali coucentrazion.i. spc<'itÙnwntc qucll\· del BU.\, r isultano inihitrici 
della bio~i ntcsi elci rolcstcrolo, sulla ba11c delle noti-tic· prima riportate ('·4), 

c quindi imlich ercbLcro eh <> effettivamente si posbono raggiwtgrre ;, t!ÌVO 

concentrazioni tali di BBA da poter influenzare le rcrrioni enzimatiche mi
cro!>orniali alla base tld procc so di biosintesi del colesterolo. 

Primu di terminare que:.ta parte dell' esposizione, dobbiamo menzionare 
chc le proYe relativo alla di~tribuziouc subcellulare drl BBA e del BBAM 
non sono otate influenzate dt:. possibili fenomeni di rid.istribuzione dei pro
dotti, che possono accadere durante le manipolazioni delle frazioni e le varie 
ccntrifuguzioni. Tutti i controlli effettuati hanno infatti dimostrato che 
nessuna ridistribuzionc apprezzabile dci composti ba luogo tra le varie 
suhfrazioni in tutte le prow eseguite. P ertanto i dati ottenuti riflettono le 
reali distribuzioui dei composti menzionati ottenibili in vivo a livello dell e 
varie subfrazioni esaminate. 

.4 nn. Jat. Supn. SonttA U9nl l, !M-!OG 
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Ci è sembrato particol~umentc intcr CS!'antc, alla luce dci J nti esposti 
nelle Tab. 3 c -~, indagare ,.ul fenomeno ùdla peculiare C'onccntrazione eli 
BBA c DBAl\1 a }jvdlo della frazione nucleare. :\Icdiante lo :,Luruo della 
di~LriiJnzione di BBA c BB.Aftl in es tratti contenenti RNA c DNA si t> 
potuto os:-;crvare che non vi è una loro dettiYa concentrazione a livello 
di que~ti due acilli nudeici. 

Sueces!'ivi ~ tudi :,;ono stati csrguiti sul comportamento di BBAl\1: a 
livello della mucosa iutc::tinalr, do,·r f. noto avvenire nna buona parte del 
.la ::; intesi del colesterolo itt vim (") . Le tecnirhe adop«>rate 8ono s tate 
identiche a quelle adottate per lu ,;tudio dt·lla ùis lribuzionc di BBA:\[ a 
livello delle subfrnioni t:patidte (Tab. :~). I dati t)ttcnuti, non riportati 
in tabella per brcYitù, hanno dimo,trato ('be andtc a livPIIo dei micro· 
somi della muco~a irltt•,tinalc si raggiunge in ·r•iva una concentrazione mas· 
:-ima tli DBA:)l tra le -~ " le 8 or(' dalla so mminis t-razione, ma che tale 

- - 0-

J 

b 

' 
G- -() 

2, 

' 
Fig.--~. - Rnnioantogruftn (') su s trato .ottilc tii >Lt;roli marcati clopo iucubazione di 

frttine ùi fegato di rutto con mcvalonato-2-"C, C•Cf(wta come dt'-critto in 
precedenti cspcriml'nti (3). l) nl'•~unn nttgiunta di \fPBA ; 2) '[PB.\ . 0,1 •n.'f. 
aggiunto; 3) MPllA, 0.01 m~f. ag{!innlo; ·~) :\lPB.\. 0.001 m\f. ag!(Ìunto. 
a) colesterolo: b), ? ; c) lano.terolo; d) >qualene. 

A nn. lat. Super. San(ta (1972) 8, ~:.6-2611 
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concentrazione è piìt b assa di qurlla osservata in aualnglw frazioni epatiche, 
essendo drll 'ordine di Bxi0 - 6 M. lntrn•ssant<' è auche nota re rhe dopo 16 
ore dalla somrninis traziom· di BOAM i• possibilt• arH·ora porre in evidenza 
una apprezzabile radioatti\·iti'l a lin-Uo minosomialc . 

'f'\OF.f.LA ;; 

Effetto dell 'acido cx-metil y-feoil butirrico (MPBA) sulla 
isopeotenil pirof~.sfato isomcrWli isolata e purificata da 

fegato di ratto (l~) 

::..ou lii'IJ\ Con \ti'U \, l m\1 l.on M PISA. 0.1 mM 

1 :!i.! 2~. l :!1:1.1! 
:! ::!IJ.I 31.:! .. .,- ... -' .. ~ 
3 30.7 2'i,R :Il.:! 
4 2f>.:! 25. l :!R .. ; 
5 21,4 :!CJ,ti :!L Cl 

L'attivitli i.sopt:utenil pirofn.,.fat_n,tt~mtrtwc- .,,. d(teriD.IAAt& p«-r aaahllat.1on~ 

Uquida .. e. lloUow•y e Popjik (111). I doti "''"' e1pro .. ì tn unii.A/"'1: do prnt•iue. La 
fruionc attiva cc>ni•r><>llde • qu•U• "(;.~00-~• do llollo•.-.y • l'op1llt (l b). 

l 

TAOl. f. LA 6 

Effetto dell'acidi) cx-metil y-fenil butirrico (MPBA) 
sulla 3,3-dimetilallil trasferll8i e sulla geraoil 
trasferasi isolata e purificata dal fegato di ratto 

l ltPB \ (l mM) j \IPII\ (0,1 m\1) ----
Esperimento n. l (o) 71,2 75 .4 68,6 

(b) 69.3 Il:!. ~ 75.6 
(r) 79, ·l 72. l 73,9 

E5perimcnto u. 2 (o) lOL2 91.2 91.2 
(b) 98.4 93.2 9~. 7 

L (c) 107. 6 100,7 97.3 
---

Cii esperimenti del n. 1 Il rifu~"" • dooa«ei doll'otLJvit! dimetilalWtr .. re· 
ruiCI (Il), mLDln quelli d~l n. 2 • do.oui dtll'1lli~ìt! ,..,..,.(.troJnouu (lt). La pnmo 

ono --ui•ta oon cllmetil-allilpiroro.rato .,. J. l4C.ItopODlenil pirofoofolo: l• OH<>nda eon 
pani! pirofo•r•to + I·'•C-bopeot.<nll plror ... roto. l dou oooo Hp,.. o! l• wut1 mc di 
protoì.ne. La~.,... attiva corri>pondo o.lloc OEAE fnclion• dollollowoy ol'opjo.k(1t). 

Vogliamo concludere quebta noslru rclaziou!' t'bponcndo alcuni dati 
relativi allo s tudio della inihi1.ionc della sintt~,j ('olr!-tcrolica da MPBA, 
che abbiamo trattato prima. Tulc romposto risulta ÌIÙÙitort•, non solo ado
perando l'acetato-2-14C come precursorr dr! colesterolo, ma anche il mc· 
valonato·2-14C (9 ). Il risultato indica che l'MPBA svolge un ruolo inibito· 
rio anche a livello di tappe enzimatiche poste tra il mevalonato ed il cole· 

A nn. Iat. SuptT. Sanità {1972) l . 2!o6 2M 
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stcrolo. La Fig. 4 dimostra appunt o c-he un'evidente inibizione della s intesi 
del colesterolo da mevalonato aY\ iem• ad una concentra~ionc di MPBA 
pari a l0 - ·1 M. 

Sono stati pertanto C:':tmina t i rluc impor tanti enzimi conne~s i con que
s te fas i m etaboliche, la isopentcnil pirofosfato isomerasi c la gerani! tra
sfcrasi, ambedue isolate dal fegato di ratto e purificate (18•19). I dati delle 
Tab. 5 e 6 indicano pert) che ne.<;suna d elle due attività enzimatiche esa· 
m inate risulta inibita da MPBA, a concentrnzioni l e 0,1 m)l, c pertanto 
non sono q ltcste attività responsabili della inibizionc del processo metabo
lico che conduce dal ruevalonato a l colesterolo. 

Poichè con esperimenti preccdt·nt i (1•4 ) «:ra s ta t o dimostrato che ncs
stma sostanziale inibizione occorre pt•r i processi nu~tabolici intercorrenti 
tra Rqualcne c colesterolo, nè acl opera di MPB A nè di BBA o BBAl\1, 
ne ristùta che l'inihizioi'e deve avvo·nirc, pt•r 'l'tanto r igunrda ::\lPBA, solo 
tra rnevalonato e !';qualenc, oltre quella g iù documentata (3) occorrf' nte pri
ma ò.cl mcvalonato. "Gno studio più approfondito Jclle a ttività enzimati
che esis tenti t ra questi due lÙlim i mf'taboliti risulta tli not1·vole importanza, 
ed i nostti s forzi in futtuo sono v olti anche a cercare tli risolv!"re quest'ul· 
timo problf'ma . 
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