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e Aiute Ordinario dell’Istituto di Furmacologia dell'Universita di Milano,
¢ tragicamente scomparsa il 26 gennaio 1972, pochi giorni dopn Vinvie del
testo della conferenza tenuta nel nostro Istitute il 14 frbbraio 1971 in occa-
sione della VII Riuniune del Gruppo di Ricerca sul Metabolismo Lipidico,
del quale era Membro attive sin dalle sun fondazione.

La pubblicazione integrale di questa conferenza intende essere un estremo
omaggio dei Soci del Gruppo alla Sua Memoria.

IR, An¢ELICO

La biosintesi del colesterolo puo esserc studiata sia in ciro sia in vitro
e le tecniche attnalmente disponibili permettono di approfondire anche la
conoscenza dei suoi meeccanismi.

Studi di biosintesi del colesterolo in rvitro a partire da precursori sem-
plici vengono effettnati ogni qual volta se ne vogliano studiare i meccanismi
fisiologici e patologici di regolazione. Questi risultano di difficile interpreta-
zione se si tiene conto della esistenza di complessi problemi di comparti-
mentazione. E tuttavia il caso di ricordare un problema di notevele impor-
tanza risolto soltanto attraverso ricerche in vive, lo studio cioé del mecca-
‘nismo di regolazione della colesterolemia nell’'uome. Si riteneva infatti che
il meccanismo di « feedback » negativo, che regola la sintesi epatica del co-
lesterolo nel ratto e nel cane (), fosse operante anche nell’'uomo, e che pereid
poco significato potesse avere, dal punto di vista praticoe, la riduzione dello
apporto dietetico di colesterclo. Al contrario, accurati studi condotti som-
ministrando acetato marcato hanno messo in evidenza I'esistenza di un pool
endogeno di colesterclo (%) pari a 2/3, 3/4 del colesterolo totale. Ricerche
effettuate con 1,0 hanno permesso di chiarire che 'apporte esogeno di
colesterolo nell’uome non fa spostare il pool endegeno, mentre si verifica
un effetto somma con aumento netevole della colesterolemia. Cid ha fatto
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pensare o che il « feedback» nel fegato umano non funzionasse, o che altri
tessuti non sottoposti a «feedback» entrassero in gioco con un ruclo
importante ().

Gli studi in vitro sono molto avanzati: sappiamo che si possono isolare
dal fegato complessi multienzimatici, che si trovano nelle frazioni micro-
somigle e solubile e che sono in grade di effettuare la hiosintesi da MVA
fino al colesterolo (4).

Diversi cofattori sono necessari: O,, Mgt+, ATP, NADH, NADPH.
Le modaliti di purificazione degli enzimi, la preparazione dei substrati e
le condizioni ottimali di lavero per studi di biosintesi del colesterolo sono
state dettagliatamente descritte di recente da Popjak (¥} e Dempsey (7).

Un aspetto importante dells questione rignarda i tessuti nei quali
pud essere studiata la biosintesi del colesterolo. Il fegato & notoriamente il
tessuto che di il migliore rerdimento. Altri tessuti, guali il muscolo e il rene,
dimostrano scarsa attiviti. Un discorso a parte meritano la cute e il tessuto
nervoso. Nella cute sono presenti steroli intermedi della biosintesi e, pur
essendo la preparazione del tessuto un pé complessa, vi si possono studiare
bene i problemi che rignardano i passaggi dopo la ciclizzazione dello squalene
(®). 11 tessute nervoso sintetizza colesterolo in quantitd assolutamente tra-
scarabili nell’animale adulto. Durante la sua maturazionre, invece, sinte-
tizza attivamente steroli (?), con acemmulo di prodotti intermedi della bio-
sintesi, che ci & stato agevole identificare (%). Con maggiore difficoltd abbiamo
invece identificato gli steroli precursori presenti nel cervello delFuemo adulto
(Tab. 1}. Il riconoscimento degli steroli endogen: & reso pin difficile nel fegato
dalla presenza di steroli dietetici che complica I'interpretasione dei risultati,

Per esperienze di biosintesi del colesterolo, la scelta della marcatura
¢ legata a vari fattori. La marcatura con C, anche se pin difficile da otte-
nere, ¢ preferita, quando & possibile, per le maggiori garanzie di riprodu-
cibilitd. Infatti, usando compesti marcati con tritio si deve sempre controlla-
re che non si abbiano perdite aspecifiche di *H, ed & percié 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 perd
di accelerare la decomposizione delle molecole stesse durante la conservazione
e richiedono percid frequenti purificazioni del materiale.

Teoricamente tutti gli intermedi della biosintesi del colesterolo da acetato
a desmosterclo possono essere utilizzati marcati per studi di biosintesi. In
pratica sono disponibili precursori cosiddetti « lontani» quali acetato mar-
cato con “C nel metile ¢ nel COOH ¢ mevalonato marcato con¥Cin 1 o 2,
oppure con *H in 2, 4 0 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 mevalonato si pud ottenere anche marcato stercospecificamente
con *H, cioé si possono avere separate le due configarazioni posxibili assunts
a seconda della posizione dell’H nella molecols (*). La marcatura sterco-
specifica permette di studiare pint a fondo Pintroduzione e la scomparsa

TABELLA 1

Steroli identificati nel cervello umano adulto (*)

SrenoLu BrEmoly e
uEle besanta “
P C30AY . L, L L. 0,5%6 0,003
TC20A% L L 5,642 . 0,030
v ' 3,857 0,020
LC2TAE L L L L L L. o 15,480 0,082
G308 .. 0,708 0,004
cCagatm L 3,588 0,019
SCagAsE L. 3,064 ' ¢,016
| CaTa%a . L L 2,157 6,011
R 3,838 0,020
lcoras . . ... .. ... . 18.660,000 . 99,090
beogTan L L L 3,835 0,020
CC27TAT (TC=0) . , . . . C. 1,626 0,009
'chmﬂ e e . L 54,750 0,291
! Steroli identificati solo parzial- | |

mente . . . ., .. . . . X 72,380 ! 0,384
H |

(*} Da Galli e coll. {?).

di H durante la sintesi biologica. Per marcare invece precursori che abbia-
no gia la configurazione sterolica si ricorre in genere all’introduzione di #C
nelle posizioni 1, 4, 26 e di *H in 2 per gli steroli da €% a €3, in 2, 3, 0 4 per
quelli a 27 atomi di carbonio (%),

I problemi piiv complesst nello studiv della biosintesi del colesterolo
sono connessi ai metodi da usare per separare ed identificare i prodotti delle
reazioni di biosintesi, sia che siano cffettuate {n rive che in ritro, con la
identificazione degli intermedi formatisi od eventualmente gid presenti nel
tessuto in esame.

Discuteremo soltanto della separazione degli intermedi di natura stero-
lica. Le tecniche di cromatografia su strato sottile, che sono le pii sem-
plici, non danne da sole risultati molte soddisfacenti, per lo scarso potere
separatore, nei confronti degli steroli intermedi.

Abbiamo gia presentato altre volte le caratteristiche della tecnica da
noi adottata per separare e riconescere gli steroli intermed: della biosintesi
del colesterolo nei tessuti (111} ed i risultati ottenuti analizzando tessuti quali
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fegato (), cervello (}) ed i tumeori cerebrali (¥). Il metodo (Schema 1)
& basato essenzialmente sulla separazione in colonna cromatografica di
silicagel-celite-AgNO; . Gli steroli da separare devono essere applicati
come derivati acetilati (per mascherarne I'OH in 3).

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

Saponificatione del tessuto in KOH etanolica
Purificazione degli steroli
(Precipitazione con digitonina o colonna di silice)

l

Acetilazione

l

Colonna di silicagel-celite-AgNQ,

f

Eluizione con evano:benzene

l

90 : 10 a0: 20 765 30 50: 50
Steroli eaturi Con un doppio Con 2 doppi Con 2 doppi legami
legame legami coningati

i | [ [

|
|

Riconoscimento mediante cromatografia su strato sottile (AgNO,) e
gascromatografia—spettrometria di massa

determinazione quantitativa gascromatografica

Seema 1. — Frazionamento ed identificazione di steroli da campioni biologici.
Da Galli ¢ Grossi Paoletti {*°).

Essa offre diversi vantaggi: 1} gli steroli sone protetti da degradazione
od isomerizzazione dei doppi legami durante la cromatografia; 2) il recupero
¢ completo; 3) ¢ possibile ottenere separazione di steroli presemti in picco-
lissima quantitd; a tale scopo pud essere utile usare due colonne: una prima
per allontanare l2 quota maggiore di colesterole presente, ed una seconda
per separare gli steroli presenti in piecola quantita,
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Le frazioni steroliche eluite vengone successivamente analizzate per
gascromatografia-spettrometria di massa, contro standards.

Nel eervello, come accennato precedentemente, abblamo mes:zo in evi-
denza con guesto metodo la presenza di due serie di intermedi sterolici da
30 a 27 atomi di carbonio (Tab. I), una serie con doppic legame in catena
laterale ed una senza. Questo risultato e l'uso di precursori marcati ci
hanno permesso di stabilire che la via metabolica che mantiene il doppio
legame in catena laterale & preferenziale nel tessuto nervoso (?). Abbiamo
inoltre riconosciuto nel cervello la presenza di alcuni steroli che non sono
previsti come intermedi normali di biosintesi, come ad esempio AY cole-
stanolo (¥),

Analogamente Eneroth e coll. (**) hanno separato gli steroli del meconio
mediante cromatografia su colonna. Gli steroli convertiti in trimetilsilile-
teri sono poi stati riconosciuti mediante gascromatografia-spettrometria
di massa.

Analizzando Io spettro di massa relativo al C293, (Fig. 1) questi AA,
bhanno notato che, oltre al picco padre m/e 486 ed ai piccbi caratteristici
mfe 396, mfe 381 ed m/fe 353 erano presenti picchi di discreta intensiti
mje 484, m/e 394, m/e 379 ed m/e 351 indicativi della presenza contem-
poranea di uno sterolo con due doppi legami.
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Fig. 1. — Spettro di massa relative al C29.,. Da Eneroth e coll. (¥).

Ann, Ist. Super. Sanitg (1572) 8, 244-235



CROSSI PAOLETTI 249

Questo sterolo & stato identificato da Eneroth e cell. (4) come C294, ,,
in base alle caratteristiche di rottura ed alla identiti con lo spettro, da noi
pubblicato, del composto di sintesi (**),

Un metodo pi complesse di identificazione di steroli sconosciuti &
stato adottato da Lutsky e Schroepfer {*) per 'analisi di steroli della cute
{Schema 2). Gli steroli purificati mediante precipitazione con digitonina,

Steroli — Acetati "H
colonna allumina - super cell A.
! f
Steroli 1130-C28 Steroli €27
(aggiunte Ay + Ay — Y0 + ;. —1C)

l

allumina — super cell - AgNO,
€27 A,p (elito subito dopo C27 A,)

¥

allumina — super cell ~ AgNO,
picco non simmetrico

{

¥
GLC ~ QF1

elvizione piceo simmetrico

f i
cristallizzazione trasformazione e Ay e A,

Scaema 2. — Identificaziane di €274, ,,,) nclla cute. Da Lutsky e Schroepfr ('9).

vengono acetilati con anidride acetica H e sottoposti a separazione suw
colonne di acido silicico-super cell. Queste permettone la prima sepa-
razione degli steroli a 27 atomi di carbonio dagli altri (da C 28 a € 30). Gli
steroli con 27 atomi di carbonio raccolti insieme, € con aggiunta di acetati
di A%-colestenclo freddo, colestanolo “¥C e C27A, () (i sono stati passati
in colonna di allumina-super cell-AgNO;. Le frazion: corrispondenti allo
sterolo del quale si vuole accertare la presenza, C274, (,;, cluite subito
dopo il colestanolo, vengono raccolte e riapplicate ad una colorna di allu-
mina-super cell-AgNO; e successivamente in gascromatografia con colonna
di QF 1,
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250 CONFERENZE E SEMINARI

Lo sterolo eluito da questa mostra eoincidenza tra il piceo di radioat-
tivitd e quello di massa. La dilnizione e la cristallizzazione a radioattivita
costante dello sterolo hanno portato gli AA. a riconoscere che si trattava
del C27A, (o atteso,

L’isolamento di composti puri radiochimicamente deve esscre particolar-
mente accurato quando, anziché cercare la presenza di un intermedio nei
tessuti, si vuole etudiare il meccanismo di qualche passaggio dellz biosintesi.
La presenza di impurezze altamente marcate deve sempre essere sospettata
-quando si paite da materiale di origine biologica ed il problema si presenta
pit complesso quando il precursere sia lontano come I’acido mevalonico.
In questi casi, spesso, non & 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 (). Il problema & invece piiz complesso quando
si debba, ad esempio, sintetizzare A, 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
{**). Ad esempio, incubando per un’ora omegenato di fegate con mevalo-
nato 2-4C, il 50%, della radioattivitd dell’insaponificabile appartiene a A,
acetato, separato in colouna di silicagel G-AgNO, (%).

I’idrogenazione del doppio legame in 5 con catalizzatore opportuno
(trifenilfosfing redio ioduro, che evita isomerizzazioni) porta a formazionc
di C274,, che dimostra una riduzione del 50 %, della radioattivita melare
alla prima cristallizzazione ed ulteriori diminuzioni in cristallizzazioni
successive.

Due tipi di contaminazioni radieattive possono essere presenti in questo
€aso:

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

Si provvede percid a purificare su colonna il A, colestenolo ottenute per
idrogenazione, mentre un’aliquota di Aj-acetato si fa reagire con 080, a
dare 7,8 diolo, La radioattivita molare ¢ identica a quella del A;-purificato
su colonna (i prodotti che potrebbero reagire pih lentamente sono eliminati
se si seeglie un tempo di reazione opportuno}. L’ulteriore purificazione del
diolo a chetolo non porta a modificazionc della radioattiviti molare, gaian-
tendo cosi l'isolamento del composte pure ().

Quando si usi la doppia mareatura con mevalonate stereospecifico 4(,
e 25-*H (Fig. 2), 6 molecole di mevalonato formano una molecola dila-
nosterolo, pereid in esso il rapporto *H/MC & 6/6, mentre nella sua trasforma-
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zione a colesterolo, per la perdita di 1 metile marcato il rapporte diventa
5/5. 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
JH/HC deve diventare 3/5 (%9).

Si ricorre anche alla inibizione con AY-9944 quando si effettua la sin-
tesi con mevalonato-2-3-°H o 2-8-9H, cioé con marcatura sterospecifica in
omeogenati di fegato e si voglia isolare ;colestenolo (Schema 3). Alla fine

0a0a
980
1h
AgQ 0‘3:‘?115 e fmmole Ae OH OH
(s) zs-[?-"c,zJHJ-uv.\ ©OTITCeae8ts 0.373 e He I mmoie

TICz 3818

OMOGENATO DI FEGATO o)

STEROL - ACETAT)
CON 1 DOPRIO LEGAME +

CRISTALL.
——
(presenti in tratce)

0,447 pe “Cimmole

[
AcO 0,536 pc M /mmole THEC=304t5

TH%C =304

0304
ik

HIOL
i
OH
AcO oH AcO ()
-~ Fa

0,989 pc c/mmole 0.188 e "“Cimmols

Tr¥cx3p2/8 LEAERTAT]
SCEEMA 3. — Biosintesi di steroli da “H-mevalonato stereospecifico.

dell'incubazione, separando gli steroli su colonna, st ottiene A, colestenolo,
che sembra pure per GLC; cristallizzazioni successive dimostranc invece
che nonostante non cambhi il rapporte H/C si ha perdita di radioattivita:
percid si devono eliminare gli eventuali contaminanti altamente marcati (*¢).

Si & pensato che guesti fossero steroli con doppio legame in 8, poiché
I'isomerizzazione a A, faceva ridurre la radioattivitd molare, ma non faceva
cambiare il rapporto H/C e lo stesso Ay trasformato in diole non cambiava
radioattivita,

Invece il trattamento con Os0,, che reagisce in tempi diversi in rela-
zione con la posizione del doppio legame, formande diolo (infatti un A,

dnn, Ist. Super. Sanitd (1372} 8, 244-255
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reagisce in 1 ora. un A. reagisee in 30 ore. ed uno sterolo A, reagisee in 100
ore). fa ridurre di molto la radioattivita molare. ma soprattutto chiarisce
il rapporto H'C. che divenia esattamente 35,

La formazione sueccessiva del T-cheto con reazione molto =pecifica con
HIC, da lo stesso risultato.

Il 7-deidrocolesterolo purificate analegamente, d wn risultato simiie
ed ha permesso di confermare la perdita preconizzata dell'H in 15 (*) oltre
che in 7T (1),

Un altro problema risolto con una purificazione adeguata riguarda il
lanosterolo di origine biosintetica. pure derivato da MV A stereospecitico
doppiamente marcato (Schema 4).

(£ 25-[2-%c,2- PH] -Mva

|
| OMOGENATO DI FEGATO
+ ARSENITO

ANALOGHI
DEMETILATI
0,632 pc "“C/mmote
AcO T1%C =574/6
CI'O‘_;
COOCH3
0,215 pc '“C/mmole
A ’
0 T1%C=3,95/5
Scieva b — Biosintesi di lanosterolo da "H-mevalonato stereopecifico,

Per accumulare lanosterolo marcato in omogenati di fegato si ¢ dovute
ricorrere all'uso di arsenito. che bloeca le demetilazioni dell’anello steroideo
(). Tuttavia contaminanti sterolici. pure marcati. erano presenti e. per
la purificazione. si doveva sfruttare la differenza tra questi ed il lanosterolo.
che possiede un metile in 14 (%),

Mediante cromatografia su strato sottile di silica gel G-AgNO, . «i &
fatta una prima grossolana purificazione del lanosterolo sintetizzato che.
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cluito dal piatto, & stato poi ossidato con acido cromico in acido acetico
al suo dichetoderivato.

Si osserva una importante caduta della radioattiviti molare, dovuta
quasi sicuramente a desmetilanaloghi C29 e C28, formatisi nel sistema,
come si pud dedurre dal basso rapporto C/H del lanosterolo prima della purifi-
cazione: dopo la purificazione il rapporto C/H diventa quello atteso,
ciod 06,

Il problema & molto semplice quando si voglia invece controllare la pu-
rezza di uno sterolo derivato da un precursore vicino, perché il numero dei
possibili contaminanti che si formano nel tessuto & inferiore e di essi & molto
pitt facile prevedere la natura. Cosi ad esempio, volendo studiare la trasfor-
mazione del C294;,,. al suwo immediato successore (), questo composto
marcato & stato incubato con omogenato di fegato in anaerobiosi: I'isola-
mento degli steroli alla fine della reazione e la purificazione su colonna ha
permesso di vedere quali steroli i formino in queste condizioni; la radioat-
tivitd dell’insaponificabile & cosi ripartita (Tab. 2):

TaseELra 2

Conversione di €29 A, ,-"H da parte
di omogenato di fegato in anaerobiosi (*)

|! STrmoLl i o, IsapoNiFicamiie |
e e e e EPRE
|
€29 A%M s i e ] 26,4 |
l‘cz:a-...‘.,....ﬁ' 0,001 |
| C29 A% L A7 | 61,0 |
Altri steroli 8,0 |
| |

(*) Da Canonica e enll, {13).

C29A,,,, non reagito = 26,4 %, ; €294, + A, = 61.8 %, : A; = 0,001 9, ;
Ay + A; = 8,0 9. Dal momento che il colesterolo non & marcato si puo
dedurre che la prima trasformazione subita dal C294g,; in omogenati di
fegato sia la perdita del doppio legame in 14.

Un ultimo caso che interessa la biosintesi in generale e quella del cole-
sterolo in particolare si riferisce alla esclusione di un composto dal ruolo
di intermedio.

Nel passaggio da A, a A, ,, ad esempio, & noto che i microsomi di fegato
eflettuano la trasformazione in atmosfera di O, e che sono necessari cofat-
tori piridinici. Dal momento che in anaerobiosi non si ha reazione si ¢ pen-
sato alla esistenza di un intermedio ossigenato: percid si & preconizzato il
ruolo di un epossido.

Ann, [st. Super. Sanitd (1972) B, 244-255
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E stato sintetizzato epossido 7z marcato (#). Questo sterolo, che in
atmosfera di 0, =i trasforma attivamente a colesterolo, in anaerobiosi ¢ con-

2

vertito solo a Aj-colesterolo (Tab. 3).

Tanrrnea 3

Incorporazione di Tx. 8z epossido
da parte di omogenati di fegato

| 4, CoresTenoLu | COLESTERGLG
ATUOSFENA =i - )
%% INSaP. L INSAP.
N, | 67,49 0,79
0 45.30

Si dimostra pertanto che:

a) il composto non & un intermedio obbligate tra A,-colestenolo e
T'd(‘illrl"'"li‘)‘lt‘r(l'":

b) dal momento che il sistema biologico pud convertirlo a A, esso
potrebbe appartenere a qualche via collaterale di biosintesi, dimostrandosi
cosi la capacita del tessuto di riportarlo nelle vie naturali di sintesi.

Mentre & relativamente facile ottenere una risposta positiva nel ritro-
vamento di un intermedio vero, & molto pit difficile stabilire il significato
eventuale di vie secondaric di biosintesi.

Ad esempio il A, () colestenolo, che pure ¢ stato isolato marcato dai
tessuti (1) ed ¢ trasformato a colesterolo in atmosfera di O, (¥), ha dato ri-
sultati negativi in esperimenli di trappola (*'). Ha posto cosi seri dubbi
allipotesi che =i tratti di un intermedio obbligato delle biosintesi del cole-
sterolo.

Vorrei concludere sottolineando che se i metodi di cromatografia su
strato sottile (e quelli gascromatografici di controllo) sono i piit semplici per lo
studio della biosintesi del colesterolo, i risultati piit convincenti e rigorosi
i ottengono soltanto combinando queste due tecniche con la cromatografia
su colonna, la spettrometria di massa e le trasformazioni chimiche, che per-
mettono di garantirsi da errori dovuti alla presenza di impurezze radiochi-
miche.

Con I'impiego di queste metodiche & cosi possibile arrivare a:

— conoscere l'entiti di biosintesi del colesterolo nei tessuti;

— identificare steroli ignoti ¢ steroli presenti nei tessuti in picco-
lissime quantita;

— stabilire il ruolo di intermedi di nuovi composti:

— studiare inibitori delle tappe enzimatiche capaci di realizzare
un blocco delle sintesi endogene del colesterolo dell’organismo.

Ann, lst. Super. Sanitd (2972) 8,244-255
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Alcuni aspetti del meccanismo d’inibizione
della colesterologenesi

Givserre POECELLATI, Awperto GAITIL Luciaxo BINAGLI Y
e GraxFranco GORACCI

Istitwre di Chimica Biologica, Facolta di Medicina ¢ Chirurgia. Universita di Perugia

I’argomento di questa relazione riguarda principalmente la biosintesi
del colesterolo in viro nei tessuti animali ¢ la possibiliti di modificarla.
Influenzare il processo metabolico della biosintesi del colesterolo & pro-
blema di grande ambizione e di grande difficolta, e la difficolti mag-
giore, direi, proviene dal notevole numero di reazioni enzimatiche Jda cui
si parte per poter giungere dal metabolita iniziale, 'acetato attivo, al pro-
dotto finale, il colesterolo. Altro ostacolo proviene. a mio avviso, dalla
difficolta di isolamento e di purificazione dei singoli enzimi interessati nel
processo metabolico, difficolti che spesso impedisce di individuare a quale
livello Vinibizione della sintesi del colesterolo abbia luogo ¢ quindi di siu-
diare piit da vicino il meccanismo dell'inibizione.

A quest’ultimo proposito, occorre specificare che le nostre sperimenta-
zioni hanno un duplice aspetto: il primo riflette un lato meramente ap-
plicativo che pud o meno condurre a risultati positivi, dei quali nessuno
negherebbe limportanza, il secondo. di maggiore interesse biochimico,
sfrotta il modello sperimentale per esaminare il meccanismo d'inibizione,
e quindi il meccanismo d’azione dell'enzima interessato. L'inibitore ¢ ciot
adoperato quale mezzo di studio per indagare sulla struttura e sul fun-
zionamento dell’enzima.

Non sempre un processo di inibizione evidenziato in vitro con tessuti
integri. fettine d'organo, preparazioni subeellulari, complessi multi-enzi-
matici ed enzimi purificati, ¢ ugualmente osservabile in vive nell'animale
trattato per periodi pit o meno lunghi con determinati prodotti. Questo
fenomeno, che trova numerosi esempi nella biochimica farmacologica ¢

(*) Relazione tenuta a Roma dal Prof. G. Porcellati il 13 febbraio 1971 in occa-
sione della VII Riunione del Gruppo di Ricerca sul Metabolismo Lipidico - Lavoro
eseguito con il contribute C.N.R. (contratto n. 70.01810.04.115.3381).
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nella farmacodinamia moderna, e che pud esser dovuto a vari e dispa-
rati fattori, spesso convergenti verso uno stesso effetto (veloce meta-
bolizzazione dell’inibitore in vive, difficolta da parte dell’inibitore di
influenzare processi metabolici gia a loro volta regolati da meccanismi di
controllo neuro-ormonale, scarsa penetrabilitd del prodotto a livello delle
superfici di membrana, ecc.), complica i risultati finali e le considerazioni
che ne scaturiscono, in quanto non pud sempre dirsi che un risultato di si-
cura inibizione in vitro rappresenti 'effettiva traduzione in un meccani-
smo i inibizione in vive dello stesso processo metabolico.

In questi ultimi anni sono stati presi in esame nel nostro laboratorio
alcuni interessanti composti, derivati aromatiei degli acidi butirrico e vale-
rianico, che si sono dimostrati notevoli inibitori della sintesi del coleste-
rolo in vitre in preparazioni costituite da fettine di fegato di ratto o da
frazioni subcellulari epatiche (*+Y). Questi derivati, 'acido {#-benzal butir-
rico (acido 3-metil-4-fenil butenoico, BBA), I'acido z-idrossi-B-benzal bu-
tirrico (acido 2-idrossi-3-metil-4-fenil butenoico, HBBA), I'acido a-metil-+-
fenilbutirrico (acido 2-metil-4-feni! butanoico, MPBA). 'acido S-fenilisovale-
rianico (acido 3-fenil-iso-pentancico, PVA) e la B-benzalbutirramide (3-me-
til-4-fenil-3 butenamide, BBAM), in particolare il BBA, mostrano infatti di-
possedere in vitro un sicuro effetto inibitorio sui processi di sintesi del coleste-
rolo a partire da acetato-2-4C (1?), come mostra la Fig. 1 nel caso del BBA.

Simile effetto inibitorio ¢ stato pesto in e¢videnza da noi anche impie-
gando HBBA, che rappresenta un metabolita del BBA (°%), che si forma
in vive dopo somministrazione di quest’ultimo.

Per quanto riguarda la BBAM, nel nostro laboratorio sono stati ese-
guiti studi volti ad indagare la possibilitd, da parte di tale composto, di ini-
bire la sintesi del colesterolo in vitro da acetato-2-1*C in un sistema rico-
struito, utilizzando la sola frazione microsomale epatica addizionata con
il proprio sopranatante. E noto infaiti che dal punto di vista della com-
partimentalizzazione subcellulare la sintesi del colesterolo avviene in due
compartimenti cellulari : quello costituito dal reticolo endoplasmatico e
quello formato dalla « frazione solubile cellulare». Orbene, anche in questo
tipo di esperimento, la velocitda di sintesi del colesterolo & risultata sensi-
bilmente inibita (!), a conferma del fatto che il processo metabolico, ini-
zialmente esaminato a livello di fettine di fegato (%27) ed influenzato dagli
inibitori su menzionati, & perfettamente paragonabile a quello rappresen-
tato dal sistema ricostituito micresomi-sopranatante.

Il BBA e gli altri composti esaminati inibiscono la velocitd di sintesi
del colesterolo solo a partire da acetato -2-4C (), ma non quando si
adoperi come precursore radioattivo mevalonato-2-4C (4%) che, come ¢
noto, & posto a valle dell’acetato nella sequenza dei metaboliti della sintesi
colesterolica. Solo 'MPBA ha mostrato di possedere un sicuro cffetto ini-
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Fig. 1. — Inibizione della sintesi del
colesterolo da BBA in vitro. 100
I risultati sono espressi come
valori percentuali di inibizione
(0 = valori di controllo). Essi
sono caleolati sulla base di °
mumoli di colesterolo sintetiz- 80
zate da 2-""C-acetato per 60
minuti e per mg di colesterolo
(valore medio controllo in &
esperimenti -~ S, E.M, = 0,83
-+ 0.15). Gli esperimenti, ese-
guiti con fettine di fegato,
erano 6 per ogni valore di
concentrazione di BBA,
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bente anche a partire dal mevalonato (Fig. 2). svelando cosi un secondo
livello di inibizione della sintesi del colesterolo, oltre quello rappresentato
dalle tappe enzimatiche che intercorrono tra l'acetato ed il mevalonato.

Ritorneremo piit avanti sul problema della inibizione da parte del
MPBA sulla sintesi colesterolica da mevalonato. Vogliamo concentrare
per ora la nostra attenzione sugli enzimi interessati nella conversione
dell’acetato in mevalonato. e sulla possibilita che essi possano essere
inibiti in wvitro dai derivati butirrici su menzionati. Sono stati esami-
nati l'acetato-CoA ligasi (E.C.6.2.1.1), che forma acetil-CoA dall’acetato,
I'acetil-CoA acetil trasferasi (E.C.2.3.1.9), che produce acetoacetil-CoA da
2 molecole di acetil-CoA, lidrossimetilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintetasi
(E.C.4.1.3.5), necessario per la sintesi di HMG-CoA da acetoacetil-CoA ed
acetil-CoA. ed infine THMG-CoA reduttasi (E.C.1.1.1.34), che forma il me-
valonato dallHMG-CoA mediante un meccanismo di riduzione essenzial-
mente irreversibile.

I dati relativi alle prime due attivita enzimatiche hanno indicato che
Iacetato-CoA ligasi ¢ scarsamente inibita dal BBA e dal HBBA o ¢
inibita sole a concentrazioni molto elevate (4¢), come indicano i dati
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Fig. 2. — Inibizione da MPBA della sin-
tesi del colesterolo in vi-
tro partendo da 2-'*C-acetato
(0—0—0) o da 2-1*C-mevalo-
nato (e—e—e). Gli esperi-
menti (8 per Iacetato, 6 per
il mevalonato) sono stati ese-

I guiti come deseritto in Fig. 1.

Valori medi controllo per I'in-

80} corporazione dell’acetato e del

mevalonato (in myumoli di co-

lesterolo sintetizzate per 60

minuti e per mg di coleste-

40t rolo -+ S.EM.) pari a 0,78

+ 0,13 ¢ 147 4+ 1,10, ri-

B spettivamente,
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esposti nella Fig. 3. mentre Pacetil-CoA acetil trasferasi & insensibile an-
che ad elevate concentrazioni di BBA o di altri derivati simili (*). Con sue-
cessivi esperimenti (%) si & indicato che Penzima che produce 'HMG-CoA
dall’acetil-CoA, ciot 'HMG-CoA sintetasi, non & praticamente influenzato
dai suddetti composti.

I dati finora riportati ci inducono a concludere che il sito di inibizione
esistente tra acetato e mevalonato non deve risiedere verosimilmente a
livello della tappa catalizzata dell’acetato-CoA ligasi, in quanto I'inibi-
zione di quest’ultimo enzima & evidente solo a concentrazioni troppo elevate
di BBA e¢d HBBA (Fig. 3), e quindi non pud di per sé costituire la tappa
interessata nel processo di inibizione della sintesi del colesterolo (Fig. 1)
osservata a partire da acetato-2-1C in fettine d’organo ('), e prodotto da
concentrazioni di BBA ben piit basse di quelle inibenti I'acetato-CoA ligasi.

I chiaro che un’altra attiviti enzimatica dovria cssere interessata,
ed in modo piit sensibile, per rendere conto della inibizione globale del
processo di sintesi del colesterolo esistente tra acetato ¢ mevalonato. Per
tale ragione abbiame voluto esaminare lattivita HMG-CoA reduttasica
prepirata da fegato. Quest’enzima ¢ indicato quasi universalmente come
il pi importante fattore, se non lunico, capace di regolare in vivo lo
intero processo i sintesi del colesterolo (1), in quanto & influenzato dal
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colesterolo stesso, dal digiuno. dalla dicta ¢ da fattori ambientali (*?). Un
suo studio pertanto, in relazione all’effetto di BBA e composti correlati,
risultava di notevole interesse. Gli esperimenti sono stati eseguiti con
BBA, HBBA, MPBA, PVA ¢ BBAM :ia sull’enzima estratto dal reticolo
endoplasmatico ¢ poi solubilizzato ¢ semipurificato. sia sull’enzima « na-
tivo», ancora legato alle strutture microsomali. adoperando direttamente,
in questo caso, microsomi epatici di ratto. I risultati hanno dimostrato che
I’HMG-CoA reduttasi semipurificata dal fegato di ratto & notevolmente
inibita da tali composti (%), in modo particolare da MPBA e BBA, a l-
velli di concentrazione tali da poter da sola essere responsabile del
blocco dell’intero processo biosintetico, osservato in fettine e frazioni sub-
cellulari di fegato di ratto (). Negli esperimenti eseguiti impiegando di-
rettamente membrane del reticolo endoplasmatico intatte (%), sono stati
perd ottenuti risultati contraddittori, nel senso che il BBA ed i composti
correlati, anzich®* inibire, stimolano l'attiviti redottasica, specialmente
quando vengono pre-incubati con le membrane microsomali per 10 minuti
prima dell’aggiunta del substrato (HMG-CoA). Questi dati, che portano
ad escludere 'effetto inibitorio della reduttasi in questione sulle membrane

T

100

% INIBIZIONE
3 3 8

20

s 'l 1

& 3 2 1
-L0Gy (M)

Fig. 3. — Effetto del BBA (e—e—e@) ¢ del'lHBBA (0—0—0) sull’acetato-CoA ligasi
preparata da fegato di piccione. In ascisse : concentrazione molare di BBA o
HBBA (in valori logaritmici); in ordinata: percentuale di inibiziome.
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integre, sono stati interpretati da noi ammettendo che i derivati butir-
rici esercitano a livello di membrana un effetto, probabilmente aspecifico,
che porta ad una sua maggiore permeabilita a substrati aggiunti dallo
esterno (nel caso specifico allHMG-CoA), con il risultato di stimolare I’at-
tivitd enzimatica, che pur risultava chiaramente inibita in vitro in sistemi
non compartimentalizzati. Questo effetto aspecifico sulle membrane sara
confermato dai risultati che esporremo pid avanti.

L’effetto che il BBA svolge a Livello dell’acetato-CoA ligasi (inibizione
dell’attivitd enzimatica solo a concentrazioni molto elevate), illustrato pri-
ma, ¢ stato argomento di interessante discussione per poter collegare tali
dati con quelli ottenuti sull'inibizione del processo globale di sintesi del co-
lesterolo. Si & osservato che lo studio di una reazione, come quella cataliz-
zata dall’acetato-CoA ligasi, la quale porta alla formazione dell’acetil-CoA
dall’acetato, non era molto logico, nel quadro di uno studio sui processi
enzimatici intercalati lungo I'arco biosintetico che conduce a formazione di
colesterolo, poiché la maggior parte del pool cellulare di acetil-CoA pro-
viene in vivo non dalla trasformazione dell’acetato in acetil-CoA, bensi
dall’'ossidazione intramitocondriale del piruvato. E l'ossidazione del piru-
vato intramitocondriale che fornisce un pool attivo di acetil-CoA da
indirizzare verso una sintesi extramitocondriale efficiente di colesterolo
e di composti ad esso correlati. Sono stati pertanto eseguiti studi
sull’effetto che il BBA svolge sull’ossidazione del piruvato, dimostran-
dosi in vitro che mitocondri purificati di fegato di ratto, pre-incubati con
BBA, ossidano il piruvato a velocita veramente ridotte, e contempora-
neamente formano citrato in quantita minime (**), come dimostra la
Tab. 1. Da questa si osserva che Deffetto del BBA ha luogo a concentra-

TABELLA 1

Effetto del BBA sull’ossidazione del piruvato e
sulla formazione del citrato in mitocondri epatici

BRA I Consusmo | Pmuvato Cremaro |
(Hmoli) | DI ossiceNo (Y) | (psmoli) (**) (smaoli) (**)
| | T M SRS
| — ‘ 11,2 — 6,40 + 1,80 |
100 0,8 (93) — 0,70 (89) | + 0,10 (94) |
‘ 1,0 ‘ LO (1) | — 0,80 87) | + 0,10 (9)
0.1 | L5(@87) | —0,80 (87) | + 0,11 (9)
Incubezi d con mi dri purifioati di fegato di ratto (1 mg ciros

di azoto proteioo) per 30 minuti a 30°C. 1l BBA & stato pre-ineubato in tutti gli espe-
rimentl per 15 minuti con | mitocondr, prima dell'aggiunta del substrato,

(*) Wisultati riportati in g di atomi di O,/mg azoto proteico/30 minuti. Tra
parentesi # indicato il grado di inibizione.

(**) 1 dati rapp Ia scomparsa di piruvato o I" di
del citrato nella miscels di incubasi Tea p i & indicato il grado di inibizione.
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zioni veramente basse (uM), e che ¢ simile sia nei riguardi dell’ossidazione
del piruvato che della formazione del citrato. I quindi chiaro che il BBA
deve influenzare in qualche modo la formazione di un pool attive di acetil-
CoA cellulare, forse portando a diminuzione il pool dell’acetil-CoA intra-
mitocondriale mediante inibizione del sistema piruvico-ossidasico. In altre
parole 'acetil-CoA non pud funzionare eflicientemente per le sintesi steroli-
che se non raggiunge nel citosol una concentrazione attiva. ¢ questa deve
ottenersi dal peol intramitocondriale di acetil-CoA: & chiaro quindi che,
influenzando quest’ultimo. sard praticamente influenzata, anche se in via
indiretta, la sintesi del colesterolo stesso.

In esperimenti successivi si ¢ dimostrato anche che il piruvato, quando
¢ presente nella pre-incubazione insieme con il BBA, protegge quasi total-
mente il sistema mitocondriale dall'inibizione della respirazione da parte
del BBA (#), come dimostra la Tab. 2. 1l valore di inibizione diminuisce

TaBeLra 2
Effetto protettive del substrato sull’ossidazione del
piruvate in mitocondri epatici in presenza di BBA

B0 "
nessunn | 10,2 -+ 1,40
BBA (100 ymoli) [ 1,9 @) 40,20 (85)
BBA (100 ymoli) +

piruvato (100 gmoli) 7.3 (29)

. | + 0,94 (30)

Preincubszione condoita sia con BRA da solo o eon DA ¢ piruvato insiewe, per
15 minuti a 30°C, prima di aggiungere 16 pmwoli di fumarato,

(*) Risultati riportati in ug di stomi di Oy'mg aroto proteico/30 minutic Tra
parentesi @ indicato il grado di inibizione.

(**) I dati rapp ¥ di eon ! del citrato nella miscela
d'imcubazi Tra p i & ind il grado i jnibizione.

infatti fino al 30 9, circa, quando il pirnvato & pre-incubato con il BBA.
Questo risultato, mentre pone secondo noi i mitocondri in condizioni di
normali efficienze ossidative, dall’altro pud ancora spicgare, pur in presenza
di concentrazioni fisiologiche di substrati protettivi (come continuamente
accade in un ambiente cellulare in vive), I'effetto inibitorio del BBA sulla
sintesi citoplasmatica del colesterolo acetil-CoA-dipendente, in quanto il
grado del potenziale trasferimento di acetil-CoA dal mitocondrio al citopla-
sma potrebbe sempre essere gravemente affetto.

Quale ¢ il meccanismo dell'inibizione dell'ossidazione del piruvato?
Questo interrogativo ci ha condotto ad una lunga serie di esperimenti, che
hanno portato a risultati di un certo interesse (**M). Si & cio? dimostrato
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che il BBA agisce a livello delle membrane mitocondriali permettendo la
fuoriuscita del NAD dall'interno del mitocondrio, senza d'altra parte pro-
durre aleun rigonfiamento a carico dello stesso (). Tale fuoriuscita costi-
tuisce il fattore piit importante al quale ¢ legato il processo di inibizione del-
I'ossidazione del piruvato e quindi della sintesi dell’acetil-CoA. Con altri
esperimenti () abbiamo potuto infatti dimostrare dircttamente la
fuoriuscita del NAD, l'cffetto protettivo su tale fenomeno da parte dell’
acido etilen-diammino-tetraacetico o EDTA (noto agente stabilizzante del-
le membrane), 'effetto riattivante svolto dal NAD aggiunto dall’esterno al
sistema d'incubazione, I'effetto del BBA di facilitare il fenomeno del rigon-
fiamento mitocondriale da parte i sicuri agenti rigonfianti (il BBA labi-
lizza le membrane, preparandole cosi all'effetto rigonfiante), 'effetto pro-
tettivo svolto dal pirnvato e dai metaboliti del ciclo di Krebs aggiunti dal-
I'esterno verso la fuoriuscita del NAD e quindi verso l'inibizione del pro-
cesso di ossidazione. Quest'ultimo dato @& spiegabile alla luce delle nozioni
relative al comportamento intramitocondriale del NAD ossidato e ridotto
(NADH). E noto che 'NADH & legato molto pitt fortemente del NAD
alle strutture mitocondriali (*%), ¢ non & quindi facilmente allontanabile
da esse, quando qualche agente labilizzante le membrane (BBA) o gli
agenti rigonfianti agiscono sul mitocondrio. Poicheé, tramite I'ossidazione
intramitocondriale dei metaboliti aggiunti dall'esterno, si produce una no-
tevole quantita di NADH a spese del NAD, si ottiene una protezione nei
riguardi della fuorinscita di quest’ultimo dal mitocondrio,

Molti dei dati ottenuti sull'ossidazione del piruvato c¢i hanno con-
dotto alla convinzione che il BBA, come gli altri derivati, possiede un ef-
fetto aspecifico a livello di membrana, a conferma di quanto era stato os-
servato nello studio dell’attivita HMG-CoA reduttasica prima menzionato,
Questo effetto, di difficile interpretazione, & evidenziabile in vitro ed & pro-
babilmente presente in vive, poiché in vive Iattiviti di membrana & pin
logicamente rappresentata. Tale fenomeno & efficientemente controbilan-
ciato in vitro dalla presenza di metaboliti protettori, ¢ cid spiega il percheé
della completa atossicitd del BBA ¢ di altri agenti ipocolesterolemici del
tipo del BBA.

L’effetto protettore svolto da vari metaboliti conduce perd a modiei
cffetti inibitori sulla velocita di formazione di acetil-CoA e di mevalonato,
contrariamente a quanto si osserva con gli enzimi estratti e purificati o
con lo studio delle attivita enzimatiche determinate in assenza di substrati
protettori. Ci si pud domandare, a questo punto, se tale effetto protet-
tore non sia responsabile della mancata dimostrazione in vive di un sicuro
effetto di inibizione della sintesi del colesterolo in ratti ('), mentre i nume-
rosi esperimenti in vitro hanno sempre dimostrato effetti sicuri di inibi-
zione. Oltre che alle ragioni su esposte, la mancanza di un effetto inibente
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in vive potrebbe anche esser dovuta ad un rapido metabolismo di tali
composti i quali non raggiungerebbero negli organi livelli sicuramente ini-
benti. A questo scopo sono stati condotti esperimenti di somministra-
zione in ratti di BBA ¢ BBAM marcati in posizione 1 con “C, 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 vari tempi la concentrazione dei due prodotti nel sangue e nel
fegato, si & dimostrato () che la concentrazione ematica del BBA @&
molto pii elevata nelle prime quattro ore dopo somministrazione 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 10—*M rispetto al peso del fegato fresco. Tale concentrazione risulta
inibitrice della biosintesi del colesterolo, sulla base delle notizie prima ri-
portate ().

E stato condotto uno studio anche sulla distribuzione nelle varie
frazioni subcellulari epatiche (nuclei, mitocondri, microsomi, frazione solu-
bill.') di BBA ¢ BBAM radioattivi, somministrati in vive a ralti maschi
Sprague-Dawley. I risultati, che sono riportati nelle Tab. 3 e 4, per quanto
riguarda la BBAM ed il BBA. rispettivamente, indicano che la loro distri-
buzione nelle varie subfrazioni avviene in modo non caratteristico. Il 50 9
circa del composto & infatti presente nella « frazione solubile» cellulare, il
20-25 9, nei nuclei (35-40 9%, nel caso del BBA, Tab. 4) ed il rimanente
(20 9, circa nel caso del BBAM e 10-12 9 nel caso del BBA) distribuito
in parti pressoché eguali tra frazione mitocondriale e microsomiale. A que-
st'ultimo riguardo c¢’¢ da aggiungere che la frazione microsomiale, la quale
rappresenta la sede delle pitt importanti reazioni enzimatiche deputate alla
sintesi del colesterolo, conserva, per il periodo tra i 30 minuti ¢ le 16 ore
dalla somministrazione di BBAM, sempre il 10 9, circa della radioattivita
del fegato in toto. Tale percentuale nei microsomi ¢ intorno al 59, nel
caso di somministrazione di BBA ¢ rimane tale fino alle 8 ore (Tab. 4).
Probabilmente una maggiore lipofilia del BBAM rispetto al BBA potrebbe
rendere conto della piti elevata percentuale di BBAM, potendo quest’ultima
essere pilt facilmente assunta dalle membrane microsomiali.

Nell’aspetto generale della distribuzione delle quantita assolute in
funzione del tempo, tali prove risultano alquanto simili a quelle del fegato
integro (7). Inoltre, differenze tra le prove di somministrazione di BBA e
BBAM esistono solo nel senso che il primo prodotto risulta presente in
elevate quantitd 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 quantita di BBAM rimane

Ann. Ist. Super. Sanitda (1972) 8, 256-269



PORCELLATI, GAITI, BINAGLIA E GORACCI 265

elevata in esse anche dopo 8 ore dalla sua introduzione, decadendo solo
alle 16 ore, ma anche in questo caso mantenendo la stessa percentuale del-
I"'omogenato.

In termini di concentrazioni subcellulari dei prodotti radioattivi, le
Tab. 3 ¢ 4 indicano che alle 4 ore dalla somministrazione di BBAM,
raggiunge nei microsomi una concentrazione di circa 5 1077 M, mentre
nel caso del BBA tale concentrazione & di circa 210 * M.

TaseLra 3

Distribuzione e concentrazione di BBAM in frazioni subcellulari
di fegato di ratto dopo somministrazione del prodotto marcato

'::.‘:-:::.::: - R "__'.;..: determinata in fote e in fragioni (ne) (*) | l.wo;n;mﬂh[!) l;

(min) Tatale l Nuglei [wtmndrll Microromi @npnm\unllr li:?;” ! Hln:::;m I

|

1 6,25 1,73 1,02 1,14 2,80 | 1,4:10°5  2.10-8

. (26) (15,3) | (16,6) | (42,1) |

! 1 14, 60 3,66 1,55 2,18 8,80 | 4,7-10-5 6,4.10-5

! ‘ (22,6) | (9.5) (13,5) | (54,3) :

! 30 59.49 | 12,70 7,02 4,60 | 29,46  1,8.10-% 1,1.10-
| (23.6) | (13,1) | (8.6) (54.8)

30 18,19 | 5,54 1,22 1,47 | 10,81 1-10- 1,2.10-

| e | 6.9 | a.v» | 667 | .

| 60 | 19,07 | 4,29 | 0,70 2,12 9,92 | 0,8-10-%| 1,0.10-
‘ (25.2) | (3.1 | (12.5) | (58,2) ‘

60 33,04 5,88 3,10 | 1,98 | 18,39 | 1,2:10~% 1,110
| @o.1) | (10,5 | 6.7 | (62,8)

| 240 19,90 4,64 2,28 | 2,15 | 11,51 | 7,6:105 4,9.10-5

| | @2.5 | ann | (10.5) | (56,0) l

240 13,51 3,24 0,96 0,80 6.69 | 5,3.10-5| 3,8.10-5

@17 | (3,2 (6,9) ¢7.2) | |

480 20,60 5,20 2,18 1,85 | 11,46 | 5,8.10-%| 5,1.10-5

| (25.1) | (10,5) | (8,9) (54.4) '1

480 9,57 1,43 0,79 0,96 5,34 | 5,2.10 4..5-10-5|
16,8) | (9,3) | (1,2) | (62,7

960 6,10 1,57 0,47 0,59 3,44 | 2,3.10-5| 2,5.10-5 |

(25.8) | (7,8) 9.7 | (56,7) '

960 4,65 1,09 0,25 0,45 2,63 |2,2.10-5| 2,1.10-5
(24,7) | (5,6) (10,2) | (59,5)

BBAM-Y'C veniva u-nhutuu’-ru (100 mg/kg, nuvh.l specifies pari & 76,81 nejmg), sospesa in gomma

mmmu birazioni erano prep con jonali, agli intervalli determisati. La DBAM
era P frazioni dissolvendo il iale fresco, preventivamente pesato, con Soluene-100 (Packard
lm&mlm-w(lﬂiwu--&pumqﬂ contata per scintillazione liquids con me-
todi jonali. Del sap una frazi sota dopo aggiunta di une misoela scin-

tillante contenente Triton X-100 (44 2 .va].
|‘)l’umm-ihm—d-qdhpu-nnﬂ'wﬂﬁ.n- in tote, I...p-rmtultﬂu-

di ! ad ugni frazione relativamente al totale di radio i It b tra

La &tnl, li nou era mai inferiore al 95 9% dells radiosttivith dell'omogenato in toso.
(**) Caleolats sulls base del peso delle fraziomi, equiparande 1 g ad | ml di frasione.
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Taserra 4

Distribuzione ¢ concentrazione di BBA in frazioni subcellulari
di fegato di ratto dopo somministrazione del prodotto marcato

Conecentrazione (M)

]"“"_"‘_"" dalla Hadioattivita determinata in folo ¢ in frazioni (ne) saloilits T
SOMOUIISIFADIONY | e I, = - a— —_
| (man| : Totale | Nurlsl | Mitnenndel : Mierosnmi lS-.]ummt-uln Mitocondri | Microsomi
1 13.61 5.63 1,03 0,53 5.8 1,3.10-4 7,1-10-%
i (#3,1) | (.9 | &1 | (44, 9)
1 15,09 6,38 1,19 0,60 6,76 1,4-10—*\ 7,3.10
| (42,7 ‘ (8.0) ‘ (4,0) l (45,3)
30 14,14 5,96 1,30 0,47 6,08 | 1,8:.10-4| 1,4.10-4
(43.2) | (9.3) | (3,4) (44,1)
30 | 14,20 5,60 | L4 | 0,56 ‘ & f.q 1,610 1,1.10-4
’ | @0,1) | 81 | & | @7, \
60 | 19.03 | 5,50 ‘ 1,78 \ 0,58 ‘ 10, na 3,1.10-%| 0,8.10-4
| (30,7) | (9,9) (3.2 (36,2 .
60 | 18,92 | 6,9 | 1,69 | 0,75 9,45 3.10-4| 0,7.10-3
- (36,7) | (9,0) (4,0) (50,3) |
o0 | 18,54 ‘ 6,60 | 185 0,59 9,31 | 3,6:10-4 1,6.10-4
(36,2 (10,1) | (3,2 (50,5)
240 | 19,91 \ 7,01 1,65 0,61 ‘ 10,62 | 2,8.104| 1,1.10-4
(35,2) | (8,3) | (3,1) | (53,9)
480 | 3,80 | 1,39 | 0,38 | 0,25 ‘ 1,68 | 6,2:10-5| 4,7.10-5
| @15 | (0,8 | 6.6) | (5.4 J |
480 3.27 1.26 0,29 0,19 | 1,55 | 4,6:105| 5,0.10-5
[ L @381 | 8,9 | 5,9 | (47,0) | .

HBA -1MC somministeato per os (100 mg'kg, attivitd specifiea pari & 76,01 nc/mg). Procedimenti sperimentali
ed indicazioni dei dati simili & quelli riportati in Tab, 3.

Tali concentrazioni. specialmente quelle del BBA, risultano inibitrici
della biosintesi del colesterolo, sulla base delle notizie prima riportate (14),
e quindi indicherebbero che effettivamente si possono raggiungere in vivo
concentrazioni tali di BBA da poter influenzare le reszioni enzimatiche mi-
crosomiali alla base del processo di biosintesi del colesterolo.

Prima di terminare questa parte dell’csposizione, dobbiamo menzionare
che le prove relative alla distribuzione subcellulare del BBA e del BBAM
non sono state influenzate de possibili fenomeni di ridistribuzione dei pro-
dotti, che possono accadere durante le manipolazioni delle frazioni e le varie
centrifugazioni. Tutti i controlli effettuati hanno infatti dimostrato che
nessuna ridistribuzione apprezzabile dei composti ha luogo tra le varie
subfrazioni in tutte le prove eseguite. Pertanto i dati ottenuti riflettono le
reali distribuzioni dei composti menzionati ottenibili in vive a livello delle
varie subfrazioni esaminate,
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Ci & sembrato particolarmente interessante, alla luce dei dati esposti
nelle Tab. 3 e |, indagare sul fenomeno della peculiare concentrazione di
BBA ¢ BBAM a livello della frazione nucleare. Mediante lo studio della
distribuzione di BBA ¢ BBAM in estratti contenenti RNA e DNA si &
potuto osservare che non vi & una loro eclettiva concentrazione a livello
di questi due acidi nucleici.

Successivi studi sono stati eseguiti sul comportamento di BBAM a
livello della mucosa intestinale, dove & noto avvenire una buona parte del
la sintesi del colesterolo in vive (). Le tecniche adoperate sono state
identiche a quelle adottate per lo studio della distribuzione di BBAM a
livello delle subfrazioni epatiche (Tab. 3). I dati ottenuti, non riportati
in tabella per brevita, hanno dimostrato che anche a livello dei micro-
somi della mucosa intestinale si raggiunge in vive una concentrazione mas-
sima di BBAM tra le 4 e le 8 ore dalla somministrazione, ma che tale

& ] R ‘ » 4 . ] -

"

‘.a‘-} c*.
' " 940 -0

Fig. 4. — Radioautografia (') su strato sottile di steroli marcati dopo incubazione di
fettine di fegato di ratto con mevalonato-2-1*C, eseguita come deseritto in
precedenti esperimenti (*). 1) nessuna aggiunta di MPBA ; 2) MPBA, 0,1 mM,
aggiunto ; 3) MPBA, 0,01 mM. aggiunto; 4) MPBA. 0,001 mM, aggiunto.
a) colesterolo: b), ?; ¢) lanosterolo : d) squalene.
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concentrazione & piit bassa di quella osservata in analoghe frazioni epatiche,
essendo dell’ordine di 8 X 10—° M. Interessante & anche notare che dopo 16
ore dalla somministrazione di BBAM & possibile ancora porre in evidenza
una apprezzabile radioattivita a livello microsomiale.

TABELLA 5

Effetto dell’acido z-metil y-fenil butirrico (MPBA) sulla
isopentenil pirofcsfato isomerasi isolata ¢ purificata da
fegato di ratto ()

Esperimentu, n. ! Semza MI'BA Con MPBA, 1 mM ' Con MPBA, 0,1 mM
_— o -l S MmOl
1| 27.1 25,4 28.8
2 29.4 33,2 27,5
3 | 30,7 . 25,8 3.2
4 26,2 25,4 28.5
5 27,4 20,6 24.9
L'attivita isop il pirofosf rasica era determinata per  scintillszione
liquids see. Holloway e I’upjil (18). '.I lllh sono espressi in unith/mg di proteine, La
frazi attiva isponde o quells « G-200-2» di Holloway ¢ Popjak (1¥)
TaBELLA 6

Effetto dell’acido a-metil y-fenil butirrico (MPBA)
sulla 3,3-dimetilallil trasferasi e sulla geranil
trasferasi isolata e purlﬁcatn dal fegato di ratto

' [ | MPBA (1 m\u \u'm (0,1 mM)

l:lsperiz:r:tem:t'.nu.ll (a) | 11,

2 75.4 68,6 |

| (b 69.3 62,4 5.6 |
|0 | 194 72.4 73,9

Esperimenton. 2 | (a) | 104.2 94,2 91.2 |
' ) | 98,4 93,2 92,7
| (@ | 07,6 1007 97,3

i

Gli esperimenti del n. 1 i riferisconn o dosaggi dell'attivith  dimetilalliltrasfe™
rasica (%), mentre q:uIlIJ del 0. 2 a dosaggi dell’sttivith geranil-trasferasica (1¥). La prima
ere saggista con dimeril-allilpiroforfato +1-1C-isopentenil pirofosfato; la la oon
I pircfosfato + 1-14C-isop il pirofosfato. 1 dati sono espressi in unitd/mg di

La frazione sttiva isponde alla « DEAE Fraction» di Holloway e Popjak (1¥).

P

Vogliamo concludere questa nostra relazione esponendo aleuni dati
relativi allo studio della inibizione della sintesi colesterolica da MPBA,
che abbiamo trattato prima. Tale composto risulta inibitore, non solo ado-
perando I'acetato-2-*C come precursore del colesterolo, ma anche il me-
valonato-2-1*C (*). Il risultato indica che 'MPBA svolge un ruolo inibito-
rio anche a livello di tappe enzimatiche poste tra il mevalonato ed il cole-
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sterolo. La Fig. 4 dimostra appunto che un'evidente inibizione della sintesi
del colesterolo da mevalonato avviene ad una concentrazione di MPBA
pari a 10—* M.

Sono stati pertanto esaminati due importanti enzimi connessi con que-
ste fasi metaboliche, la isopentenil pirofosfato isomerasi e la geranil tra-
sferasi, ambedue isolate dal fegato di ratto ¢ purificate (%), I dati delle
Tab. 5 e 6 indicano perd che nessuna delle due attivita enzimatiche esa-
minate risulta inibita da MPBA, a concentrazioni 1 e 0,1 mM, e pertanto
non sono queste attivitd responsabili della inibizione del processo metabo-
lico che conduce dal mevalonato al colesterolo.

Poiché con esperimenti precedenti (™) era stato dimostrato che nes-
suna sostanziale inibizione occorre per i processi metabolici intercorrenti
tra squalene e colesterolo, né ad opera di MPBA né¢ di BBA o BBAM,
ne risulta che Iinibizione deve avvenire, per quanto riguarda MPBA, solo
tra mevalonato e squalene, oltre quella gii documentata (%) occorrente pri-
ma del mevalonato. Uno studio piit approfondito delle attivitd enzimati-
che esistenti tra questi due ultimi metaboliti risulta di notevole importanza,
ed i nostii sforzi in futuro sono voelti anche a cercare di risolvere quest’ul-

timo problema.
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