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Biochimica. — Studi sul meccanismo di rilasciamento della fibra  
muscolare striata. — I. Dimostrazione di una reazione di trasferi­
mento di energia nella « inibizione da substrato » delVATPasi actomiosi- 
n ican . N ota di G io v a n n i F elice A zzone e G io rg io  D o b r illa , 
presentata dal Socio M. A l o is i.

Gli studi sul meccanismo di rilasciam ento della fibra m uscolare hanno 
av u to  inizio con resperim ento  di M arsh [1], il quale notò un effetto rilasciante 
da parte  del supernatan te  di omogenato di muscolo. Portzehl [2] dim ostrò 
che tale effetto rilasciante non era proprio del supernatan tè  in to to, m a della 
sua quq ta  corpuscolata. M uscatello et al. [3] hanno separato m ediante cen tri­
fugazione frazionata diverse frazioni da om ogenati di muscolo di rana ed 
hanno così d im ostrato  che l’effetto rilasciante è esclusivam ente associato 
alle vescicole originata dalla fram m entazione del reticolo sarcoplasm atico o 
sistem a sarcotubulare. In  successive ricerche M uscatello et al. [4, 5] hanno 
o tten u to  prove per una correlazione fra la a ttiv ità  A TPasica, stim olata dal 
M g++ ed in ib ita dal C a++, presente nei sarcotubuli, e l’effetto rilasciante del 
sistem a sarcotubulare. Sulla base di questi dati è s ta ta  form ulata  l’ipotesi 
[5, 6] che i sarcotubuli inibiscano l’ATPasi actom iosinica a ttraverso  la sintesi 
di un com posto fosforilato ad alta  energia. A favore di ciò sta  l’osservazione 
che l’am ital -  inibitore delle reazioni di trasferim ento di energia a livello 
dei m itocondri anim ali [7] — è in grado di rim uovere l’effetto rilasciante dei 
sarcotubuli.

Nella presente ricerca è s ta to  provato  l’effetto di inibitori delle reazioni 
di trasferim ento di energia e di antiflavinici sull’A TPasi miofibrillare ope­
ran te  in am biente con eccesso di A TP. È noto, dal lavoro di Perry  e Grey [8], 
che, se nel sistem a in cui agiscono le miofibrille la concentrazione di A T P 
supera quella del M g++, si ha inibizione della A TPasi miofibrillare. T ale 
fenomeno -  indicato con term ine di inibizione da substrato  -  viene rimosso 
dall’aggiunta di C a++ in concentrazioni anche di m olto inferiori a quelle del 
magnesio.

Condizioni sperimentali.

Le miofibrille sono sta te  o ttenu te  secondo il m etodo di Perry e Grey 
[8] leggerm ente modificato. Le concentrazioni dei reagenti nel mezzo erano 
le seguenti: 25 mM  KC1, io  mM  tam pone borato pH, 7,1, 50 mM T R IS  pH 7,4, 
2 m M M gC l2, 2,5-5 mM  A TP, 2 mM  ossalato sodico. Volume finale 2 mi; 0,5 mi (*) (**)

(*) D al Centro di S tudio « G. Vernoni » per la Fisiopatologia del C.N.R. presso l ’Isti- 
tu to  di Patologia generale della U niversità  di Padova; la ricerca è s ta ta  sussidiata anche 
da un « G ran t- in -a id  » della «M uscular D ystrophy Associations o f America».

(**) Nella seduta del io  marzo 1962.
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di sospensione miofibrillare in K C l-borato, contenenti mg 2,88 di proteina, 
venivano aggiunti im m ediatam ente prim a di incubare. L a incubazione durava 
5 m inuti, a 25 C° di tem peratura.

Il fosforo inorganico liberato veniva determ inato  secondo il m etodo di 
M artin  e D oty  m odificato da L indberg ed E rnster [9].

T a b e l l a  I.

Aggiunte
(jiMole di P* liberate

con A TP 2,5 mM con A TP 5 mM

Exp. I nessuna ............................................ 2,75 1,81

am ital 1 m M .............................. 2,81 2,31

» 4 m M .............................. 2,85 3,oo

attra ttilo side  0 ,0 0 1 ...................... 2,81 1 > 54

» 0,01 . . . . . . 2,95 1,90

» 0 , 1 ...................... 2,75 2,68

Exp. II nessuna . ........................... 2,65 0,98

atebrina 0,1 mM ...................... 2,72 i ,34

» 0 ,3  m M ...................... 2,40 1 > 53

» 1 m M .......................... 2,24 2,08

» 3 mM . . . . . . . 2,35 3,o6

Exp. I l i  n e ssu n a ............................................ 1,90 0 ,4

cloroprom azina 0,00003 mM . . 2,00 0,53

» 0,003 . . . 2,43 o ,57

» 0 ,03  . . . . . 2,55 1,66

» 0,1 . . . . . 2,50 2,58

» 0 ,3  . . . . . 2,23 2,58

» 0 , 6 . . . . . 1,92 2,23

Per la composizione del mezzo di incubazione vedi C o n d iz io n i s p e r im e n ta li .

R i s u l t a t i .

Gli inibitori delle reazioni di trasferim ento d ’energia ed i com posti anti- 
flavinici si sono rivelati tu tti  capaci di rim uovere la « inibizione da substra to  » 
e di rip ristinare la a ttiv ità  enzim atica delle miofibrille.
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L ’am ital che, come sopra riferito, aggiunto ad un sistem a m iofibrille- 
sarcotubuli, inibisce l’effetto rilasciante di quest’ultim i, in concentrazione 
4 mM  era in grado di rim uovere am piam ente anche la inibizione da eccesso 
di A T P . E  da no tare che la concentrazione necessaria perché l’am ital rim uova 
questo « rilasciam ento » indo tto  dall’A T P in eccesso, è la stessa richiesta per 
interferire nelle reazioni di trasferim ento energetico a livello dei m itocondri 
epatici.

Analogo il com portam ento dell’attrattiloside. Questo composto, che agisce 
come la oligomicina nelPam bito della fosforilazione ossidativa, m ostrava 
anch’esso di rim uovere la inibizione da eccesso di ATP.

Com posti antiflavinici sono s ta ti usati da Lòw [io] per dim ostrare la 
n a tu ra  flavinica delle A T Pasi m itocondriali. Sulla base di questi risu lta ti è 
s ta ta  avanzata  l’ipotesi che in m olte delle reazioni ATPasiche, che risultino 
espressione di sistem i di trasferim ento di energia, partecipino enzimi flavi- 
nici. Si è ritenu to  p ertan to  utile provare se anche nel caso del fenomeno del 
rilasciam ento, svolgentesi, secondo la nostra ipotesi, a ttraverso  meccanismi 
di trasferim ento di energia, siano im plicati enzimi flavinici. I risu lta ti o tte ­
n u ti con l’a tebrina e con là cloropromazina appaiono in accordo con tale 
ipotesi. L ’atebrina rim uove quasi com pletam ente la inibizione in d o tta  da 
eccesso di A T P  alla concentrazione di io ~ 3M, m entre la cloroprom azina de ter­
m ina effetti simili in concentrazioni notevolm ente inferiori ( io ~ 4).

E  da rilevare anche che queste sostanze, saggiate sulla A T Pasi m io­
fibrillare senza eccesso di A T P  nel mezzo ed alle stesse concentrazioni in cui 
rim uovono la inibizione da eccesso di A TP, non inducono modificazioni 
apprezzabili sulla A T Pasi miofibrillare.

D iscussione.

Itegli esperim enti sopra riferiti è stato  stud iato  il fenomeno dell’inibi-
zione da substrato  dell’A T Pasi miofibrillare che può essere considerato un 
equivalente del rilasciam ento. Che tale inibizione da eccesso di A T P  rap p re­
senti in effetti un equivalente della inibizione o tten u ta  m ediante aggiunta 
di fram m enti del sistema sarcotubulare, è sostenuto dall’osservazione che in 
am bedue i casi 1 effetto rilasciante è abolito dall’aggiunta di concentrazioni 
molto, basse di C a++ o dall’aggiunta di am ital. L a rimozione da parte  del- 
1 ^m ital dell effetto rilasciante dei sarco tubuli di rana è sta to  considerato 
u n 1 argom ento im portan te in favore dell’ipotesi che il rilasciam ento coin­
volga reazioni di trasferim ento di energia. Tale ipotesi appare u lteriorm ente 
sostenuta dai dati riferiti nella presente Nota. In fatti sia l’am ital che l’attrac- 
tiloside, com posti per i quali è s ta ta  fornita u n ’esauriente dim ostrazione di 
essere; inibitori delle reazioni di trasferim ento di energia nei m itocondri an i­
mali, rim uovono largam ente l ’effetto da eccesso di ATP.

Esistono ancora scarse indicazioni sulla n a tu ra  delle reazioni di trasfe­
rim ento di energia operanti duran te  il fenomeno del rilasciam ento. Sem-
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brano ad esse partecipare degli enzimi flavinici, come suggerito dalla capa­
cità  degli antiflavinici, a tebrina e cloropromazina, di rim uovere la inibizione 
da eccesso di A TP.

W eber [ i l ] ,  Ebashi [12] e Baird e Perry [13] hanno proposto che lo 
sta to  di contrazione e di rilasciam ento sia regolato dalla disponibilità di 
Ca++ a livello della A T Pasi actomiosinica. Il sistem a rilasciante agirebbe 
legando una frazione di C a++ necessaria per l’attivazione dell’A TPasi acto­
miosinica e per la contrazione. Indipendentem ente da tale ipotesi, in nostri 
precedenti lavori abbiam o suggerito che il meccanismo di rilasciam ento 
sia regolato anche dalla utilizzazione di un composto interm edio ad alta  
energia sin tetizzato  ad opera dell’A T Pasi sarco tubulare.

Tale composto avrebbe la funzione di impedire l’attivazione da parte  
dell’actina dell’A T Pasi miosinica, e quindi la trasform azione dell’A TPasi 
miosinica in ib ita  dal M g++ in A TPasi actom iosinica stim olata dal M g++. 
Non esistono ancora indicazioni su come l’actina riesca a modificare l’A TPasi 
miosinica. È  probabile tu tta v ia  che non si tra tt i  di una semplice modifica­
zione della « configurazione » della molecola miosinica, m a p iu ttosto  della 
creazione di una nuova catena di reazioni associate ad idrolisi di A T P con­
seguente ad un trasferim ento di energia tra  le due proteine.

Sin dalle prim e ricerche sull’ac tina si osservò che una proprietà in teres­
san te di questa proteina è quella di polimerizzarsi e depolimerizzarsi con 
scissione di A T P duran te  la polimerizzazione e resintesi duran te  la depoli­
merizzazione. L a polimerizzazione della G -actina  in F -ac tin a  si accom pagna 
così a liberazione di fosforo inorganico. M om m aerts [14] ha calcolato che la 
idrolisi dell’A TP duran te  la polimerizzazione della actina può term odinam i­
cam ente spiegare il consumo di energia del muscolo duran te  la con tra­
zione. E possibile che nel ciclo contrazione-rilasciam ento abbiano luogo due 
diverse reazioni di trasferim ento di energia: una, d iretta , dalla m iosina alla 
ac tina  connessa con il fenomeno della contrazione ed eventualm ente ope­
ran te  a ttraverso  la polimerizzazione reversibile dell’actina; una seconda, 
ind ire tta , possibilm ente m ediata da un flavoenzima, la quale perm ette  un 
trasferirnento di energia dal fa tto re  rilasciante o dall’A T P in eccesso ad una 
delle due proteine con tra ttili e impedisce così la successiva interazione fra 
le due proteine. U lteriori ricerche sono in corso per chiarire tali meccanismi.
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