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Patologia. — Separazione cromatografica dell'acido fi-fosfoglicerico 
dallomogenato di fegato d i cavia incubato in vitro. N ota di F r a n c a  

S e r a f i n i  C e s s i  e L u c io  M o n t a n a r o 0 , presen ta ta  ((*) **} dal C crrisp. 
G. F a v i l l i .

Nel corso di uno studio sull’incorporazione del fosfato inorganico, m ar
cato con P32, nei composti fosforati acido solubili del fegato di cavia, in 
vivo e in vitro, ci siamo proposti di o ttenere la separazione crom atografica 
dell’acido 3-fosfoglicerico (3-PGA ) dagli altri com ponenti acido solubili.

L a separazione crom atografica del 3-PG A  da altri in term edi della gli- 
colisi fu messa a pun to  da Khym. e Cohn [7] su Dowex 2 (cloruro), m ediante 
eluizione com binata di borato  ed acido cloridrico: m a nel m etodo originale 
l’acido fosfoglicerico viene solo in p arte  separato da ll’A D P.

R ecentem ente B artle tt [2], con doppia crom atografia su Dowex 1X8 
prim a in form a di cloruro e poi in form a di form iato è riuscito ad isolare il 
3-PG A  da a ltri in term edi del ciclo di E m bden-M eyerhof negli eritrociti, 
dove, per la prevalenza del ciclo glicolitico su quello ossidativo, questo com
posto si accum ula in m aniera ponderabile.

D a parte  n ostra  è s ta to  osservato che n e ll’es tra tto  acido del fegato di 
cavia non  si ritrovano  q u an tità  m isurabili di 3-PG A  m a che tale com posto 
viene accum ulato du ran te  l ’ incubazione in aerobiosi dell’om ogenato to tale 
di fegato in presenza di su b stra ti a ttiv an ti il ciclo ossidativo, di saccarosio 
e di fosfati.

M e to d ic a  e r is u l t a t i.

L ’om ogenato di fegato di cavia, o ttenu to  secondo la tecnica di P o tte r [9], 
era posto^ ad incubare in aerobiosi in un substrato  della seguente composizione:

saccarosio  .................................... ....  0,25 M
fum arato  di potassio .................................................  . 0,00146 M
piruvato  di p o t a s s i o ............................... ....  0,005 M
glu tam ato  di potassio .........................................   . . 0,005 M
cloruro di m ag n es io ......................................................... . 0,003 M
fosfato m onopotassico -f- fosfato dipotassico pH  7,2 0,005 M

A d esso, dopo io  m inuti di equilibrio a 30°C, erano aggiunti 50 [aC di P32 (sale 
sodico) diluito! in 0,1 mi del substrato , a pH  7,2. Il tem po di incubazione 
con il fosfato m arcato  era di 30 m inuti. L a reazione era in te rro tta  con acido

(*) Istituto di Patologia dell’Università di Bologna.
(**) Nella seduta del 12 giugno 1962.
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perclorico. L ’estra tto , liberato  per centrifugazione dal p recipitato  proteico, 
era neutra lizzato  con KOH e, una volta chiarificato per sedim entazione del 
perclorato potassico, era p ronto  per la crom atografia.

In  una colonna di A m berlite  400 (1 X 12 cm) in form a di form iato 
erano fa tti assorbire i com posti acido solubili corrispondenti a circa 5 gram m i

Fig. 1. -  Cromatografia della frazione acido solubile dell’omogenato di fegato incubato 
in presenza di fosfato marcato con P3V

La linea intiera esprime la densità ottica a 260 mp. per xml di ciascuna frazione eluita; quella tratteggiata il numero 
di impulsi al minuto per mi, misurato con un contatore di Geiger-Muller a bicchiere. Sono state usate le seguenti 
abbreviazioni: AMP, ADP, ATP: Acido ad enosin-mono-di- tri-fosfori co ; Ad-X: adenosin-fosfati non identificati; DPN: 
difosfopiridinnucleotide; GMP, GDP, GTP: Acido guanidin-mono-di-trifosforico; NFB: nucleosidi e basi libere; 3-PGA: ac. 
3-fosfoglicerico; UMP, UDP, UTP: acido uridin-mono-di-tri-fosforico; UDPXx , UDPX2 , UDPX3 rispettivamente uridin- 

difosfato-acetil esosamina, uridin-difosfato-glucosio, uridin-difosfato-acido glucuronico.
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di fegato fresco. Il flusso era regolato a mi 0,2 al m inuto  ed erano raccolte 
frazioni di 5 mi. Di ogni frazione si leggeva la densità o ttica alle lunghezze 
d ’onda di 260 e 275 m(x con lo spettrofo tom etro  Beckm ann mod. DU e si 
m isurava la rad io a ttiv ità  con il contatore di G eiger-M uller a bicchiere.

Il grafico rip o rta to  indica l ’andam ento  della crom atografia (ved. fig. r). 
R ispetto  al m etodo di H u rlb ert e coll. [6], al quale ci siamo riferiti, abbiam o 
preferito  aum entare il num ero ed il volume degli eluenti; le variazioni di 
concentrazione degli eluenti erano o tten u te  con l’apparecchio di Bock e N an 
Sing L ing [3], con il quale si o ttiene un gradiente lineare.

a) Identificazione dell acido 3-fosfoglicerico.

A bbiam o determ inato , nel sistem a cromatografico da noi ad o tta to , il 
pun to  di eluizione di un campione di 3-PG A  puro (fornito dalla BDH): 
esso viene eluito d a ll’acido formico 4 N, tra  la fine del secondo e l ’inizio 
del terzo eluente, in corrispondenza delle frazioni 95-105.

I lim iti inferiore e superiore di concentrazione dell’eluente capace di 
spostare il composto in esame si potevano determ inare applicando la seguente 
equazione [3]:

c  =  C2 (C3 Cx) (1 — )

dove C =  la concentrazione dell’eluente nel punto  in questione, Cz e C2 ra p 
presentano le concentrazioni degli eluenti rispettivam ente nel m iscelatore 
e nel recipiente di rifornim ento dell’apparato  realizzante l ’increm ento di 
concentrazione a grad ien te continuo; V  è il volume to tale degli eluenti e v 
è il volum e del liquido effluito. Si è calcolato che i lim iti di m olarità  entro  i 
quali è eluito il 3-PG A  sono: acido formico 3,70 N (fine del 20 eluente) e 
acido formico 4 N - f  form iato d ’am m onio 0,01 M (inizio* del 30 eluente).

Nella crom atografia dell’es tra tto  to tale dei composti acido solubili dell’in- 
cubato di fegalo, in questo stesso punto , è sta to  osservato un picco di rad io a t
tiv ità  sepza un corrispondente significativo assorbim ento nell’u ltrav io letto  
(ved. fig. 1). Non è presente in questa frazione fosfato inorganico né piro- 
fosfato.

II com posto fosforato presente in questa frazione è sta to  identificato 
come acido 3—fosfoglicerico in base ad una reazione colorim etrica ca ra tte ri
stica (quella che il 3—PGA dà con l ’acido crómotropico) ed in base al com por
tam ento  cromatografico su carta. Le prove sono s ta te  condotte dopo lio
filizzazione del m ateriale, per allon tanare l ’acido formico che interferisce con 
i m etodi di determ inazione.

L a reazione colorim etrica dell’acido cromotropico, descritta  da B a rt
le tt [2], è r isu lta ta  positiva e lo spettro  nel visibile era sovrapponibile a 
quello osservalo per la reazione colorim etrica del 3-PG A  puro di controllo. 
Le determ inazioni qu an tita tiv e  erano fa tte  in base alla densità o ttica a 690 rrtjx, 
dopo aver calcolato il coefficiente di estinzione m olare di una soluzione tito 
la ta  di 3-PG A .
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L ’analisi del fosforo, eseguita con il m icrom etodo di M artin  e D oty  [8], 
ha d im ostrato  la resistenza a ll’idrolisi acida del composto, il quale è risul
ta to  stabile anche dopo idrolisi in acido cloridrico 1 N per 180 m inuti a 
ioo°C. Il contenuto  in fosforo fu determ inato  dopo incenerim ento in H 2S04 
io  N a I40°C per 4 ore.

Nella T abella I viene indicato il contenuto in acido 3-fosfoglicerico deter
m inato  con la reazione dell’acido cromotropico, ed il contenuto in fosforo 
dello stesso campione, determ inato  dopo incenerim ento. Si dà anche il valore 
dell’A T P  separato  dalla stessa crom atografia, determ inato  con il coefficiente 
di estinzione m olare a 258 m\x e con la determ inazione del fosforo |3 e y dopo 
idrolisi per 18 m inu ti in acido solforico normale.

T a b e l l a  I.

Contenuto eh 3—PGA e di A T P  nelV omogenato di fegato d i cavia incubato in vitro 
in presenza d i P 32 e di substrati attivanti il  ciclo ossidativo.

I valori sono espressi in p mole/g di tessuto epatico. L’attività specifica del fosforo stabile 
del 3-PGA e dei due fosfori labili dell’ATP è espressa come numero di impulsi al minuto

per microgrammo di fosforo.

3-PGA ATP

Determinazione spettrofotometrica P) °> 54 1,60

Determinazione in base al conte
nuto di P .......................................... 0,68 1,60

Attività Specifica . . . . . . . . 140 195

(1) La determinazione è stata eseguita in base al coefficiente di estinzione mo
lare, rispettivamente a 690 mjx (dopo reazione con ac. cromotropico) per il 3-PGA, e 
a 258 mp, per l’ATP.

L a differenza riscon tra ta  tra  il valore di 3-PG A  determ inato  con il 
m etodo dell’acido cromotropico, e quello determ inato  con l ’esame del con
tenuto  in fosforo, dopo incenerim ento del campione, va a ttr ib u ita  alla p re
senza^, nella frazione crom atografica, di un altro  composto fosforato, da noi 
non ancora identificato, e separabile d a ll’acido 3-fosfoglicerico m ediante 
cròm atografia su carta .

b) Cromatografia su carta.

1)1 com portam ento cromatografico su carta  del com posto eluito dalla 
crom atografia su A m berlite 400 dei composti acido solubili dell’om ogenato 
di fegato di cavia, è s ta to  confrontato con quello del 3-PGA, sale di bario, 
triid rato , puro, fornito dalla BDH.
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L a crom atografia su ca rta  era quella di tipo bidimensionale, ed è s ta ta  
eseguita avendo presente la tecnica descritta  l a  B andurski e A xelrod [1], 
m odificata con un diverso solvente acido che perm ette una m igliore e più 
specifica risoluzione del 3 -PG A  da a ltri interm edi della glicolisi e dal fosforo 
inorganico (Eggleston [4]).

E ra u sata  ca rta  W hatm ann  n. 2, 28 X 28 cm; la soluzione in esame con
teneva una q u an tità  di 3-PG A  non superiore a 0,4 p, mole e veniva applicata 
su una superficie circolare del diam etro di circa 0,5 cm. I solventi usati 
erano i seguenti:

i° solvente, acido: E tere isopropilico: Ac. formido 9 0 %  =  9 :  6;

2° solvente, basico: M etanolo: Am m oniaca: Acqua =  60 : 10 : 30

Fig. 2. -  Cromatogramma bidimensionale su carta della frazione 
3-PGA separata dalla cromatografia su colonna. La frazione è costi- 
tuifa principalmente da 3-PGA ed in piccola proporzione da un 

altro composto fosforato.

che hanno percorso la ca rta  in senso ascendente ed in direzioni risp e ttiv a
m ente ortogonali. L a crom atografia veniva eseguita in una stanza term ostatica 
a 20 C. Per Eliminare com pletam ente l ’acido formico del prim o sviluppo si 
lasciava asciugare la ca rta  a pressione rid o tta  in presenza di NaOH, e, egual
m ente, dopo il secondo sviluppo, in présenza di acido borico, per elim inare 
com pletam ente l ’am m oniaca.
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Per localizzare la m acchia del composto in esame e del 3-PG A  puro di 
controllo è s ta to  usato  il reagente di Hanes ed Isherwood [5].

L a qrom atografia del 3—PGA di controllo (decationizzato con resina 
A m berlite IR  120 (H +)) ci ha permesso di calcolare gli R f della macchia, 
unica, del com posto standard : R f acido 0,21; R f basico 0,49.

L a crom atografia della soluzione del composto in esame, m arcato  con 
P32 ha d im ostrato  la presenza di una m acchia ben evidente e con colore blu 
assai intenso con R f acido 0,21 e basico 0,49: valori corrispondenti quindi, 
a quelli del 3-PG A  standard ; ed u n ’a ltra  macchia, più piccola e meno in ten
sam ente colorata, con R f acido 0,11 ed R f basico 0,49 (ved. fig. 2).

L ’esa tta  corrispondenza del com portam ento cromatografico del com
posto da noi identificato come 3-PG A  con quello del 3-PG A  standard  si è 
p o tu ta  evidenziare usando il prim o composto (m arcato, per incorporazione 
in vitro, con P 32) come « traccian te » del secondo. E s ta ta  in fa tti eseguita 
una crom atografia bidim ensionale su ca rta  di una soluzione contenente circa 
0,4 [x mole di 3-PG A  standard  ed una piccola q uan tità , non rivelabile con 
m etodo colorimetrico, di 3-PG A  m arcato  con P32, con una a ttiv ità  specifica 
di 140 im pulsi al m inuto  per m icrogram m o di fosforo. L ’esame au to ra 
diografico della ca rta  crom atografica ha dim ostrato, in una lastra  sv iluppata 
dopo 7 giorni di esposizione, che la rad io a ttiv ità  era localizzata in corrispon
denza della m acchia di 3-PG A  standard  (R f acido 0,21, R f basico 0,49).

C o n c l u s io n i.

Q ueste osservazioni docum entano come duran te  la separazione crom ato- 
grafica su A m berlite 400 in form a di form iato dei composti acido solubili 
del fegato di cavia è possibile separare con buona risoluzione l ’acido 3-fosfo- 
glicerico, il quale appare accum ularsi in q u an tità  apprezzabile du ran te  l’incu
bazione in aerobiosi dell’om ogenato to tale dell’organo.

Il 3-PG A  viene spostato, quando si usino gli eluenti secondo un gradiente 
di concentrazione lineare, tra  l ’acido formico 3,70 N (fine del 20 eluente) e 
l ’acido formico 4 N +  form iato d ’ammonio 0,01 M (inizio del 30 eluente).

L a risoluzione da altri com posti fosforati è abbastanza soddisfacente 
da perm ettere  la determ inazione dell’a ttiv ità  specifica del composto.

Questo accumulo di acido 3-fosfoglicerico può essere in terp re ta to  come 
conseguenza di un orientam ento  in senso resintetico delle tappe del ciclo 
di Em bden-M eyerhof. Nel caso dell’incubazione in aerobiosi dell’om ogenato 
di fegato di cavia nel mezzo prim a descritto è sta to  da noi osservato un accu
m ulo delle forme più ricche di energia dei nucleotidi adenilici (AM P/ATP =  
0,07; A D P/A T P == 0,29; valori medi da qu attro  esperimenti), a confronto 
dei yalori osservati in esperim enti di incorporazione in del fosfato m ar
cato nei nucleotidi adenilici del fegato (AM P/ATP =  1,26; A D P/A TP =  1,53; 
valori medi da q u a ttro  esperim enti). Il grande eccesso di legami fosforici 
energetici, e la grande disponibilità nel mezzo di incubazione di p iruvato  e
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di altri composti facilm ente convertibili in p iruvato  possono spostare l’equi
librio delle reazioni nel senso di una resintesi di carboidrati a partire  dal
l ’acido piruvico (processo che, nella tappa p iru v a to --------- > fosfoenolpiruvato,
richiede appunto  energia).

Conforta questa n ostra  opinione l ’aver rilevato che du ran te  l ’incuba
zione dell’om ogenato di fegato di cavia, in un mezzo contenente solo cloruri 
di potassio e di magnesio, fosfati di potassio e saccarosio, non si verifica l ’accu
mulo di q u an tità  determ inabili di acido 3-fosfoglicerico.
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