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Chimica biologica. — Alternativa biochimica nella sintesi 
deirurean . N ota di F rancesco D e L orenzo, G ennaro Illiano, 
G uido M olea e G ennaro D ella Pietra, presentata ((*) **} dal Corrisp. 
F. Cedrangolo.

Recentemente Salvatore e coll. [1], in esperimenti effettuati nel Labora
torio di Chimica Biologica dell’Università di Napoli, con l’ausilio della tecnica 
di spettrom etria di massa (Spettrometro di massa della casa I talelettronica 
S P -2 I-F ), hanno dimostrato che la somministrazione in vivo di acido a-m e- 
til-aspartico (oc-MA) inibisce la sintesi di urea a partire da N15!!^  in omoge- 
nati di fegato di ratto . Nella Tabella I vengono riportati i risultati o ttenuti 
dagli Autori [1].

Tabella I.

Incorporazione di N15H ^ m urea m presenza di omogenati di fegato di ratto: 
effetto d e lla-M A iniettato in vivo (da Salvatore e coll. [ 1 ]).

Composizione della miscela di incubazione: omogenato di fegato in saccarosi 0,25 M (33%): 
1 mi.; MgCL, piruvato di sodio: 20 pmoli ciascuno; L-ornitina: 2 pinoli; ATP: 5 pmoli; 
N15H4N03 (30,04% N15): 1,98 pmoli; volume finale: 3 ml. Incubazione a 370 in termostato

rotante. Ambiente: O2.

Trattamento dei ratti (uccisi 
dopo 1 h dall’iniezione)

Tempo di 
incubazione , 

(min)

pg NH3/g tessuto 
(dopo idrolisi 
con ureasi)

% N i *

i 0 114 0 , 8 l 6
NaCl 0,9% . . . . . . . .  . ■

6 0 138 2,195

1i °
117 0,906

a-MA (3,4 mmol/kg) . . . .
60 117 0,910

I dati riportati dimostrano, dunque, che l’ammoniaca segnata con N15, 
se aggiunta ad omogenato di fegato di ratto  in presenza di ornitina, piruvato, 
ATP ed M g+ + , viene incorporata nella molecola dell’urea. Si può calcolare

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Chimica Biologica delPUniversità di Napoli con un 
contributo del C.N.R. (Impresa Enzimologia).

(**) Nella seduta del 9 gennaio 1965.
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che il 27 % dell’azoto dell’é ^ ra -u rea  sintetizzata trae la sua origine dall’N15 
dell’ammoniaca. Se invece che da fegato di ra tti normali, gli omogenati sono 
ricavati da fegato di ra tti tra tta ti in vivo con oc-MA (3,4 mmol/kg), l’N15 dei
ram m oniaca resta inutilizzato ai fini della sintesi dell’urea.

I dati riportati nella presente N ota (presentati nel luglio 1964 al VI Con
gresso Internazionale di Biochimica di New York [2]) riguardano esperimenti 
relativi alla sintesi di urea in omogenati di rene di pulcino. Anche questi espe
rimenti sono sta ti effettuati con l’ausilio della tecnica della spettrom etria di 
massa.

Parte sperimentale e risultati.

Pulcini di razza livornese dell’età di circa tre settim ane erano uccisi per 
decapitazione. Dopo dissanguamento, il rene, rapidamente prelevato, era 
lavato a freddo con saccarosio 0,25 M per tre volte e omogenizzato poi in 
puffer fosfati (secondo Sòrensen) 0,02 M pH 7,2 (1 gr di tessuto fresco a 2,5 mi) 
in Potter con pestello di teflon [3]. Le prove erano allestite in pozzetti di W ar
burg secondo quanto indicato nelle Tabelle II e III . Al termine dell’incuba
zione le prove erano deproteinizzate al calore (8o° per 3') e centrifugate.

Tabella II.

Incorporazione d i N15!!^  (*) in urea, in omogenati d i rene d i pulcino.
Composizione della miscela di incubazione: omogenato di rene (vedi testo) 0,75 mi (paria 300mg 
di tessuto fresco); ATP: 5 pmoli; piruvato di sodio, fumarato di sodio, MgCL, L-ornitina, 
L-aspartato, NaHCOa, N15H4N03 (30% N15 in eccesso): 15 pmoli ciascuno; volume finale: 3 mi 

con H2O; pH 7,2. Ambiente: O2 (5%CC>2). Incubazione a 37°.

Tempo d’incubazione 
(min.) pinoli urea/g tessuto fresco % nell’urea (*)

o 1,8 o ,375

60 3 ,5 0,380

(*) I dati riportati in questa colonna sono stati così calcolati: dal % di N15 nell*NH3 dosata e dalla quantità di NH3 
si calcolava la quantità assoluta di N16, sia prima che dopo il trattamento con ureasi; si sottraeva a tale quantità dopo 
ureasi quella prima del trattamento con ureasi; tale differenza, che rappresenta la quantità di N15 relativa all’urea formata, 
veniva riferita alla quaptità di urea dosata (vedi dati della colonna precedente) e così si ricavava il % di N15 nell’urea.

Esperimenti riportati in Tabella IL  -  I sopranatanti di tre prove uguali 
erano raccolti in beutine e addizionati con 2g  di permuti te Merck (preceden
temente lavata con HC1 0,1 N e poi equilibrata a pH 5 con H 20). Si agitava 
per 30' e si centrifugava. Aliquote del sopranatante (in genere 1 mi) venivano 
analizzate secondo il metodo di Seligson e H irahara [4] per determinare la 
quantità  di NH3 residua (che era cioè ancora presente pur dopo trattam ento 
con perm uti te). Analoghe aliquote venivano addizionate con 0,5 mi di puffer

7. — RENDICONTI 1965, Voi. XXXVIII, fase. i .
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acetato 0,02 M pH 5 contenente 1 mg di ureasi (ureasi Sigma, type V) e in
cubate a 370 in agitatore per 40'. Dopo digestione ureasica si dosava l’NH3 
secondo il metodo precedentemente indicato [4]. Altre aliquote, infine, sia 
tra tta te  che non tra tta te  con ureasi, erano sottoposte alla microdiffusione e 
TNH3 così raccolta era utilizzata per le analisi allo spettrom etro di massa.

I risultati ottenuti, espressi in pmoli di urea per g di tessuto fresco, sono 
riportati nella Tabella II.

I risultati di questa tabella dimostrano che nel rene di pulcino non vi è 
incorporazione nell’urea ^ ^ - s in te t iz z a ta  dell’N15 della N15H3.

Esperimenti riportati in Tabella III.  -  Anche in questo caso, sui sopra
natanti delle prove deproteinizzate al calore e centrifugate, veniva eseguito 
il dosaggio dell’urea con il metodo dell’ureasi: digestione con ureasi e dosaggio 
dell’NH3 con il metodo di Seligson e H irahara [4] secondo quanto indicato 
precedentemente. I risultati ottenuti, espressi in pmoli di urea per h e per g 
di tessuto fresco, sono riportati nella Tabella III.

T a b e l l a  III.

Sintesi di urea nellomogenato di rene di pulcino.
Composizione della miscela di incubazione: omogenato di rene (vedi testo): 0,75 mi (pari a 
300 mg di tessuto fresco); piruvato di sodio, fumarato di sodio, MgCh, L-ornitina, L-aspar- 
tato, NaHCC>3, L-leucina: 15 pmoli ciascuno; ATP: 5 pmoli; volume finale: 3 mi con H2O; 

pH 7,2. Ambiente O2 (5 % CO2). Incubazione a 370: ih .

Condizioni sperimentali pmoli urea /h/g tessuto fresco

Sistema completo ..................... .... 5,5

senza leucina ed aspartato . . . . . . . 2,2

senza èrnitina ed aspartato ......................... 2

Senza ornitina e l e u c i n a ........................ .... 2,6

senza leucina ................................................. 3,2

senza asp arta to ................................................. ' 2 , 2

Sistema completo (deproteinizzato al tempo 0) 1 , 6

Dai risultati esposti in Tabella III risulta che la L-leucina, aggiunta ad 
omogenato di rene di pulcino in presenza di L -asp arta to e di L -ornitina, è 
in grado di determinare una apprezzabile V ^^-form azione di urea.

D is c u s s io n e .

Il significato degli esperimenti riportati in Tabella III appare ridotto 
dalla bassa resa in urea. Inoltre è da tener conto che il substrato biologico è
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il rene di pulcino, cioè un tessuto di animale uricotelico: l’aumento dell’urea 
dopo aggiunta di L-leucina all’omogenato starebbe ad indicare, perciò, p iu t
tosto che un ’attivazione di un ciclo ureogenetico, un aumento della concen
trazione dell’arginina nel tessuto in questione (ved. Clementi [9]). T u tt’al 
più si potrebbe essere autorizzati a concludere che la sintesi degli atomi di 
azoto dell’aggruppamento guanidinico dell’arginina avviene attraverso una 
via sulla quale non è intercalata ammoniaca libera.

Comunque, se si vuol trarre una conclusione più generale dai dati delle 
Tabelle II e III , ci sembra che questi dati debbano essere considerati insieme 
ai già citati dati di Salvatore e coll. [1] riportati nella Tabella I. Per tale in ter
pretazione è necessario prem ettere quanto segue:

i° che l’a—MA, come è stato dim ostrato da precedenti ricerche di Ce
drangola e della sua Scuola [5-8], quando iniettato in vivo nella dose di 3,4 
mmol per kg di peso corporeo, è in grado di bloccare al 100 % la reazione di 
condensazione tra  aspartato e citrullina, reazione che, secondo tu tti i Biochi
mici, sarebbe una reazione fondamentale, obbligatoriamente intercalata nella 
catena di reazioni, che dall’azoto aminico conduce all’azoto ureico (ved. Ce
drangola [io, 11]);

20 che nel rene di pulcino manca la carbammilfosfato-sintetasi (CP- 
sintetasi) [12, 13], enzima capace di trasformare l’N H 3 nella forma attiva  
per la sintesi dell’urea (carbammilfosfato o CP).

Pertanto si può concludere che, quando il ciclo dell’ornitina è bloccato, o 
a livello della condensazione tra  aspartato e citrullina (azione dell’ix-MA) 
oppure a livello della sintesi di carbammilfosfato (assenza di C P-sintetasi 
nel rene di pulcino), PNH3 non può essere organicizzata ad urea.

Come risulta dai nostri dati, invece, in queste ultime condizioni speri
m entali (rene di pulcino, in cui è assente la CP-sintetasi) l’azoto aminico 
della L-leucina sarebbe in grado di determinare una apprezzabile extra-ior- 
mazione di urea.

Pare quindi che effettivamente si possa sostenere l’idea, da qualche 
tempo prospettata  da Cedrangolo (loc. cit. [ io - n ] ) ,  di una alternativa me
tabolica:

a) biosintesi dell’urea attraverso una catena di reazioni nella quale 
l’NH3 non rappresenta un intermediario obbligatorio. L ’idea di una catena 
di reazioni di trasporto molecolare tra  azoto aminico e azoto ureico fu avan
zata da Cedrangolo [14] dieci anni or sono ed è sta ta  rafforzata da tu tta  una 
serie di ricerche originali condotte per vie diverse nello stesso Laboratorio di 
Chimica Biologica di Napoli (per una completa bibliografìa vedi loc. cit.
[i°> 11 ]);

ò) biosintesi dell’urea dall’NHs attraverso una via che pare identifica
bile col ciclo jdell’ornitina, formulato nella sua più moderna rappresentazione 
(vedi loc. cif. [io, i i] ) .

Allo scopo di ulteriormente chiarire questi problemi, le ricerche continue
ranno in condizioni sperimentali diverse e con l’uso anche di L-aminoacidi 
m arcati con N15.
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