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Farmacologia. — Sintesi di acidi grassi radioattivi a partire da 
acetil— i—Cu—CoA m sezioni di fegato di ratto rese carenti in vitro del 
loro contenuto in CoA. Nota di P ietro M elchiorri, presentata 0 
dal Corrisp. P. D i M attel

Summary. — Liver slices incubated in Ringer-Krebs-bicarbonate solution and repea­
tedly washed in the same fluid released about 60% of their content of CoA.

CoA free liver slices were unable to take up acetate i~C14 into fatty acids at the same 
rate as normal slices did.

When these slices were incubated in presence of acety l-i-C 14 CoA, C14 labelled fatty 
acids were again synthetized. The uptake of radioactivity from the incubation fluid run paral­
lel to the disappearing of CoA from the same fluid.

Thus CoA seems to permeate in vitro cell membrane of liver slices although this condi­
tion is obviously strictly dependent on the particular pretreatment of the slices.

L a dim ostrazione sperim entale della penetrazione del CoA esogeno a ttra ­
verso la m em brana cellulare e la sua partecipazione alle attiv ità  enzim atiche 
endocellulari offre diverse difficoltà sperim entali.

L a difficoltà principale sorge dal fatto che a tu t t ’oggi non esiste in com m er­
cio un  CoA uniform em ente m arcato con isotopi radioattivi (C14 o H 3) tale 
da essere im piegato in esperim enti di diluizione isotopica al fine di com pro­
vare o meno la sua penetrazione endocellulare, nè esistono tessuti nei quali 
si possa creare in vivo una carenza di CoA con una, concom itante d im inu­
zione di alcune attiv ità  enzim atiche collegato a questo coenzima.

Infatti, le esperienze con ra tti alim entati con diete carenti in acido pan- 
totenico non hanno fornito risultati concordanti in quanto la dim inuzione del 
CoA endocelfulare, anche in entità rim archevoli, non si accom pagna sempre 
con una dim inuzione proporzionale della incorporazione dell’acetato nel cole­
sterolo e negli acidi grassi, attiv ità , com ’è noto, catalizzata da questo coenzima. 
(Lipm an e Klein [ i ]).

Inoltre, L a ta  e coll. [2] hanno add irittu ra  osservato che in ra tti alim en­
ta ti da lungo tem po con diete carenti in ac. pantotenico l’attiv ità sintetica del 
colesterolo e degli ac. grassi a partire  dall’acetato era aum entata.

Nelle presenti ricerche si è messo a punto un metodo per privare in vitro 
sezioni di fegato di ra tto  del loro contenuto di CoA senza alterare l’attiv ità 
respiratoria del tessuto, assunta quest’ultim a funzione come m isura, della so­
pravvivenza cellulare duran te tu tta  la dura ta  dell’esperimento. In  queste 
condizioni si è cercato di reintegrare il contenuto in CoA endocellulare aggiun­
gendo al m etzo  di incubazione del CoA esogeno e m isurando la ripresa della 
attiv ità  sintetica delle frazioni di acidi grassi attraverso la incorporazione in 
esse di a c e ta to - i-C 14. In  particolare si è paragonata l’incorporazione nei (*)

(*) Nella seduta del 12 febbraio 1966.
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lipidi dell’acetato radioattivo a partire dal solo a c e ta to -i-C 14 con quella 
o ttenuta a partire dall’a c e til- i-C 14-C oA  in fette di tessuto epatico private 
in vitro del loro contenuto di CoÀ.

M e t o d ic a .

Fette di tessuto epatico di ra tto  dello spessore di 0,5 mm  vennero incu­
bate in K rebs-R inger bicarbonato a ph 7,4 per 2h, 30 a 37°C con 3 ricam bi 
del liquido di incubazione seguiti da 3 lavaggi nello stesso liquido, ogni 45b 
L ’incubazione venne fa tta  in am biente di C0 2 al 5%  in 0 2 e il consumo 
di ossigeno venne m isurato con la tecnica di W arburg ogni 15'. A lla fine del 
periodo di incubazione ai soli campioni che m ostrarono di non aver variato 
la loro attiv ità  respiratoria più di ± 2 0 %  del valore registrato nei prim i 45' 
di incubazione venne aggiunto acetato di sodio i-C 14 (100 (JiC/campione) e, 
alternativam ente ac e til- i-C 14-C oA  (New England Co.) (100 ^C/campione).

Le attiv ità  specifiche m olari dei due traccianti radioattiv i vennero aggiu­
state m ediante opportune aggiunte di carrier non radioattiv i ai medesimi va­
lori (o, 1 >C/[A mole).

L ’incorporazione dell’ac e ta to -1 -C 14 nei lipidi venne m isurata con il 
metodo precedentem ente descritto. [3]. Le m isure di radioattiv ità vennero 
eseguite m ediante scintillatore liquido a due canali della Soc. Italelettronica 
di Rom a e il quenching venne calcolato m ediante la tecnica dello standard  
interno (sol. benzenica di gliceril-tristearato C14 ottenuto dal Radiochemical 
C entre di Am ersham ).

Il CoA tissutale venne dosato con il m etodo di S tad tm an e coll. [4] 
basato sulla reazione fosfotransacetilasica tra  acetilfosfato e CoA. Nel liquido 
di incubazione il CoA libero venne dosato con il metodo colorimetrico al nitro- 
prussiato see. Reisberg (1957) e LacetilCoA venne calcolato per differenza 
dal èoenzima A  totale, meno il CoA libero, determ inato con il m etodo di S tad t­
m an.

In  tu tte  le esperienze con l’acetato radioattivo e con il A c e til- i-C 14-C oA  
vennero aggiunti al mezzo di incubazione come carrier non radioattiv i acetato 
di N a (M erck) e acetil-CoA (Sigma) alle concentrazioni specificate.

R is u l t a t i .

L a Tabella I m ostra i risultati ottenuti dal dosaggio del CoA tessutale 
nelle sezioni di fegato sottoposto all’incubazione e in quelle che vennero succes- 
sivam ente incubate in presenza di CoA non radioattivo. In  queste ultim e il 
contenuto di CoA venne calcolato sia direttam ente che per differenza da quello 
che era stato aggiunto nel mezzo di incubazione all’inizio dell’esperimento 
m ediante dosaggio del CoA totale nel liquido di incubazione alla fine della 
incubazione stessa. È curioso notare che l’arricchim ento in CoA delle sezioni
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T a b e l l a  I.

Influenza della incubazione in Krebs-Ringer bicarbonato e dei lavaggi nello 
stesso liquido sul contenuto di CoA di sezioni di fegato d i  ratto e reintegrazione 
di questo contenuto per opera d i aggiunte di CoA esogeno nel mezzo di incubazione.

Camp.

N°

CoA tessutale 
prima della 
incubazione 

r/gr

CoA tessutale 
dopo 

incubazione
y/g

Differenza

0//o

CoA aggiunto 
al liquido

y/g

CoA tessutale 
dopo 

reintegrazione
y/g

1 69,6 17,6 — 74,7 _ __
2 89,4 43,0 — 51,9 — —
3 9C2 4°, 6 — 55,4 — —
4 67,4 13,8. — 79,5 — —
5 79,2 32,4 —• 59,i — —
6 66,6 24,4 — 63,4 36,0 60,4
1 70,0 23,0 -- '6 7 ,1 37,3 6°, 3
8 63,3 23,4 — 63,0 37,2 60,6
9 75,0 23,0 --- 72,0 48,5 7 i,5

Medie 74,6 26,8 — 65,1 63,2

T a b e l l a  IL

Biosintesi degli acidi grassi totali radioattivi a partire da acetato C14 e da 
acetil— I —C14—CoA in sezioni d i fegato normali e carenti in CoA. 

(Percentuale di radioattività introdotta sotto forma di acetato C14 e ritrovata in ac. grassi).

Camp.

N°

1
Legato normale 
ida acetato-1- 

C14
,

Fegato carente 
in CoA 

da acetato-1- 
C14

Differenza

%

Fegato carente 
in CoA da 

acetil-1-C14-  
coenzima A

Differenza

%

1 0,586 0,400 — 31,7 0,480 — 18
2 * 2,152 0,268 -  87,5 i,7 i5 — 20
3 0,365 0,293 — 19,7 0,310 .—- 2
4 0,412 0,432 +  4,8 0,464 .......  +  12
5 o,455 0,214 — 53,o 0,508 +  13
6 3,200 0,720 — 77,5 2,200 — 32
7 5,050 0,270 — 94,i 3,950 —• 21
8 3,730 2,380 — 36,1 3,300 --- 12
9 1,000' 1,070 +  7 ,0 1,100 +  IO

IO 1,800 o,945 — 47,5 1,763 ' — 11 2 ■

Medie 1,875 0,699 --- 62 1,580 — , 7
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di tessuto è, nei limiti di errore del metodo, proporzionale alla quantità  in 
precedenza perdu ta sicché nelle sezioni si trova alla fine la stessa quantità 
di CoA che si trovava all’inizio dell’esperimento.

L a  T abella II m ostra i risultati ottenuti nelle esperienze di incorpora­
zione delle fette di tessuto epatico private di CoA con a c e ta to -i-C 14 e con acetiL- 
i -C 14-CoA. Si può notare che l’attiv ità biosintetica è m inim a a partire dall’ace­
tato , se le fette sono state private del loro contenuto in CoA, m a riprende 
rapidam ente se si incubano in presenza di a c e til- i-C 14-CoA.

T a b e l l a  II I .

Variazione del contenuto d i  CoA e in radioattività totale nei liquidi biologici 
di incubazione di sezioni d i fegato carenti m  CoA dopo incubazione con

acetil- 1-C14—CoA.

Campioni

N°

CoA nel liquido 
dopo incubazione 

Diminuzione %

Radioattività nel liquido 
dopo incubazione 

Diminuzione %

1 — 45 — 43

2 — 31 — 29

3 — 22 — 21

4 -  64 -  6 5

5 — 55 — 51

6 ~  76 — 77

7 — 38' 3i
8 — 42 — 40

9 — 61 — 62

IO — 22 — 15

Medie — 46 — 43

Nella Tabella I I I  si può vedere che il calo del contenuto di CoA nei liquidi 
di incubazione alla fine del periodo di esperimento è proporzionale al calo della 
radioattiv ità. Ciò evidentem ente significa che l’acetilCoA  penetra endocellular­
m ente e cede l’acetato 1-C14 nei processi di acètilazione endocellulari in quan­
tità  proporzionale alla sua captazione.
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C o n c l u s io n e .

Dai risultati o ttenuti si può concludere che il CoA e PacetilCoA penetrano 
nelle cellule di'sezioni di fegato di ra tto  quando queste siano private di una 
parte  del loro contenuto in CoA m ediante preincubazione e lavaggio in K reb s- 
R inger bicarbonato.

M ediante la tecnica im piegata, resperim ento dim ostra la penetrazione 
del CoA nelPinterno delle cellule che ne sono carenti purché m antenute in 
condizioni di norm ale attiv ità  respiratoria.
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