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Patologia. —- Modificazioni delVincorporazione del P32 nell'acido 
ribonucleico dì cellule di epatoma ascile di Yoshida in presenza di 
DL-eritro, treo-&, ^-diidrossibutirraldeide e di D h-gliceraldeide (*\ 
Nota di C e s a r e  A g o s t i n i  e A n g e l a  S e s s a , presentata ( * * } dal 
Corrisp. PC C i a r a n f i .

Summary. — Labelled phosphate incorporation into RNA and C14-leucine incorpo
ration into protein of Yoshida ascites hepatom a cells have been studied, in  vitro, in the 
presence of D L-glyceraldehyde and D L -erythro, threo-y. , (IL-dihydroxybutyraldehyde.Both 
aldehydes decrease protein synthesis to a similar extent, whereas differential effects are seen 
on P32-incorporation  into RNA. Glvceraldehyde inhibits RNA synthesis after a lag period 
of 30 minutes, reaching inhibition values of approxim ately 30%  at 120 minutes of incubation. 
Inhibition by dihydroxybutyraldehyde does not show lag period and reduces P32 incorpor
ation into RNA to 50%  of control values at 120 minutes of incubation.

È stato recentem ente dim ostrato che varie aldeidi alifatiche inibiscono 
l’incorporazione in vitro di aminoacidi nelle proteine di cellule di tum ore ascite; 
poiché è noto che le aldeidi si condensano con la cisteina dando luogo ad 
acidi tiazolidin-4-carbossilici si è supposto che Fazione inibitrice sulle sintesi 
proteiche dipenda dallo sbilanciam ento del pool intracellulare degli am inoa
cidi che in ta l modo si provoca [4]. Non si può escludere tu ttav ia  resistenza 
di altri meccanism i di inibizione, tra  i quali una eventuale interferenza delle 
aldeidi nel m etabolism o degli acidi nucleici.

L a presente N ota riguarda l’incorporazione del P32 nell’acido ribonucleico 
(RNA) e della le u c in a -i-C 14 nelle proteine delle cellule dell’epatom a ascite 
di Y oshida in presenza di due aldeidi alifatiche: la gliceraldeide (GA), che 
inibisce la glicolisi e le sintesi proteiche [4] e la eritro, treo -a  , (3-diidrossibu- 
tirraldeide (DBA), che inibisce con grande prevalenza quest’ultim e [4].

M a t e r i a l e  e  t e c n i c a .

Gli esperimenti sono stati eseguiti su cellule di epatom a ascite di Yoshida, 
prelevate da ra tti W istar, dopo 8-10 giorni dal trapianto . Le cellule tum orali 
venivano isolate come descritto da G uidotti e coll. [3]. L ’incubazione era 
effettuata in apparecchio di W arburg  a 38° C usando vaschette della capacità 
di 15 mi. m unite di appendice laterale. L a quantità  di cellule per vaschetta 
era di 10-12 mg (peso secco). Il miscuglio di reazione (volume finale: 3 mi) 
era costituito da un  K rebs-R inger-b icarbonato  [7] ed il gas am biente era

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Patologia Generale dell’U niversità di Milano.
(**) Nella seduta del 12 marzo 1966.
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95 % O2 -  5 % C0 2. Le appendici laterali delle vaschette contenevano 0,5 
(xMole di D L -le u c in a -i-C 14 (attiv ità specifica 3,8 [xCurie/{JiMole) oppure 
io  p,Curie di fosforo inorganico radioattivo (P32-ortofosfato «carrier free») 
in presenza di GA e di DBA. Questi inibitori erano usati in quan tità  tale da 
ottenere una soluzione finale 5 m M olare. L ’osm olarità finale del miscuglio di 
reazione era aggiustata a circa 0,30.

Il contenuto delle appendici laterali veniva travasato  nelle cavità princi
pali dopo un periodo di equilibrazione di io  m inuti. Al term ine dell’incuba
zione le reazioni venivano bloccate con acido tricloracetico (concentrazione 
finale 1 % nelle vaschette contenenti leucina, 5 % in quelle contenenti fo
sforo).

Fig- 1. “  Azione in  vitro  della D L -eritro , t reo-oc, p-diidrossibutirraldeide e della D L-glice- 
raldeide sull incorporazione di leucina—1—C14 nelle proteine di cellule di epatom a ascite di

Yoshida.

I punti rappresentano il valore medio di tre esperimenti e l’Errore Standard di ciascun valore è di circa il 20%.
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L a rad ioattiv ità delle proteine, purificate secondo Rabinovitz e coll, [ó], 
veniva m isurata allo stato secco con contatore a finestra di mica. L ’RNA era 
isolato secondo Feigelson e coll. [2] e le rad ioattiv ità del fosforo dell’ RNA, 
dosato con il m etodo di Berenblum  e Chain [1], dopo incenerim ento con una 
m iscela di H2SO4 : HCIO4 (3 : 2 volumi), veniva m isurata con un contatore 
per liquidi M 6 (20th C entury  Electrics Ltd.).

R i s u l t a t i  e  d i s c u s s i o n e .

Gli effetti delle due aldeidi studiate sulla incorporazione della leu c in a -i-C 14 
nelle proteine e del P32 nell’RNA delle cellule dell’epatom a ascite di Yoshida 
sono riportate  rispettivam ente nelle figg. 1 e 2.

Fig. 2 . -A zione  in  vitro  della D L -eritro , treo-oc, (3-diidrossibutirraldeide e della D L-gliceral- 
deide sull’incorporazione di P 32 nell’acido ribonucleico di cellule di epatom a ascite di Yoshida.
I punti rappresentano il valore medio di tre esperimenti e l’Errore Standard di ciascun valore è di circa il 20 %.

Da questi dati risulta che sia la GA che la DBA hanno un effetto inibente 
simile sull’ incorporazione della leucina nelle proteine. Q uesta inibizione, già 
evidente dopo 15. m inuti di incubazione, raggiunge valori di circa 60 % dopo 
60 e 120 m inuti.
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L ’incorporazione del P32 nell’RNA è influenzata in modo differente dalle 
due aldeidi: in presenza di GA dopo un aum ento iniziale, l’incorporazione co
m incia ad essere inibita a 30 m inuti, raggiungendo il valore del 2 9 %  a 120 
m inuti. L a DBA sem bra avere un effetto inibente già quasi dall’ inizio, ben 
evidente a 15 m inuti e raggiunge valori del 50 % a 120 m inuti.

I nostri risu ltati con GA sono in accordo con quelli di Oelkers e coll. [5] 
che hanno trovato  con am bedue gli isomeri della gliceraldeide una inibizione 
del 25 % dell’incorporazione dell’u rid ina-C 14 nell’RNA.

L ’aum entata  incorporazione del P32 nell’RNA che appare con GA nei 
prim i m inuti potrebbe essere m essa in relazione al fatto che questa aldeide, 
al contrario della DBA, inibisce la glicolisi [4], fenomeno che rende disponi
bile per la sintesi dell’RNA una maggiore quantità di fosforo inorganico.

Le m isure eseguite non consentono una interpretazione sicura sul modo 
con cui queste aldeid i inibiscono la sintesi dell’RNA, Si può form ulare l’ipo
tesi che tale inibizione non sia d iretta  m a secondaria a rido tta formazione degli 
enzimi im plicati nella sintesi dell’RNA. A  questo proposito si può ricordare 
che Vescia e coll. [8] hanno osservato che la leucil-sR N A  sintetasi, o ttenuta 
da fegati di ra tti norm ali, è inibita da parecchie aldeidi fra cui la GA.
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