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Neurochimica. — Alcuni aspetti del trasporto di aminoacidi 
nella retina Nota di R o s e t t a  G u a r n e r i , F e d e r ic o  P i c c o l i , 

F r a n c e s c o  P o n t e  e V in c e n z o  B o n a v it a , presentata ^  dal Socio 
L. C a l if a n o .

Summary. — The properties of mediated transport have been studied under different 
metabolic conditions, on the retina of the rat, in vitro.

In the case of glycine and glutamate the transport system is affected in terms of effi
ciency by glucose and oxygen, in the retina as well as in brain slices. Furthermore the influx 
of the two amino acids shows the same metabolic pattern. Conversely, the highest values of 
lysine uptake have been measured when the retinas were incubated in absence of glucose 
and oxygen. A possible interpretation of the data is discussed on the base of the peculiar 
metabolic pattern of the retina.

Le proprietà del trasporto  m ediato sono state studiate sia in  vivo che in  
vitro su fettine di tessuto nervoso, in condizioni sperim entali che possono essere 
facilmente controllate [1-5]. Le fettine di tessuto nervoso accum ulano am ino
acidi dal mezzo, contro un gradiente di concentrazione, in m isura variabile, 
che dipende da diversi param etri, tra  i quali appaiono di maggiore rilievo 
la na tu ra  dell’aminoacido e , la sua concentrazione. Tale accumulo contro 
gradiente richiede energia, è bloccato o ridotto da inibitori metabolici, da altri 
aminoacidi e/o da analoghi di am inoacidi [6-9], oltre che dalla assenza di Na+ 
e di O2. Esso è m ediato da sistemi carrier sulla cui natu ra non tu tti sono con
cordi [ i o - l i ] ,  ed infine la sua dinam ica dipende da processi in parte opposti, 
quali il flusso, l’efflusso e lo scambio [1—3]. Proprio gli studi condotti sulla 
specificità di substrato di tali fattori hanno indicato la possibilità di raggrup
pare gli aminoacidi in diverse classi di trasporto [12-15].

Gli esperimenti descritti in questa N ota si inseriscono nei num erosi ten 
tativ i di definire il ruolo specifico della glia e dei neuroni nel trasporto a tti
vo [16-17]. Si è utilizzata la retina che può essere considerata un autentico 
preparato  di neuroni particolarm ente differenziati. Le condizioni sperim entali 
di incubazione sono state suggerite dalle considerazioni esposte altrove [18].

R elativam ente alla specificità delle componenti del trasporto, si è consi
derato un solo am inoacido per ogni classe di trasporto ed in particolare, la 
glieina per i neutri a catena breve, la lisina per i diaminici e l ’acido glutam ico 
per i dicarbossilici.

Sono stati usati ra tti W istar albini, adulti di ambo i sessi, del peso di 220- 
240 g. Le retine prelevate secondo la tecnica descritta da B onavita et al. [19]

(*) Lavorò eseguito nella Clinica Neurologica e nella Clinica Oculistica dell’Università 
di Palermo e nella Clinica Neurologica dell’Università di Messina, con contributi del Consi
glio Nazionale delle Ricerche.

((*) **-) Nella seduta del 19 giugno 1973.
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venivano preincubate in 4,5 mi di terreno in presenza o in assenza di glucoso 
(negli esperimenti con glucoso, si faceva gorgogliare O2 per 30 see in cia
scuna vaschetta Erlenm eyer da 25 ml), per 30' a 37°C  sotto leggera agi
tazione. Al term ine di tale periodo, a ciascuna vaschetta venivano aggiunti 
0,5 mi del composto m arcato (glutam ato-C  14, glicina-C  14, L -lisina-C  14 
alla concentrazione finale di 2 m M /L), e la incubazione veniva continuata 
per 3, io, 30, 60, 120 m inuti. Al term ine dell’incubazione le retine venivano 
rapidam ente raccolte per filtrazione del mezzo di incubazione, pesate, omoge
neizzate in 2 mi di HCIO4 al 3% (peso/volume) e centrifugate. 0,5 mi di super
natan te venivano mescolati a 15 ml di liquido di scintillazione P rockop- 
E bert [20] e la rad ioattiv ità  contata in uno scintillatore U nilux della Nuclear 
Chicago. Le conte venivano paragonate ad uno standard  di terreno contenente 
il composto m arcato.

I valori del trasporto venivano calcolati come micromoli del composto 
presente nello spazio intracellulare in eccesso sulla concentrazione del composto 
nel terreno, secondo la formula: — — — M,  dove T  è la concentrazione 
del composto nel tessuto (micromoli del composto/ml H2O del tessuto), M 
è la concentrazione del composto nel mezzo alla fine della incubazione (m icro
moli del composto/ml del mezzo), E è lo spazio extracellulare ed I lo spazio 
intracellulare. La composizione del terreno era quella descritta da G uarneri 
et al. [18].

Gli am inoacidi m arcati erano prodotti dalla CEA (G if-sur-Y vette , F ran 
cia); tu tti gli altri composti erano reattivi « puri per analisi ».

R is u l t a t i e d isc u ssio n e

Le Tabelle I e II riassum ono i valori del trasporto attivo nelle due condi
zioni sperim entali descritte.

T a b e l l a  I
Trasporto attivo d i alcuni aminoacidi nella retina d i ratto adulto, 

incubata in assenza d i O2 e d i glucosio.

T e m p o  d i  
i n c u b a z i o n e ,  m i n u t i

G l i c i n a  
2  m M

L i s i n a  
2  m M

Ac. G l u t a m i c o  
2  m M

3 ' 1 .4 7  4 0 .4 6 _ 1 .4  4 : 0 , 1

io' 4 .9 8  4 :  0 .1 3 .6 9  ±  0 .8 3 5 5 . 6 4 4 : 0 . 4 3 1

30 ' 1 2 .0 8  4 :  0 .1 9 .0 4  4  0 .4 0 2 1 2 .6 8  4  0 .5 4 0

6 0 ' 1 1 .9 8  4 :  0 .7 9 2 1 2 .6 5  = t 1*720 1 6 .1 6  4  2 .2 0 0

1 2 0 ' — — 1 8 .9 3  4 1 .0 0 0

I valori sono espressi in micromoli intracellulari di amino-acido per mi di tessuto.
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T a b e l l a  I I

Trasporto attivo d i alcuni aminoacidi nella retina d i ratto adulto , 
incubata in  presenza d i  O2 e d i glucosio.

Tempo di 
incubazione, minuti

Glicina 
2 mM

L isina 
2 mM

Ac. Glutamico 
2 mM

3 ' 3 -38  ±  0 .5 8 6 _ 5.8 ±  1 .0 0

i o ' 10 .57  ±  1 .0 0 2 .6 7  ±  0 .7 2 7  
p  <  0 .0 5 1 7 .1 ±  1.95

3 0 ' 22.44 =t 2.02 5-95 ±  0 .5 6 4  
P <  0 .01

3 6 .0 5  ±  3 .0 0

60' 3 5 .01  ± 4 .1 7 8-49 ±  1-530 
P <  0.01

52 ±  4-52

120' 35-73 ±  4-40 46 F  1.00

I valori sono espressi in micromoli intracellulari di amino-acido per mi di tessuto.

Nel caso della glieina e del glutam ato, l ’assenza di glucoso e di ossigeno 
incide sulla capacità di trasporto  del sistema in m isura pressoché equivalente 
sia in fase di flusso iniziale (velocità del sistema) sia in fase di raggiunto equi
librio.

Nel caso della lisina, i dati sperim entali m eritano un commento a parte. 
I massim i valori del trasporto attivo di questo aminoacido sono stati m isurati 
proprio in assenza di ossigeno e di glucosio. L ’interpretazione del fenomeno 
rim ane incerta. A ppare, tu ttavia , lecita una ipotesi che tenga conto della p arti
colare organizzazione m etabolica della retina [21-22]. Se la lisina riconosce 
nelle s tru ttu re trofiche della retina il proprio sistema di trasporto, e ciò è p re
sumibile sulla .base della scarsa inibizione del suo trasporto ad opera di KCN [23], 
si può supporre che l ’attivazione da ossigeno e glucosio degli elementi funzio
nali induca un decrem ento della potenzialità di trasporto dell’aminoacido, in 
analogia con quanto è stato osservato in altri sistemi a duplice pattern  m orfo- 
funzionale.
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