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LE CATEPSINE - ESPOSIZIONE CRITICA
E RICERCHE SPERIMENTALL

Memnwrin di Lrisa Pozzr (¥)

RrAssUNTO. — Dopo un'esposizione critica dei recenti sviluppi della dot-
trina delle eatepsine o proteasi endocellulari ¢ relative applicazioni nel campo
patologico, si sono stndiati gli attivatori della funzione catepsica ed aleuni agenti
inibitori; si & ripreso in esame e discusso il rapporto tra azioni ossidanti e resintesi
proteica, in hase anche ai precedenti lavori della seuola; & stato studiato mediante
aggiunta di sieri alle miscele digestive se relazioni immunologiche in vario senso
influenzino la auloproteolisi negli organi; ¢ si & stabilita una riduzione della tun-
zione catepsica nel rene isehemico per legatura dell’arteria.

1. — NoO7Z10NI FISTOLOGICHE.

Un gruppo importantissimo di enzimi proteolitici & quello che & stato
denominato catepsine da WILLSTATTER ¢ BAMANN e sostanzialmente
corrisponde ai vecelhi fermenti autolitici, quelli cio¢ che, contenuti entro
le cellule e tenuli in freno durante la vita, vengono dopo la morte cellu-
lare ad agire sulle strutture proteiche proprie delle cellule stesse ed a
disintegrarle idroliticamente, operando cosi la autolisi od autodigestione
postvitale dei tessuti, quale pud comodamenie osservarsi ¢ seguirsi in
ritro. Si tratta di enzimi non secreti dalle cellule, come quelli che funzio-
nano nel tubo digerente, ma eminentemente endocellulari ¢ pertanto
studiabili solo dopo estrazione o liberazione dalle cellule. La loro cono-
seenza, derivata dallo studio dei fenomeni di autolist dei pitt diversi tessuti,

(*) I'resentata nell’ Adunanza del @ novembre 1934--X 111, dall’ Accademico

Pixrro Roxponr.

26



— 194 —

¢ tutt’altro che reecente; ma sono recenti alcuni perfezionamenti nella
tecnica di studio, come i tentativi di purificazione e la definizione pil
precisa delle condizioni della loro funzione: cosi la fissazione della rea-
zione attuale optimale e la conoscenza di aleuni attivatori.

Per quanto riguarda la reazione attuale optimale, si pud concludere
che essa corrisponde precisamente al punto isoelettrico delle proteine
fungenti da substrato: in altri termini le catepsine agiseono su proteine
elettricamente neutre. Questo fatto anzi oggi assurge a valore di elemento
di definizione di questi enzimi proteolitici, che sono appunto detti costi-
tuire un terzo gruppo in opposizione ai due gruppi di proteasi tipicamente
descritti nel tubo digerente, le peptasi e le triptasi, caratterizzate dall’a-
zione optimale rispetti_vamente su proteine in funzione di catione o di
anione '(NORTHROP) ¢ quindi con carica elettrica positiva o negativa e
percid a distanza — nell’un senso o nell’altro - dal punto isoelettrico, Sic-
come per la maggior parte delle proteine il punto isoelettrico & in reazione
leggermente acida, cosi anche Voptimum delle proteinasi catepsiche (e
parliamo qui dunque di vere proteinasi o enzimi agenti su proteine inte-
gre) € a tale reazione: di regola corrisponde a pH = 4 eirca, probabil-
mente con piceole differenze a seconda degli organi e di altri fattori colla-
terali. Secondo KLEINMANN e STERN parrebbe tuttavia che 'optimum
venisse a spostarsi alquanto verso la reazione acida quando si lavora con
enzimi catepsici al possibile purificati.

Gli studi della Seuola di WILLSTATTER ed in specie di WALDSCHMIDT-
Lrrz, ScHAFFNER, BECK ¢ BLUM hanno molto approfondito la questione
della purificazione delle catepsine, della loro titolazione (unita catepsiche)
e soprattutto la questione degli attivatori. Le catepsine sono attivate da
HCN ed H,S, al pari degli enzimi proteolitici studiati da GRASSMANK e
collaboratori nei lieviti ed al pari della papaina, altro enzima vegetale,
che ha singolare analogia di azione, anche per riguardo al pH optimum,
colle catepsine dei tessuti animali. Inoltre le catepsine sono attivabil
da un attivatore naturale, che fu dapprima chiamato z00chinasi e che si
pud separare dall’enzima a causa della sua solubilita in alcool diluito ed
in acetone ed anche mediante la sua adsorbibility a caolino in reazione
acida; e qui pure si avrebbe piena analogia coi suddetti enzimi vegetali,
che sarebbero pure attivabili da una fitochinasi con analoghe proprietd
(AMBROS ¢ HARTENECK). Ulferiormente si & dimostrato da GRASSMANK,
SCHOENEBECK e EIBELER che lattivatore naturale delle proteasi dei
lieviti non & che glutatione; e ad analoga conclusione sono giunti WaALp—
SCHMIDT-LEITZ ¢ PURR per riguardo alla cosi detta zoochinasi o attivatore
organico delle catepsine. Tl glutatione viene cosi ad essere riconosciuto come
un attivatore importante di tutto questo gruppo di enzimi animali (pro-
teinasi catepsiche) e vegetali (papaina e proteinasi di lieviti), che sono
poi tutti enzimi intracellulari od istoenzimi. Tale funzione ¢ perd propria
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solo del glutatione ridotto od SH-glutatione; mentre il SS—glutatione o
glutatione in forma di disolfuro (ossidato) non la possiede. E si innesta
qui la importante questione della concatenazione fra fenomeni ossidori-
duttivi e fenomeni proteolitici. Si & riconosciuto c¢ioé che una funzione
attivatrice delle catepsine spetta al gruppo —SH o gruppo sulfidrilico,
contenuto appunto nell’H,S stesso, nella cisteina ed in quel tripeptide
che & il glutatione; e WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ PURR hanno (1931) netta-
mente formulato lipotesi di «un governo del metabolismo endocellulare
delle proteine a mezzo del potenziale ossido-riduttivo nel senso della idro-
lisi come della sintesi», supponendo che, come la dominanza di un basso
potenziale ossidativo col permettere la permanenza del glutatione e della
cisteina ed eventualmente di altri corpi in forma ridotta & favorevole alla
proteolisi, cosi la accentuazione dei fenomeni ossidativi, condizionando la
ossidazione dei corpi sulfidrilati ed altri eventuali attivatori, verrebbe
a sopprimere i fenomeni di proteolisi e favorire anzi la proteosintesi.

Questa opinione concorderebbe con osservazioni fatte da MOTHES nel
regno vegetale, secondo le quali certe sostanze fungerebbero da regolatori
del ricambio proteico nei semi e nei germogli ¢ precisamente favorendo
nelle diverse fasi vegetative processi disintegrativi o sintetici a seconda
che egse sono in stato ridotto od ossidato. Una conferma precisa poi ver-
vebbe da VOEGTLIN ¢ MAVER che trovano la diminuzione della tensione
di ossigeno favorevole al progredire della proteolisi in tessuti normali e
neoplastiei.

Ma su questo punto cui & stata dedicata speciale attenzione in questo
Laboratorio, tornerd in seguito pitt per esteso. Qui voglio brevemente
accennare alla discussione svoltasi fra alcuni studiosi sulla reale natura
del processo di attivazione da corpi sulfidrilati delle proteinasi catepsiche.
1 intanto certo che la attivazione in parola non ha nulla a fare con quella
della proteinasi (e earbossipolipeptidasi) triptica da enterochinasi: questa,
secondo un’opinione sostenuta gid da HAMBURGER od HEKMA e da DASTRE
e STASSANO, eppoi sperimentalmente appoggiata da WALDSCHMIDT-
LEITZ (1924) si combina in proporzioni stechiometriche colla tripsina, la
combinazione essendo reversibile ed agisce probabilmente modificando
soprattutto lo stato elettrochimico dell’enzima, la cui funzione presup-
pone una certa carica (negativa) del substrato. Forse la enterochinasi
pud anche in parte agire legando ed inattivando certe sostanze organiche
inibitrici (GrAssMANN). L’attivazione delle proteinasi catepsiche non si
svolge, a quanto pare, in proporzioni definite, sebbene i dati quantitativi
siano tutt’altro che ben chiari; né pare che abbiano qui importanza modifi-
cazioni elettrochimiche delVenzima o del subsirato. Secondo un’opinione
gia ventilata da qualche precedente autore (GRASSMANN) ma soprattutto
gostenuta da KREBs (1930) la funzione del HS-glutatione e di tutti i
corpi sulfidrilati, come dello stesso HCN rispetto alla papaina ed alle
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catepsine sarebbe riconducibile alla, eombinazione di cui queste sostanze
Bono suscettibili colle tracce di metalli pesanti, che mai mancano nelle

Plessi coi metalli o veleni dell’anzima; e simulerebbero una vera azione
attivante golo eliminando delle azioni paralizzanti. Questa concezione @&
combattuta energicamente da WALDSCHMIDT-LEINTZ o collaboratori e

non & appoggiata dalle osservazioni di STEERN, secondo le quali certi me-

LEITZ, SCHARIKOWA e SCHAFFNER e WALDSCHMIDT—LEITZ, WEIL e Purr
(1933) evidenziano tutte queste funzioni in rapporto a diversi enzimi, che
hanno importanza nel metabolismo intermediario delle proteine e dei car-
boidrati. Cosi Varginasi pare, ad onta di risultati in primo tempo incerti
¢ contradditori (SALASEIN e SoLOWIEW; EDLBACHER e collaboratori
KLEIN e Z1EsE), attivata, ma non dal solo gruppo sulfidrilico (che in certi
casi, come in reazione debolmente acida, inibisce), bensi dal complesso
costituito da un composto sulfidrilato e da ferro. Troviamo qui dunque
all’'opera una specie di sistema attivatore complesso costituito da un
metallo pesante e da un COrpo organico sulfidrilato, come cisteina, I eom-
Posti sulfidrilati inibiseono s funzione di alcune fosfatasi: cosi di fosfatasi
che scindono alcuni esteri dell’acido fosforico, di nucleotidasi (che stac-
cano acido fosforico da acido nucleinico) e di quelle fosfatasi che staccan o
Yacido fosforico dall’acido creatinfosforico; allo stato ossidato quei com -
posti perdono tale funzione inibitrice: onde la Ppossibilita che il potenziale
ossido-riduttivo influenzi per tal via anche il metabolismo dj carboidrati,
dell’acide nucleinico e (muscolo ?) di complessi guanidino—fosforici.

Ma studi ulteriori hanno portato a riconoscere Pingranaggio nella,
funzione catepsica anche di un’altra sostanza, essa pure altamente ridu-
cente, essa pure probabilmente fungente da trasportatrice di idrogeno
nei processi delle ossidoriduzioni organiche: I’acido ascorbico o vitamina C.
KARRER ¢ ZEHENDER e, indipendentemente, PURR hanno dimostrato la
funzione attivante dell’acido ascorbico di fronte a catepsine di tessuti
diversi, i primi lavorando con estratti enzimatici di fegato di poreo privati
degli attivatori naturali mediante frattamento con acetone ed etere, il
secondo lavorando con estratti integrali di un tumore. L’argomento &
stato approfondito da EULER, KARRER e ZEHENDER, i quali affermano
un’azione attivante, sia pure pit limitata, del cosi detto redutione dal glu-
€08i0; e trovano che ferro— e ferrijoni, come Ca—joni elevano il potere
attivante dell’acido ascorbico, mentre i sali rameiei hanno azione ini-
bente. Questi Autori discutono la questione dei complessi ed osservano
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che sono attivatori in genere quei corpi che legano il rame, agente inibi-
tore per le catepsine. I corpi riducenti come la cisteina ¢ I’acido ascorbico
potrebbero agire anche proteggendo le catepsine dall’azione dannosa del-
1’0, ; 0 comunqgue creando un sistema labile ossido-riduttivo necessario
per il decorso del processo enzimatico. Notevole I'osservazione di EULER
e collaboratori che Vacido deidroascorbico, reperibile pure nell’organismo
secondo WOLFF e collaboratori e dotato di una interessante azione deidro-
genante sugli aminoacidi, non ha funzione attivante per le catepsine.
MASCHMANN ¢ HELMERT hanno frattanto stndiato l'influenza dell’acido
agcorbico sulla papaina, trovando che I’enzima & inibito dalla vitamina,
ma attivato dal sistema vitamina + ferro. I1 Cu avrebbe azione inibitrice.
Vi sarebbero perd differenze a seconda del substrato (gelatine di diverse
gpecie, peptoni) usato; ed anche per Vinfluenza accelerante dell’acido
ascorbico sulle catepsine si hanno differenze a seconda del substrato e
soprattutto della origine delle catepsine. B supposto che grosse dosi di
acido ascorbico abbiano piuttosto funzione inibente. L’azione dell’acido
ascorbico, che non & certo un formatore di complessi col Fe ed altri metalli
pesanti, mostrerebbe come influenze attivatriei si possano avere indipen-
dentemente dalla soppressione di azioni paralizzanti di tracce metalliche
nelle miscele reattive. Interessanti sono le considerazioni di BERSIN, in
parte sulla linea dei lavori di MASCHMANN e HELMERT e le osservazioni
gulla influenza di agenti riducenti ed ossidanti sulla papaina: i solfiti atti-
vano la papaina al pari di H,S ed HCN; ed in genere ¢id fanno tutti quei
corpi riducenti i quali sono in grado di trasformare i disolfuri in mercap-
tani, appunto perché la papaina aftiva avrebbe natura di mercaptano
{(PaSH), mentre la inattiva avrebbe natura di disolfuro (PaSSPa). Anche
una irradiazione non troppo prolungata con raggi ultravioletti attiverebbe
tale trasformazione e perd eleverebbe la funzione proteolitica della pelle
e del sangue. Ma evidentemente qui si fa una serie di assunzioni un po’
frettolose; e soprattutto BERSIN non giustifica affatto T'affermazione che
Pattivazione di enzimi cateptici conduca ad elevazione del potere bacte-
ricida dei tessuti e liquidi organici. Come sard detto anche in seguito,
il rapporto fra funzioni immunitarie e funzioni catepsiche & dei pin oscuri.

Oltre ad una attivazione da sostanze riducenti o da sistemi di tali
gostanze e metalli pesanti (come acido ascorbico - Fe), si deve, dopo le
ricerche di RONDONI, anche riconoscere un’accelerazione da fosfatidi,
di cui questo Autore ha studiato lecitina e cefalina sintetica in primo
tempo, poi anche lecitina ex ove (1932): si tratta di un’azione accelerante
e non di una attivazione, come nei casi precedenti, il fosfatide non potendo
sostituire Vattivatore vero, per es. H,S od il corpo sulfidrilato, ma potendo
solo e probabilmente in virtl di fenomeni di adsorbimento con enzimz e
substrato proteico, accelerare la funzione idrolitica dell’enzima debita-
mente attivato.
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Non & il easo di riportare la immensa mole dei Tavori sulle proteasi
endocellulari, studiate coi metodi classiei della antolisi. 1 lavori recenti,
surriferiti brevemente, diversificano soprattutto per la tecnica, perché
studiano l'azione delle proteinasi catepsiche su substrati artificialmente
aggiunti ¢ non sulle proteine proprie del fessuto: s nsa per lo pin gelating
o peptone, dirado (e coslin un lavoro non pilt recentissimo (i A. CLEMENTT)
‘aseing e si tende a negare alle catepsine una specificila di organo. B dubbio
s¢ cid significhi un progresso in tutti i casi od abbia davvero avvantageiaio
la conoscenza del significato lisiologico delle catepsine. Si pPud infatii
discutere se Vattivazione da corpi sulfidrilati ed altre importanti proprieti
evidenziate coi metodi recenti nelle catepsine, siano dimosteabili anche
quando si lasciano agire oli enzimi sui loro substrali naturali (proteine
proprie degli organi): cosi Roxa o Rremanaxs, Krrisomasy affermereb-
bero che s0lo se si usa gelatina cone substrato oceorre un’attivazione da
H.S. Ricerche recenti di ABDERHALDEN o SCHWAB avrebbero dimostrato
inoltre che, conforme alle antiche ogser azioni e contrariamente alla con-
cezione venuta di poi sulla base dei citati lavori, una speciticita, degli
enzimi endocellulari per rispetto alle proteine proprie dellorgano esiste-
rebbe: cosi le proteinasi che manifestano la loro azione nella autolisi del
fegato sarebbero, in primo fempo elettivamente atte ad idrolizzare le
proteine epatiche; ¢ solo col progredire del processo disintegrativo compa-
rivebbero proteinasi che attaccano anche proteine di altra origine. Di poi
anche nel polmone, cuore, rene e surrene questi Autori hanno trovato
proteinasi organospecifiche; ¢ solo nella milza non si rinsei a dimostrare
in nessuna fase del processo autolitico un’attivitd enzimatica diretta solo
sul tessuto splenico, il che potrebbe, secondo gli Autori, dipendere sempli-
cemente dalla gran ricchezza in leueociti coi loro enzgimi aspecitici.

Si ha qui un accenno ad un fatio importante, derivato dalle osserva-
zioni della Scuola di WirLstirrer sullo stato degli enzimi nelle cellule:
notoriamente WILLSTATEER ha distinto per aleuni enzimi (proteasi, ami-
lasi ecc.) uno stato di desmoenzima ed uno di livenzima: nel primo caso
Penzima ¢ incluso, come murato, in edifici molecolari molio complessi,
nel secondo ¢ liberato o smascherato. 1 fermenti S0N0 SPesso presenti
nelle cellule come desmoenzimi, non facilmente estraibili; ma una disin-
tegrazione iniziale, per esempio per un blando processo di autolisi, 1
solubilizza ¢ 1i libera e li rende facilmente accessibili, come lioenzimi,
ai mezzi di estrazione. Cosi 1o stesso WITLTATTER o RHODEWALD hanno
studiato nella mucosa gastrica una desmopepsina ed una desmocatepsina.
Ora per le catepsine di molti organi normali ¢ di tumori MASCHMANYN ¢
HELMERT (1933) hauno soprattutto faito attenzione alla possibilith che
le catepsine siano, olire che in parte attivate (da attivatori naturali, come
glutatione, ece.), ed in parte no, anche in parte libere e facilmente estrai-
bili, come lioeatepsine, ed in parte (nel fegato) insolubili come desmocu-

2
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tepsine e dimostrabili nei vesidui i estrazione per Pazione diretta sul
substrato: tuttavia per i tumori essi coneludono che i1 90 0, cirea delle
catespine sono facilmente esteaibili con glicering acidificata e percio pre-
senti come lioenzimi,

Sioe sempre espressamente parlato tinora di proteinasi catepsiche;
ora dobbiamo sogginngere che le ricerche moderne hanno largamente
dimostrato che 'apparato enzinmatico proteolitico endocellulare comprende,
oltre a delle proteinasi od enzimi idrolizzanti proteine naturali pite o meno
complesse, anche deghi enzimi agenti sopra a peptidi preparabili per sin-
tesi ¢ di diversa complessita. In analogia a quanto si sa per aleuni secreti
digestivi, si pud dire che anche nei tessati sono contennte delle peptidasi,
che la scuola di WILLSTATTER chiama peptidasi calepsiche ¢ distingue in
carboss

ipolipeptidasi, aminopolipeptidasi ¢ dipeptidasi,  vaggruppando
queste ultime (aminopolipepiidasi - dipeptidasi) sotto la denominazione
di ereptast o enzimi cveptici. La difterenza di azione piit sostanziale sta nel
punto di attacco al substrato, la carbossipolipeptidasi fissandosi al earbos-
sile libero nei peptidi di diversa complessitd, Je aminopolipeptidasi e dipep-
fidasi invece lssandosi all’aminogruppo libero. Queste poi, le aminopo-
lipeptidasi e le dipeptidasi, si distinguono fra loro perehe le prime attaccano
peptidi costituiti da almeno 3 aminoacidi, le seconde soltanto i dipeptidi.
Non ¢ il easo di rifevive qui tntti gli sviluppl moderni, in parte imper-
fetti, sopra a tutto questo armamentario enzimatico nei tessuti (Warn-
SCHMIDT-LEITZ, SCHAFFNER, BECK ¢ BLUM; KLEINMANN ¢ STERN; ARDER-
HALDEN ¢ BCHWAR ecc.). S riporta solo il pIT optimale di reazione di cia-
seun enzima ed il substrato sintetico atto alla dimostrazione.
Cuarbossipolipeptidasi: pH optimale 1,2 ; azione su benzoilgli-
cilglicina (richiede attivazione da

IS).
[ Aminopolipeplidasi: pl optimale 8; azione sn d, Heucilgli-
cilglicina

Ereptasi © Dipeptidasi: pll optimale &; azione su «, I-leucilglicina e
/ precisamente  sul  componente 1
soltanto.

Le eveptasi si somigliano per eguale optinnon di reazione in ambiente
atealino ¢ per Ia assenza di attivazione da 11,3, glutatione ece.; e si con-
trappongono alle carbossipolipeptidasi; che accompagnano pit stret{a-
niente le proteinasi, hanno optémum in reazione acida come gueste ece.:
il tutto analogamente a quanto accade nel seereto e negli estratti pancrea-
tiei. Siopun dive anzi ehe in generale 1,8 ed HON sono per le ereptasi
agenti inibitori o veleni.

Secondo osservazioni di Roxa e KLeiNyaxy, di WinnsrATTER,
Bayany ¢ Rimobewarn (1930), K. Stery (1931 11 8. Z.) i leucociti poli-

nueleati (serie micloide) contengono anche una vera triptasi cioé una pro-
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teinasi agente in reazione alealina come la tripsina, tanto che faluno
suppone che i leucociti siano la sorgente della tripsina pancreatica. A
quest’ultima opinione si opporrebbe il fatto che la triptasi leucocitaria
non & attivabile da chinasi (37ERXN): ma questo non sarebbe un carattere
differenziale assoluto perche anche nel pancreas pare esistere una tripsina
meno solubile, come desmoenzima ¢ di suo attiva, dunque non richiedente
attivazione enterochinasica (WILLSTATTER ¢ RHODEWALD, 1932, vol. 204).
Cosi i leucociti polinucleati contengono una triptasi, una vera catepsina ¢
delle peptidasi; mentre i linfoeiti ed 1 mononucleati contengono solo 'en-
zima catepsico e le peptidasi al pari delle cellule di quasi tutti gli organi.
Tracee di triptasi reperibili in organi diversi possono essere dovute a pre-
senza di leucocili; ma non pare che enzimi triptici faceiano parte dell’ar-
mameniario interno normale delle cellule: le vecchie osservazioni di HEDIN.
che studiando la proteolisi splenica notd un mazimum di attivith a pH 8
(z~lienoproteasi) ed uno a pH 4 c¢irea (B-lienoproteasi) sono oggi spiegabili
col fatto che a pH 8 risultava ’azione di ereptasi allora ignote che hanno
optimum di azione proprio a quel pll (WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ DEUTSCH,
KLEINMANN e STERN). Anche le recenti ricerche di BORGER proprio su
milze normali e patologiche parlano per la presenza solo di catepsine con
optimum a pH 4 e di ereptasi con optimum a pH 8, queste ultime para-
lizzabili da glutatione ridotto ¢ HCN, che viceversa attivano le prime.

Infine si potrebbe ricordare studi sopra il contenuto enzimatico di
estratti embrionali, di quegli estratii e¢he hanno anche la nota azione ecci-
tante sulla crescita degli esplanti: CARREL, CARREL e BAKER, A. FISCHER:
s5i devono qui ricerche coi metodi della chimica enzimatica a BORGER e
PETERS, che trovano in embrioni di pollo una certa abbondanza di dipep-
tidasi, meno di aminopolipeptlidasi, le une ¢ le altre con un optimum in
zona piu alcalina (pHl 8,5) delle comuni ereptasi dei tessuti (pH 8); assenza
di proteinasi negli estraiti acquosi, una piccola quantiti perd in estratti
allestiti con glicerina acida: ¢ soprattutto alto contenuto proteinasico nelle
membrane ovulari, conforme a quanto 1rovd anche KREBS (vol. 238).
Nell’ingieme le attivitd proteolitiche dimostrabili én vitro non sono molto
elevate nei tessuti dell’embrione di pollo: ma si pud bensi supporre con
BORGER e ZENKER che questi enzimi abbiano importanza per la disinte-
grazione dei materiali nutritivi ¢ per oftrire al tessuto in crescita una
cerfa disponibilita di proteosi ed altri prodotti disintegrativi (CARREL e
BAKER) capacl di cssere utilizzati. Siospiegherebbe cosi la inattivazione
della funzione ccecitatrice per la crescita degli esplanti colla conservazione
e col riscaldamento degli estratti ossia con la distruzione degli enzimi,
secondo CARREL stesso ed i pitt recenti osservatori (BORGER € ZENKER)
hanno coustatato.

Quanto al significato fisiologico delle catepsine, vi sono sicuraiente
molti punti interrogativi: sono esse anzitutto enzimi che entrano in fun-

i 0757
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sione solo alla morte delle eellule per disintegrare la frama proteica dei
sadaveri ecllulari; o hanno una funzione intravitale, dominando il cata-
bolismo proteico e, per una azione invertita realizzabile sperimentalmente
in molti enzimi, anche proteolitici, ma tooricamente ammissibile in tatti,
anche i fenomeni di anabolismo e di sintesi ! In una rivista sullargomento
BrADLEY. che ha portato anche importauti contributi oviginali sull’anto-
lisi, diceva nel 1922 che Uautolisi deve essere inira rcitam correlata ai
fenomeni di atrotia normale ¢ patologica: nelle collule alla reazione neutr:
corrigpondente a civea pH 7.4, quella del sangue, le proteinasi sono inat-
tive, le exeptasi non hanno molto muteriale da attaceare, le proteine natu-
rali restano dunque indigerite ¢ Ia produzione di aminoacidi da esse @
trascurabile. Basta che per elevazione di proeesst catabolic (fuvoro cellu-
lare acerescinto) o per ristagno di seorie organiche dovuto ad insufficienza
cireolatoria (ischemia comungue indotta, anche semplicemente relativa
all’aumento della funzione delorgano) si arrivi ad un accumulo di pro-
dotti acidi (CO,, acido fostorico, chetoacidi ece.), perche sia messo in
opera il meccanismo autolitico, collo siabilirsi i una reazione attuale
favorevole alla funzione catepsica. Si arriva cosi secondo BRADLEY ad una
diminuzione di massa cellulare, fino al ripristino di wn opportano rapporto
fra metabolismo ridotto e condizioni di agportazione dei prodotti metabo-
liei. Insomma « ogni aumento di prodotti acidi nelle cellule o tessuti olire
la capacitd dei meceanismi tampone ad immediatamente dominarlo, deve
automaficamente tendere a modificazioni di massa in senso di atrofia ».
MrtepErn od HAMILTON riportano senz’aliro gueste conclusioni e soggiun-
gono che «la autolisi delle proteine lissulari ¢ un fenomeno sporadico ed
abnorme, privo di ogni rapporto col catabolismo endogeno minimo ».
Ma queste conelusioni negative sono oggi tutt’altro che accettabili: intanto
& decisamente erronea la osservazione di BRADLEY ¢he la reazione attuale
intracellulare sia quella del sangue, con un pll oltre 7. La reazione intra-
cellulare ¢ certamente piuttosto acida: secondo osservazioni di CHAMBERS
riterite da GRAY dovrebbe esserc attorno a pH 6.9; ma sccondo una sin-
tesi di P. Rerss si ha nel citoplasma un pil 6 cirea, che pud calare ancora
nei processi vitali con sviluppo di acidi. Una osservazione tipicamente
dimostrativa della influenza della funzione sulla reazione atfuale domi-
nante nele cellule ¢ con molte altre quella della PASTORLD su Vortieella:
la reazione attuale del contenuto del sacuolo passa da pH 5 a pH 3.5
per confrazione det mionemi. Qui si tratta di veazione in un gneco vacuolare
che & segregato dal vero citoplasma: ma evidentemente ¢¢ nella contra-
zione dell’organulo contrattile una formazione di sostanze che elevano
la coneentrazione idrogenionica prima del eitoplasma eppoi del liguido
vacuolare. 8i pud dungue ammettere che durante la vita delle eellule, in
parti di esse, in compartimenti speciali del sistema eterogeneo che ¢l
protoplasma differenziato, si possano avere modilicazioni di reazione at-
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tuale da raggiungere o avvicinare il punto isoelettrico di certe individus-
lita proteiche e percid da rendere queste substrato optimale per le catep-
sine.

Lo schema di BRADLEY (derivato dalla non giusta analogia col sangue)
secondo eut si ha nella cellula normale reazione alealing ¢ proteine percio
a carica negativa ed inattaceabili dagli enzimi endocellulari, non puo
accettarsi. Non & dunque, con ogni verosimiglianza, un fenomeno post—
vitale o puramente patologico la funzione catepsica; ma [a parte dei com-
plessi ingranaggi del metabolismo proteico in condizioni (isiologiche.
11 fatto che colla morte delle cellule, colla neerosi, come vedremo a propo-
sito dei tumori, scompaiono le catepsine, parla pure per la loro importanza
legata alla vita cellulare.

Se esista la possibilith di una funzione inversa, sinfetizzante delle
catepsine e profondamente oscuro. Fenomeni di proteosintesi sono proba-
bili in »itro negli estratti di organi parzialmente autodigeriti. Si possono
ricordare qui le veechie osservazioni di ITwANOFF e di KOSTYTISCHEW e
BRILLIANT, che avrebbero osservato ricostruzione di proteine da prodotti
disintegrativi sotto Vinfluenza della alealinizzazione e Pper soggiorno a 600,
Anche DE BRYNE ammette nelle poltiglie di fegato in autolisi processi
di resintesi accanto a quelli idrolitici,

Vedremo che proeessi vicostruttivi sembrano probabili sotto influenza
di agenti ossidanti. Ma per quanto riguarda i fenomeni intravitali la que-
stione ¢ tutt’altro che risoluta. BRADLEY tende g riconoscere la funzione
sintetizzante degli enzimi autolitici nei processi di erescita e di ipertrofia;
¢ da importanza alla reazione alealina ed alla abbondante irrigazione san-
guigna. Ma MITCHELL ¢ HAMILTON si staceano qui dalla opinione (i Bra-
DLEY ¢ neganc ogni valore a tali enzimi nei processi sintetici, pereh, essi
dicono, questi processi sono altamente specifici ed esigono selezione di
aminoacidi per la costruzione di speciali edifiei proteici; mentre le proteasi
tissulari sono aspecifiche e sciolgono semplicemente i legami peptidici
senza riguardo agli aminoaeidi costitutivi ed alla configurazione moleco-
lare delle proteine. Questo modo di vedere dei due Autori ¢ oltre modo
discutibile: intanto ei sono gid appoggi sperimentali all’ammissione di
catepsine dotate di una specificita di organo (v. pag. 198), probabilmente
difficili a dimostrare, perché nei processi post—vitali di autolisi esse sono
sopraffatte dalle azioni idrolitiche travolgenti e massive prive i ogni
specificitd. Noi vediamo anche come certe peptidasi ecatepsiche posseg-
gano delle precise stereospeeificita, cosi ad esempio le dipeptidasi attace-
cano la l-lencilglicina e non lo stereoisomero destrogiro (v. pag. 199).
Draltra parte pud darsi che le catepsine eatalizzino bensi le sintesi dei
peptidi in modo generico, senza alcuna specificiti; ma clhie questa nltima
sia disciplinata ¢ conservata nelle proteine da forze polari od intermole-
colari affermantisi fra gruppi di determinata configurazione, a seconda
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della distribuzione dei campi polari relativi. Lo stabilivsi di legami pepti-
diei (catalizzato dalle catepsine in funzione invertita) potrebbe allora
essere, secondo un’idea svolta da RoxpoxI, una sceonda fase aspecitica
di un processo, la cni prima fase ¢ determinata da fenomeno di adsorbi-
mento specifico fra superfici a determinato mosaico di campi polari, teno-
meni di cui si hanno esempi numerosi (formazione di eristalli misti, adsor-
bimento su superfiei cristalline di molecole estranee offrenti una adatta
distribuzione di forze polari), di grande importanza soprattutto perla
immunologia (MARRACK). La neoformazione di individualith protelche di
determinata configurazione sarebbe cosi effetto di una aggregazione di
aminoacidi su un delerminato modello od in una determinata frama pre-
stabilita dalle preesistenti individualitd; eni poi seguirebbe lo stabilirsi
dei legami chimici fra gli aminoacidi.

Per relativa completezza ricordo che di recente HEDIN (1932-33) ha
deseritto nella milza di vitello un’enzima che propriamente opererebbe
la sintesi di proteine da prodotti di scissione profeica.
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II. — APPLICAZIONI PATOLOGICHE.

I recenti sviluppi dottrinali e tecnici hanno suggerito applicazioni
per la soluzione di problemi patologici.

Si potrebbero anzitutto ricordare gli studi assai numerosi sul conte-
nuto in enzimi proteolitici nei tumori: ma non mi estenderd su questo
punto largamente svolto in lavori originali e riassuntivi del mio Maestro
(RONDONI, 1932-33 « Bioch. J1. » il Cancro), di KLEINMANN (« K1. Woch. »,
1931) di KrEBS (1931), di MAsCHMANN ed HELMERT (vol. 216, 1933), per
dire i pilt recenti. La conclusione & che non vi sono attivitd proteolitiche
particolarmente elevate nei tumori, sebbene, come osserva RoNDONI,
poco valga il consueto confronto cogli organi normali pit studiati, fegato,
milza, rene, organi dalle complesse e differenziate funzioni, mentre, per
stabilire se la trasformazione neoplastica implichi o no una modificazione
sia pure solo quantitativa dell’apparato enzimatico della cellula occorre-
rebbe paragonare la cellula neoplastica con quella normale di origine, il
che non & stato fatto quasi mai ed e spesso impossibile a fare.

L’idea di WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ SCHAFFNER che col progredire dello
gviluppo neoplastico aumenti nel tessuto la concentrazione di attivatori
a tipo di corpi riducenti (composti sulfidrilati) e che percid esista una con-
nessione fra esaltata proteolisi e diminuiti processi ossidativi nel tumore,
non & stata generalmente accettata: le ricerche sul eontenuto in corpi
sulfidrilati ed in ispecie in glutatione ridotto nei tessuti neoplastici sono
oltremodo contradditorie; mentre un accumulo di altri attivatori noti,
per esempio di acido ascorbico, non & neppure dimostrabile (BorGHI e
Drorro). Pin di recente WALDSCHMIDT-LEITZ, Mc. DoNALD e collabo-
ratori trovano che il contenuto in catepsine scema nel progredirc della
crescita neoplastica; ed altri enzimi (desamidasi e fosfatasi) si compor-
tano ugualmente, mentre le arginasi aumentano. Una modificazione co-
stante del contenuto in corpi sulfidrilici a funzione attivatrice per le
catepsine non ¢ ulteriormente riscontrata in gqueste nuove ricerche di
WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ Mc DoNALD. B probabile che le modificazioni
necrotiche estese che occorrono nei tumori trapiantabili dei piccoli rodi-
tori presi principalmente in esame da questi Autori siano in gran parte
responsabili delle modificazioni riscontrate, per esempio della diminuzione
di attivitd catepsica col progredire dello sviluppo e percid della necrosi.
Difatti anche MASCEMANN ed HELMERT (1933, vol. 216, pag. 161) trovano
nelle parti necrotiche mancante il contenuto in proteinasi e quello in
dipeptidasi ridotto ad 4. DEMUTH e RIESEN descrissero in culture in vitro
di tumori la presenza di un certo attivatore coctostabile ed ultrafiltrabile,
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che dovrebbe provenire da autolisi cellulare ed attivare i fermenti fibri-
nolitici dello esplanto. Ma ricerche di controllo mie (?) e di MASCHMANN
ed HELMERT non hanno evidenziato aleun peculiare attivatore nel tessuto
neoplastico. Le ricerche sulle peptidasi nel tessuto neoplastico ad opera di
W ALDSCHMIDT-LEITZ ¢ SCHAFFNER, di KREBS, di RoxDONT, di MALOWAN,
di MASCHMANN ¢d HELMERT ece., non hanno portato a nette differenzia-
zioni dai tessuti normali. fi stato indagato anche se nell’organismo
portatore di tumore si abbiano modificazioni del contenuto catepsico
in organi diversi: ma anche qui i fresultati dicono poco di preciso.
MASCHMANN ed HELMERT parlano di aumento di proteinasi nel fegato e
goprattutto nella milza di animali portatori; mentre WALDSCHMIDT—
LErz e Mo DONALD trovano diminuzione di catepsina nel fegato. Rox-
poNI (« Bioch. JL ») nota parecchie oscillazioni del contenuto in dipepti-
dasi di organi, in seguito a trattamenti (con lipoidi) modificanti lo svi-
luppo neoplastico; e notd che le modificazioni di tale contenuto negli
organi non decorrono parallele colle modificazioni nel tessuto neoplastico);
ma non & possibile inguadrare oggi tutte queste ricerche in uno schema
definitivo. Forse si pud riportare qui una conclusione del RoNDoNI: la
cellula neoplastica, in virta del suo sviamento biologico, sa talora usare
in modo abnorme il suo in sé normale apparato enzimatico proteolitico.

Non bisogna perdere di mira, a spiegare le talora elevate attivitd
catepsiche dei tumori e le azioni che un tempo furono dette eterolitiche
(digestione a carico di cetlule ¢ tessuti normali circostanti al tumore o
presenti in esplanti insieme alle cellule neoplasticke), la certamente ab-
norme composizione lipoidale del tumore, quale oggi risulta da numerose
ricerche, anche svolte nella nostra seuola (BoLAFFIL). Si & gid ricordato che
serti fosfatidi possono eccitare Pattivitd catepsica; e la stessa lecitina
ex ovo eleva di poco (RoNDoXI, Cancro, 1932, « Bioehem. Journ.»), la pro-
teolisi in estratti di cancro del topo. T perd supponibile che un fattore
modificatore delle catepsine sia offerto da peculiari individualithy lipoidali
quali sono concentrate nel tumore o da condizioni e proporzioni speciali
dei lipoidi nella cellula neoplastica. T sorprendente osservare che nel
1917 il PIANESE in base a dati puramente istologici aveva avanzato I'opi-
nione che Ie lecitine potessero stimolare gli enzimi endocellulari nei tumori
ed in altri tessuti a rapida crescita.

Si & gia accennato nella parte fisiologica come da tutti, anche dai meno
propensi a valorizzare le catepsine, si dia importanza a questi istoenzimi
nei processi di atrofia patologica: & vero che BRADLEY nota come nell’a-
trofia da enervazione dei muscoli di coniglio la perdita proteica & di gran
lunga superiore & quella che in egual tempo si ha per autolisi asettica dei
muscoli én vitro; ma & ovvio come le cose procedano in vivo in modo di-
verso che in vitro, 13 avendosi ad esempio il continuo allontanamento dei
prodotti di digestione, per effetto della circolazione, mentre nell’autolisi
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in vitro questi prodotti restano nel campo reattivo ed inibiscono I’ ulte-
riore idrolisi. Di recente BROMLEY ¢ OrRECHEWITSCH trovano aumento di
catepsine (desmocatepsine) nel rigenerato di coda di anfibi.

Nella febbre, in processi consuntivi vari, nelle infezioni in genere, si
ha una esaltata attivity catepsica. Io potei dimostrarla (*) nel fegato
€ nel rene di cavie rese scorbutiche da dieta carenzats, in vitamina O,
Notevole che mentre era nettamente aumentato il contenuto in protei-
nasi in confronto a cavie normali, non era nettamente cresciuto il contenuto
in dipeptidasi (ricerca Per l-lencilglicina). To misi in rapporto 'csaltata
proteolisi colla riduzione dei fenomeni ossidativi nell’avitaminosi, conforme
alle idee di WALDSCHMIDT-LEMZ ed altri; ma la ricerca ulteriore, anche
nel nostro laboratorio (CALCINAT e GALTIGANT) ha dimostrato che nello
scorbuto della eavia non ¢’é una diminuzione di ossidazioni, piuttosto un
certo aumento, che la somministrazione di acido ascorbico corregge.
Percid io penso oggi che I'esaltata Proteolisi sia puramente un fenomeno
di eachessia, come lo & probabilmente negli organi di animali portatori di
tumeori (v. pag. 205), dunque senza alcun significato specifico,

BORGER, PETERS ¢ Kurz hanno studiato dal punto di vista del conte-
nuto catepsico Vinfarto, e toccato la questione della genesi della necrosi
da coagulazione. Secondo quanto ¢ stato detto sugli attivatori a carattere
di corpi sulfidrilati, ci sarebbe da attendersi che la ischemia di un tessuto,
indotta’ da arresto dell’afflusso arterioso in 0rgano in cui i vasi hanno
carattere terminale, dovrebbe implicare un accumulo di tali corpi (gluta-
tione ridotto ece.), nel tessuto e percid lo scatenarsi di fenomeni proteo-
litici. Ora questi Autori non dimostrano un aumento di glutatione in forma
ridotta in infarti naturali o sperimentali; piuttosto una diminuzione ed
una scomparsa per demolizione del tripeptide; e notano come le alterazioni
del tessuto - necrosi da coagulazione — non sono quelle di una intensifi-
cata digestione, che dovrebbe portare piuttosto ad una colliquazione.
Notano anche Ia modificazione in senso alealotico del tessuto in necrog,
il che pure non concorda cogli schemi di BrRADLEY (pag. 201). Suppon-
gono che sia proprio quella peculiare alealinizzazione del tessuto ischemico
ad inibire la funzione catepsiea; ma di essa non danno alcuna spiegazione,
Sulla proteolisi nel tessuto ischemico tornerd in seguito,

B in generale ancora incerto il riferimento di fenomeni vitali ai re-
perti della funzione catepsica in vitro: cosi nell’interessante studio di
BorGER sulle milze infettive e da emorragia, notoriamente rammollite,
8i ebbe un rapporto piuttosto incostante fra stato morboso e funzione
enzimatica esattamente determinata. Certo la milza infettiva (tumore
spodogeno di milza degli anatomo—patologi) offre i segni di una intensifi-
cata funzione enzimatica; ma cid pud dipendere da aumentato contenuto
enzimatico, come da aumentata attivazione della normale provvista di
enzimi o da modificazioni dell’ambiente reattivo (pH ecc.).
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ITT. - RICERCHE PERSONALI

a) Considerazioni tecniche.

Si ¢ fatto cenno (pag. 198) dell'inconveniente delle tecniche moderne
usate da quasi tutti i ricercatori nello studio delle proteinasi catepsiche:
si suole preparare un estratto con glicerina acida dall’organo fresco (o,
se vogliamo eliminare gli attivatori naturali dall’organo trattato con
acetone ed aleool diluiti o acetone diluito ed etere) con tecnica indicata
(1927) da WALDSCHMIDT-LEITZ ¢ DEUTSCH: precisamente una parte in
peso di organo triturato & trattata con 2 volumi di glicerina 87 % conte-
nente 0,15 %, di acido acetico. La glicerina stabilizza gli enzimi ¢ di qui
il vantaggio dell’estrazione glicerica, che si prolunga per alcune ore, fino
@ 24 ed oltre, dopo di che si filtra e si ottiene un estratto denso, di colore
rossastro pill o meno intenso. Questo estratto & saggiato su gelatina 8 9
con aggiunta dei necessari puffer acetici (pH cirea 4), previa attivazione
con H,8 od altro attivatore allo studio; I'azione digestiva & segmita da
WALDSOHMIDT-LEITZ per 24 ore a 300 e la digestione & misurata dall’an-
mento di aminogruppi dimostrabile col metodo di VAN SLYKE eseguito
su parti aliquote della miscela avanti ¢ dopo il periodo digestivo. Altri
adottano piecole varianti, come BORGER, che digerisce a 40° sotto toluolo
su gelatina 10 9.

Questo procedimento usa come prova del contenuto in proteinasi
catepsiche I'azione digestiva su una proteina altamente incompleta quale
¢ la gelatina; non tiene quasi mai conto (solo BORGER lo fa) della differen-
ziazione della digestione delia gelatina aggiunta e di quella delle proteine
proprie dell’estratto, che sono tutt’altro che in quantitd trascurabile.
Inoltre, a meno di ricorrere a lunghi e poco redditizi tentativi di purifi-
cazione, determina in blocco I’azione proteinasica ed una eventuale pepti-
dasica ancora possibile a quel pH. Per scopi pill strettamente fisiologiei
sono dunque preferibili quei metodi che, come i classici procedimenti
autolitici, tengono conto della digestione delle proteine proprie dell’organo;
soprattutto se, pitt che determinare ’aumento dei prodotti disintegrativi
al v, Blyke o con metodi diversi, determinano la diminuzione del sub-
strato proteico. Cosi Ro¥A, KLEINMANN ¢ STERN usano un procedimento
nefelometrico di dimostrazione delle proteine dell’estratto avanti e dopo
la fase autodigestiva; e dalla diminuzione delle proteine precipitabili
con acido solfosalicilico ed HCI caleolano 'intensita della idrolisi. T metodi
nefelometrici offrono tuttavia parecchi inconvenienti per conto loro, il
grado di intorbidamento dipendendo non solo dal quantitativo di proteine
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flocculate, ma anche dalla dispersione di queste e modificandosi anche
rapidamente durante le stesse letture. Cosi & stato elaborato nel nostro
laboratorio un metodo che corrisponde in fondo a quello autoproteolitico
di STERN (« Biochem. Z.») colla differenza che le proteine sono determi-
nate avanti e dopo o durante la digestione degli estratti diluiti non gix
con un infido metodo nefelometrico ma con un metodo gravimetrico inte-
grato da quello chimico della determinazione del N al Kjeldahl. Infatti
il fondamentale nostro procedimento (RoNDONI, « Bioch. Jl ») & il se-
guente: preparato l'estratto con glicerina acida (secondo WALDSCHMIDT—
LEITZ e DEUTSOH),' questo viene conservato in ghiacciaia; cosi gli enzimi
per effetto della bassa temperatura e dell’alta concentrazione di glicerina
si conservano inattivi per settimane. Se tale estratto si diluisce in mode
che il contenuto in glicerina cali al 5 9% al massimo —e quindi gi deve
diluire cirea 1 : 20 — e la diluizione si tiene a 379, allora gli enzimi presenti
coi loro attivatori naturali sono liberi &i agire ed operano la digestione
delle proteine proprie dell’estratto, le quali rappresentano il wero substrato
fisiologico. Lia determinazione delle proteine si fa aggiungendo a parti
aliquote della diluizione di estratto (ossia di miscela enzima -+ substrato -+
acqua) dell’acido tricloroacetico (per lo pitt eme. 20 di acido tricloroace-
tico 20 9, per 60 di diluizione, in modo che la concentrazione finale di
acido tricloroacetico sia B 9,), che precipita le proteine. 1l precipitato &
raccolto su filtro tarato, lavato con soluzione diluita di acido tricloroa-
cetico, poi con aleool ed etere, indi seccato a 110° fino a peso costante e
pesato. Si ha cosi il peso delle proteine della miscela: se la determinazione
si fa all’inizio, appena preparata la diluzione, eppoi durante il progredire
della digestione a 379, si hanno i pesi successivi della proteina indigerita,
da cui ¢ facile caleolare le quote percentuali di digestione a varia epoca
{per lo piu le abbiamo determinate no alla 62 ora). Nei precipitati pro-
teici si determina spesso I'N al Kjeldahl, che pud anche determinarsi del
resto nei liquidi di filtrazione e lavaggio. T naturale che cosi lavorando
non si abbiano sempre risultati del tutte concordanti con quelli dei metodi
alla gelatina. Gid BORGER ha notato ad esempio che HCX e glutatione,
noti attivatori della digestione su gelatina, non lo sono pii, anzi diventano
inibitori, se si studia quella che egli chiama « Eigenspaltung » degli estratti
e che corrisponde al dispositivo autolitico o funzione catepsica sulle pro-
teine proprie dell’organo. Quindi moltissime constatazioni fatte dai recenti
Autori coi metodi alla gelatina vanno rivedute col metodo che chiamerei
fisiologico.

Quest’ultimo ha poi il vantaggio che ci da l'azione delle proteinasi
pure; perchd eventuali azioni ereptiche non possono incidere sopra al
contenuto in proteine precipitabili da acido tricloroacctico, mentre inei-
dono sul contenuto in NH,—gruppi od in COOH-gruppi. Inoltre il me-
todo usato offre la possibilita di riconoscere gradi iniziali di proteolisi,
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con spezzamento della molecola proteica in grossi frammenti, ossia quel
gja.di, i} quali, implicando scarso aumento di gruppi aminici e carbos-
silici liberi, sono malamente segnalati dai metodi gassometrici, acido—od
alealimetrici. Generalmente le diluzioni di estratto sono state portate a
pH = 4,7, con puffer acetici aggiunti (parti eguali di soluzione normale di
acido acetico e acetato sodico) in dose adatta: per lo piu 4 cme. della
miscela tampone per ogni 50-60 cme. di diluzione totale di estratto,
facendo]rientrare questo quantitativo della miscela nel totale del liquido
di diluizione (acqua bidistillata sempre).

Tavorando col nostro sistema non riesce comodo Vimpiego dell’ap-
parecchio di v. SLYKE: le diluzioni sono assai voluminose e si dovrebbero
usare dei macroapparati; ma il contenuto in gruppi aminici e soprattutto
le modificazioni di questo contenuto non possono essere vistose e percid
i valori ottenibili sarebbero molto bassi ed infidi; d’altra parte nonsareb-
bero utilizzabili microapparati che richiedono piceoli volumi di materiale
in esame. Per speciali casi si ¢ fatto uso della determinazione deghi aminoa-
cidi ‘al formolo; ed anche della determinazione alcalimetrica dei gruppi
carbossilici secondo WILLSTATTER (all’alcool).

11 procedimento eomunemente usato da noi ha sulle comuni tecniche
di autolisi con poltiglie d’organo integrali diversi vantaggi, oltre i gia detti:
sntanto mon & richiesta aggiunta di toluolo od altri disinfettanti, la con-
centrazione di glicerina finale delle diluzioni di estratti essendo sufficiente
ad impedire pollulazioni bacteriche disturbatrici. Siecome il contenuto
proteico ¢ bagso (attorne ad 1,5 %) e certamente ridotto di molto in con-
fronto agli organi naturali, mentre 1a estrazione di enzima & molto larga,
abbiamo dei rapporti fra enzimi e substrati favorevoli ad una azione
rapida; e difatti, se si fa il confronto, si vede che le quote percentuali di
digestione, calcolate dalla riduzione aell’N coagulabile dall’acido tricloro-
acetico, sono nel nostro caso molto pitt pronunziate, dopo poche ore
arrivandosi al massimo della digestione, mentre nell’autolisi dell’organo
integrale tutto il processo & molto piu prolungato. L’assenza di frammenti
d’organo e di connettivo indigeribile, "omogeneita degli estratti e relative
diluizioni, la loro facile misurabilitd sono tutte ragioni di preferenza della
tecnica da noi usata, che & una derivazione in fondo di quella della scuola
di RoNA e soprattutto di quella di STERN guccitato colla sostituzione delie
esatte determinazioni gravimetriche e azotometriche alle incerte determi-
nazioni nefelometriche. Per eseguire le numerose pesate senza eccessivo
dispendio di tempo & indispensabile una bilancia ad oscillazioni smorzate
(« Dampfungsschnellwange » Sartorius). Le miscele digestive, in palloni
Erlenmeyer di adatte dimensioni, stanno a 370 in un bagno di Ostwald
a regolazione elettrica perfetta (Terzano, Milano). Occorre gran cura nella
pulizia dei recipienti e pipette, sempre sciacquati con acqua bidistillata
da noi stessi preparata.

28 -
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Si & lavorato per lo pit con estratti di fegato (di coniglio o cavallo),
talora di cancro del topo.

b) Atiivatori ed inibitori.

Gia in un lavoro precedente (RoNDONI e PozzI) fu presa in considera-
zione I'azione della cisteina, poiché KLEINMANN e STERN e KLEINMANN
(« K. Woch. ») avevano asserito che le catepsine sono attivabili da H,S
e corpi sulfidrilati solo quando si fanno agire su gelatina; non gia adot-
tando altri substrati: cid che ridurrebbe molto il significato fisiologico
degli attivatori a tipo di glutatione, cisteina eec. Si vide che la cisteina e pil
ancora la cisteina insieme a solfato ferroso elevano nettamente l'attivith
catepsica sulle proteine proprie del tessuto (fegato di coniglio e cancro
del topo), dunque anche quando le catepsine agiscono sul loro substrato
fisiologico. Ad onta che il sistema enzimatico dei nostri estratti sia com-
pleto, contenendo tutto Parmamentario dei naturali attivatori, Paggiunta
di cisteina o meglio del sistema cisteina + Fe™' accelera la funzione
digestiva. La cisteina era aggiunta come cloridrato; ma ci persuademmo
con determinazione elettrometrica della concentrazione idrogenionica che
la cisteina non agiva modificando sensibilmente la reazione attuale della
miscela digestiva. Cosl che Uaggiunta di corpi sulfidrilati e di sali ferrosi,
in genere dunque di sostanze a funzione riducente, esalti la proteolisi
secondo le concezioni sopra svolte, & accertato, anche secondo il disposi-
tivo sperimentale fisiologico da noi adottato.

Ho voluto saggiare secondo questo dispositivo un estratto glicerico
preparato da fegato di cavallo previamente estratto con acetone 70 %,
acetone ed etere, etere, ripctutamente, filtrando ogni volta su filtro di
Buchner. Questo trattamento ha lo scopo di estrarre gli attivatori natu-
rali: V'estratto di per s& dovrebbe essere allora inattivo, e dovrebbe agire
solo se addizionato di cisteina o trattato con H,S. Non sempre si riesce
ad ottenere una inattivazione completa con perfetta attivabilita: é possi-
bile che da un lato il trattamento con solventi organici non asporti tutti
gli attivatori, e che dall’altro lato esso danneggi 'enzima o forse denaturi
il substrato (proteine del tessuto); e cosi i risultati possono essere talora i
incostanti. Perd si riesce ad avere dei protocolli sperimentali soddisfacenti.
Pare anche che la attivitd catepsica residua in tali estratti di fegati trat-
tati con etere sia pid labile della normale.

Ho voluto cosi, su estratti integrali e su estratti di organo pretrattati
con solventi organici saggiare 'azione dell’acido ascorbico, che tutti finora,
per quanto so, hanno sperimentato sul sistema solito, catepsina + gela-
tina. Come si & dubitato ed anzi taluno ha asserito per i corpi sulfidrilati,
potrebbe anche la funzione attivatrice dell’acido ascorbico esercitarsi
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solo di fronte ai substrati artificiali; ed & pertanto utile sapere se questa
funzione ha una portata pilt generale.

Tntanto un protocollo dimostra una, sia pure non molto spiccata,
funzione acceleratrice per la proteolisi, in estratto di fegato di coniglio
senza alcun trattamento preliminare.

Si preparano le seguenti miscele:

a) acqua bidistillata eme. 159
Puffer acetici 1:1 eme. 12
Estr. glicer. integr. fegato coniglio cme. 9;
b) Acqua bidistillata cme. 139
Puffer acetici 1:1 cme .12
Estr. ¢. s, cme. 9
Ac. ascorbieo (Merck) gr. 0,316 (nel volume totale della miscela
resulta concentrazione 1/100 molare)

Le miscele sono divise ciascuna in 3 porzioni di 50 cme. cad.; in
Erlenmeyer; e le porzioni risulfanti hanno il seguente trattamento:

1a e 1b:subito aggiunta di 20 cme. sol. 20 % di acido tricloroa-
cetico;

24 e 2b:3k a 370; poi aggiunta soluzione 20 %, di acido triclo-
roacetico;

3a c3b:6h a 37°; poi aggiunta soluzione 20 o, di acido triclo-
roacetico.

Tiltrazione su filtri tarati, lavaggio con soluzione diluita di acido
tricloroacetico, alcool ed etere dei precipitati, pesata; 1a tabella da i pesi
dei precipitati ed il loro confenuto in N, determinato al Kjeldahl.

— - — - —
| ngr. proteina mgr. N della “ mgr. proteina mgr. N della
\ VRN proteina non L proteina non
| non digerita digerita i non digerita digerita
[ ‘] . -
la 68,6 9,03 1b 70.8 10,57
i
2u 63,3 — “. 2b 60,6
3a 55,5 8,26 i 3b 55,4 8,12

Se calcoliamo la percentuale di digestione (quanto della proteina

iniziale della porzione di 50 cme. della miscela &

stato digerito) troviamo:

9/, digestione
in base al peso

o/, digestione
in base alla
determinazione N

8.5

=1

oo digestione
in Dhase al peso

0/, digestione
in base alla
determinazione N

B ‘ |
lua ‘ - l 1h i —
2a 7.7 - ‘ 14,4 ]
3u 19,0 \ 30 21,7 ‘ 23
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Si vede come la determinazione di N dia degli scarti in confronto alle
pesate: una precisa e costante corrispondenza non ¢ attendibile, perché
evidentemente, ad onfa dei lavaggi dei precipitati, materiali (lipidi)
restano aderenti pilt 0 meno ad essi; ¢ le stesse determinazioni al Kjeldahl,
su piccole quantiti come queste, non vanno immuni da qualche errore.
Sopratutto credo che la precipitazione con acido tricloroacetico non dia
sempre una separazione fra complessi precipitabili e prodotti disintegrativi
non precipitabili nello stesso punto costante, ma che certe individualita
intermedie a seconda della durata dell’azione, del lavaggio pii o meno
prolungato ecc., possano o no passare nel filtrato. Pur facendo queste
riserve, ¢ ovvio che 1'acido ascorbico (serie b) ha fatto avanzare la proteo-
lisi, il che & evidente piu1 in base alle determinazioni di N che alle pesate:
¢ possibile che proprio questo corpo abbia generato delle difficolta all’ae-
curato lavaggio dei precipitati, facendo qualche volta sembrare piu alto

il peso di questi (3 a). Si pud asserire che la Vitamina C & favoritrice della
funzione catepsica studiata sul sistema fisiologico: catepsine 4 proteina
propria dell’organo. Soggiunge che ad esperimento finito i filtrati tutti
gono stati saggiati coll’indicatore di TiLLMANS, diclorofenolindofenolo,
gecondo le norme consuete: la dimostrazione di un alto potere riducente
in tutti i filtrati b (saggio su 5 eme. di ciascuno), per cui sono occorsi
alecuni eme. di soluzione di indicatore per avere il viraggio (mentre i fil-
trati ¢ hanno dato viraggio dopo una sola goccia di questa soluzione) é
prova che 1’acido ascorbico si é mantenuto largamente, in forma ridotta,
presente nelle miscele digestive durante le 6b di termostato (i matracei
erano turati con tappi di gomma).

Un altro esperimento mostra l'azione comparativa della cisteina e
dell’acido ascorbico sulla digestione in estratto di fegato di cavallo previa-
mente trattato con acetone diluito ed etere e percid inattivato. La inatti-
vazione qui & perfetta (i lievi scarti nei pesi rientrano nei limiti degli
errori); e la riattivazione & ben riuscita.

Si allestiscono le seguenti miscele:

a) Acqua bidistillata eme. 159

Puffer acetici 1:1 cme. 12

Estr. fegato cavallo trattato con acet.—etere cme. 9.
b) Acqua bidistillata cme. 144

Puffer acetici 1:1 eme. 12

Soluzione 1%— cisteina cloridr. eme. 15 (nel volume totale della
. miscela risulta concentrazione 1:100 mol.)
Estratto c.s. cme. 9.
¢) Acqua bidistillata cme. 155
Puffer acetici 1:1 eme. 12

Estr. e. 8. eme. 9
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Ac. ascorbico (Merck) gr. 0,316 (nel volume totale della miscela
risulta concentrazione 1/100 molare).
Da ciascuna miseela si fanno 3 porzioni di 50 cme. cad.; e queste
subiscono i seguenti trattamenti:
la, 1b ¢ Lc: aggiunta immediata di 20 cme. acido tricloro-
acetico 20 %;
2a,2b e 2¢: 38 a 379 poi aggiunta immediata di 20 cme.
acido tricloroacetico 20 %;
3a,3b e 3¢: Th a 379 pol aggiunta immediata di 20 cme.
acido tricloroacetico 20 %.
Solito trattamento dei precipitati, che sono lavati e pesati. La seguente
Tabella d3 i pesi di proteina indigerita e le percentuali di digestione calco-
late sulla loro base.

mgr. proteina ingr. proteina

mgr, proteina .o .
non digerita, o digest.! non digerita o digest.

i‘
non digerita | /o (igest. |

R
. |
la 31,6 ‘ — 1w 315 — Ile 31,2 -

| 5

2a 30,8 quasi 0 h 2h | 29.9 519% '2¢ 28,5 8,69
it .

3a 31,3 quasi 0 [3b | 23.8 247% | 3¢ 26.1 16,6 %

| i

Si vede che la cisteing ha attivato discretamente; meno ha attivato
Vacido ascorbico (ad eguale concentrazione molare), ma pur sempre netta-
mente. Dunque ’acido ascorbico & almeno un acceleratore se non sicura-
mente un vero attivatore della proteolisi anche di fronte al sistema natu-
rale della proteinasi catepsica -+ la proteina propria dell’organo (con even-
tuali tracce metalliche cui MAsCHMANN da importanza): il che conferma
ed allarga e soprattutto valorizza dal lato fisiologico le osservazioni di
PURR, KARRER e collaboratori ecc.

8i & voluto vedere come la presenza di alcuni prodotti di scissione
proteica, di tripeptidi o dipeptidi, possa influenzare la proteolisi. Infatti
si potrebbe pensare che nel corso della funzione catepsica si liberassero
sostanze che a lor volta influenzassero 'ulteriore decorso della proteolisi
stessa in senso favorente o inibente a prescindere dall’azione notoriamente
di arresto che accumulo dei prodotti della digestione nel campo reattivo
ha sopra 'ulteriore avanzamento della digestione stessa. Aleuni tentativi
in questo senso hanno dato risultati dubbi; ma un protocollo sperimentale
potrd essere qui utilmente riportato, perché mostra una influenza inibi-
trice di un dipeptide, molto lieve per un antipode ottico del dipeptide (il
destrogiro), pilt netta per I'altro antipode (il levogiro). Cosi si documenta
anche la sensibilita della funzione catepsica alla configurazione sterica
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di certi materiali presenti nella miscela digestiva. Si & usata la leucil-
glicina, e precisamente i due stereo—isomeri, diversi per la distribuzione
spaziale delle masse atomiche attorno al « — C del componente leucina;
secondo il seguente protocollo:
Si preparano le seguenti miscele:
a) Acqua bidistillata cme. 159
Puffer acetici:1:1 eme. 12
Estratto fegato coniglio eme. 9
b) Acqua bidistillata eme. 159
Puffer acetici 1:1 cme. 12
Estr. ¢. 8. cme. 9

d~leucilglicina gr. 1,12 (sciolti prima in parte dell’acqua bi-

1
distillata concentrazione finale nella miscela circa 30 mol.) .

¢) Acqua bidistillata eme. 159
Puffer acetici 1:1 cme. 12
Estr. c¢. 5. cme. 9
I-leucilglicina gr. 1,12 (c. 8.).

Si fanno da ciascuna miscela 3 porzioni di 50 eme. cadauna e si assog-
gettano al seguente trattamento:

la,1b,1c¢:subito aggiunta di 20 ecme. ac. tricloroacetico 20 %,;

2a,2b,2¢: 32 a 37° poi aggiunta di 20 cme. di acido tricloro-
acetico 20 9;

3a,3b,3c: 6h a 37° poi aggiunta di 20 cme. acido tricloro-
acetico 20 9.

Solito trattamento dei precipitati, lavaggio molto prolungato (perché
non Vi restino tracce del dipeptide): le cifre di partenza assolute dei pesi,
casualmente inferiori in 15 e 1¢ in confronto ad 1 &, dimostrano che
tracce di dipeptide, non devono essere restate a turbare i valori gravime-
trici ed azotometrici.

Una tabella da quesm risultati assoluti:

mgr. prot. N prot. mgr. prot. N prot. \‘ mgr. prot. ' N prot.
non diger. non diger. non diger. non diger. ‘ non diger. { won diger.
la| 546 826 1b| 531 8,12 " e } 735
|
2a 454 602 |20 44,4 672 2¢ 44,7 6,37
3a 36,9 5,11 1386 37,6 5,81 i13e 37,8 5,74
N R i i | o

Ed una seconda tabella da le percentuali di digestione calcolate in
base al peso dei precipitati ed al relativo contenuto proteico: sulla non
perfetta corrispondenza v. quanto fu detto sopra (pag. 212).
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9/ digest. iu‘\ 0/ digest. in! o/, digest. in
hase al peso ibuso deter. N‘ base al peso
| ‘ — T

0/, digest. i

0/, digest. in
base deter, N

base deter. N

o/, digest. in
base al peso

| | | ‘
la i - !1b — - l‘n

%2a 16,8 927 W 2b 16,3 172 | 2¢
i)

3a,l 32,4 ‘i 381 I3b 29,2 284 \3(4_\ 19,6
R i .

Fatto il doveroso conto delle inevitabili irregolaritd sperimentali,
¢t tuttavia una netta concordanza nel risultato della determinazione
gravimetrica e di quella azotometrica della proteina indigerita ¢ del ri-
sultante grado di digestione. La l-leucilglicina ha nettamente inibito,
sempre, dopo 3 e dopo 6 ore di digestione; mentre assai pilt scarsa seppure
costante, & stata Pazione inibente della varietd d. La varietd fisiologica
comune della leucina & la l1-leucina, quale oecorre nel dipeptide da noj
usato (La Roche): & non privo di interesse constatarc che questo peptide
ha pilt dell’altro stereoisomero la funzione inibitrice sulla proteinasi eatep.
gica rispetto alla proteina propria del tessuto.

In tema di influenze di prodotti digestivi sulla digestione ha richia.
mato la mia attenzione una serie di lavori di ABDERHALDEN e v. EHREN-
WALL, nei quali fra le altre & fatta la seguente constatazione: nelle soly-
zioni di tripsina (da pancreas) purificata coi procedimenti dell’adsorb;-
mento elettivo ed eluzione si fa comparire la funzione ereptica con aggiunte
varie: glicerina + certi aminoacidi; zuccheri -+ certi aminoacidi; ossia-
minoacidi; I-adrenalina. Pud darsi dunque secondo questi Autori che
certi prodotti della stessa digestione triptica, per esempio aminoacidj,
facciano ad un certo punto comparire le maneanti funzioni ereptiche.
¢id che sarebbe contrario al prineipio della reale specificita ed indipendenza,
dei due gruppi di enzimi proteolitici, i triptici e gli ereptici, cosl netta.-
mente separati dalla scuola di WILLsTATTER. Ora ho voluto vedere gg
durante la autodigestione di proteine nelle miscele digestive preparate
secondo la mia solita tecnica, e percid per effetto dell’azione di proteinasi
catepsiche, compaiano o si rafforzino eventuali funzioni peptidasiehe,
saggiando porzioni della miscela su un dipeptide, 1-leucilglicina, previg,
opportuna modificazione della reazione attuale, e stabilendo (metodg
alcalimetrico di WILLSTATTER all’alcool: aumento dei carbossili liberj)
se occorra scissione. Per ora ho avuto sempre risultati negativi; e mi pare
che non possa asserirsi la liberazione di dipeptidasi durante il processg
digestivo. Ma occorrerebbe forse attuare molte varianti nel dispositive
sperimentale, per sorprendere un’attivita dipeptidasica (o polipeptidasica),
che comparisse e che, anche debole, avrebbe una grande importanza pep
la concezione degli ingranaggi fra i vari enzimi e dell'inclusione di fun.
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zioni enzimatiche entro complessi proteici elevati e loro liberazione per
processi autolitici od eterolitici.

Lo stesso ABDERHALDEN ha con ScHwAR creduto di poter affermare
che la l-adrenalina e cosi pure la 1-3, 4—diossifenilalanina hanno azione
accelerante sull’autolisi, in specie di muscoli cardiaci e gcheletrici ma
anche di fegato; con spostamento del rapporto aminoacidi-polipeptidi a
favore dei primi e quindi con probabile accentuazione di funzioni ereptiche.
To ho voluto studiare pure il comportamento comparative della d- e della
l-adrenalina; e ho fatto ricorso in alcuni esperimenti alla teenica precisa
di ABDERHALDEN e SCHWAB, facendo svolgere 1'autolisi di poltiglie di
fegato in acqua cloroformiata e titolando all’alcool (con timolftaleina quale
indicatore) secondo WILLSTATTER i carbossili subito ed a vario tempo
(fino a 30 ore) di digestione. Ecco un protocollo sperimentale:

Si prepara in 3 matracei a tappo smerigliato 1a miscela seguente
(eguale per i tre matracci):

fegato di cavallo in poltiglia gr. 20;

acqua cloroformiata eme. 160;

miscela di puffer acetici eme. 40 (acido acetico normale eme. 35
e soluzione normale ac. sod. eme. 5 — pH = 3,8).

Ad un matraccio non aggiungo nulla (a); ad uno (b) aggiungo gr. 0,366
di d-adrenalina (base); ad un terzo (¢) aggiungo la stessa quantith di
l-adrenalina. Subito, dopo 20 e dope 30 ore si fa titolazione su 10 cme.
di ogni miscela immessa in 120 di alcool assoluto neutralizzato alla timolf-

taleina e bollente, usando soluzione % alcoolica di KOH.
T valori ottenuti (aumento di gruppi earbossiliei espresso in eme. di

goluzione alcoohea KOH) sono i seguenti:

a ¢
‘ (controllo) (d-adrenalina) (1-adrenalina)
dopo 200 . . . .. 85 7,75 8,5
dopo 308 . . . . . 1,25 0 1,b
Totale . . . 9,75 7,75 10,0

Non si ha un netto aumento di digestione ad opera della l-adrenalina,
come vorrebbero ABDERHALDEN e SCHWAE : lo 0,5 di eccesso in ¢) contro
@) non pud essere molto valutato. Invece ¢ netta, sebbene non fortissima
un’azione inibente della d-adrenalina.

Usando il nostro consueto dispositivo e laverando pereid su estratto
glicerico di fegato (coniglio), si & avuta la conferma di un’azione inibente
ancora pitt netta della adrenalina destroau‘a e qui & comparsa anzi spesso
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una inibizione, pit limitata, per parte della sinistrogira. Di azione favo-
rente dell’una o dell’altra adrenalina sull’attivith catepsica non ho mai
potuto dimostrare traccia. Ecco un protocollo ehe presenta la inibizione
anche da l-adrenalina:
8i preparano le due miscele seguenti:
a) Acqua bidistillata cme. 159
Puffer acetici 1 :1 cme. 12
Estratto fegato coniglio cme. 9.
b) idem per tutti i componenti: aggiunta di gr. 0,329 di l-adrena-

lina (base); corrispondente a concentrazione 1{%0 mol. nel
volume totale.
Prelievo al solito di 3 porzioni da cme. 50 cad. da ogni miscela, ag-
giunte come segue:
1a e 1b, subito 20 eme. soluzione 20 %, acido tricloroacetico;
2¢ e 2b, 30 a 370 ed aggiunta soluzione 20 9, acido tricloroacetico;
3a e 3b, 6 a 37° ed aggiunta soluzione 20 % acido tricloroacetico.
Filtrazioni, pesate, N al Kjedahl sui precipitati, secondo il solito.
Risultati:

R 9/, digestione o, digesti
gt prot,éfma N relativo in base peso fo dlgestione
non digerita proteico in base N
1

la 53,1 8,05 — —
2a 43,1 6,58 18.8 18,2
3a 37,3 5,60 29,7 30,4
1b 51,5 7,70 | - -
2b 44,8 } 6,86 13 10,9
3b 416 " 6,44 | 19,2 16,3

B uno dei protocolli colle pilt soddisfacenti concordanze fra i risultati
puramente gravimetrici e quelli azotometriei: si guardino le percentuali
di digestione nella serie a) a seconda dei due procedimenti, le quali vengono
quasi a coincidere. Si vede come la l-adrenalina non solo non abbia
accelerato, ma anzi molto inibito la digestione. Non so dunque qui trovare
aleuna conferma ai dati degli autori suddetti; e le divergenze possono tro-
vare spiegazione in peeuliaritia del materiale o della tecnica mal precisabili.

Dopo il saggio i alenni materiali che possiamo chiamare tisiologiei,
ho voluto vedere come si comportasse un corpo del tutto diverso e preci-

29
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samente un idrocarburo a potente funzione cancerogena quale 1-2-benzo-
pirene. Siccome & stata ripetutamente ammessa una relazione fra esaltata
proteolisi e sviluppo neoplastico, siccome questi idrocarburi policicliei
cancerogeni ¢ spesso estrogeni sono autossidabili fotochimicamente e pos-
sono secondo osservazioni di BOYLAND ingranare nei meccanismi ossidativi
dei tessuti e d’altra parte i fenomeni ossidoriduttivi paiono essere concate-
nati con quelli proteolitici, cosi non mi & sembrato assurdo vedere se e
come uno di questi composti modifichi la funzione catepsica. Devo il pre-
parato sintetico alla cortesia del prof. dott. CORBELLINT, aiuto nell’Istituto
di Chimica industriale dell’Universitd di Milano. Una grossa difficoltd di
questo saggio ¢ offerta dalla assoluta insolubility dell’idrocarburo nell’acqua.
Riesce per cid ben difficile farsi un’idea dell’azione di una sostanza cosi
idrofoba sopra un sistema eminentemente idrofilo come & quello enzima,
-+ substrato. I’idrocarburo & stato preparato dal prof. CORBELLINT sotto
forma di sol acquoso, che contiene gr. 0,01 su 200 di acqua; ad onta di si
alta diluzione esso non é& molto stabile, ed & probabile poi che floceuli
prontamente nelle miscele digestive, a contatto di sali ece., sebbene la
glicerina e le proteine possano forse costituire una certa protezione. Quello
che si saggia dunque & una specie di sospensione dell’idrocarburo; e gli
effetti potrebbero anche essere soltanto quelli di un adsorbimento in via
puramente fisica, senza relazione alla natura chimica del materiale. Co-
mungque e tenendo conto che anche BoYLAND nel lavorare sulle influcnze
degli idrocarburi cancerogeni sulle perossidasi ha avuto analoghe difficolty
(che ha creduto di superare sciogliendo gli idrocarburi in toluolo e facendo
confronti con miscele con toluolo senza idrocarburo), io ho eseguito un
certo numero di esperimenti, dai risultati qua e 13 irregolari dal lato quan-
titativo ma che sostanzialmente danno questo risultato complessivo;
piccolissime dosi di sol di benzopirene sono senza effetto od hanno talora
dato lievissime accelerazioni della proteolisi nel mio consueto dispositive
(su estratti di fegato di cavallo), le dosi un po’ pin alte hanno netta e
costante azione inibitrice. Eeco uno dei protocolli piu fidati:
Bi allestiscono le seguenti miscele:
a) acqua bidistillata eme. 140

Puffer acetici: 1:1 eme. 12
Estratto fegato di cavallo cme. 9;
Acqua bidistillata eme. 135
Puffer acetici 1:1 cme. 12
Soluzione benzopirene cme. 5
Estratto e. 8. cme. 9;
¢) Acqua bidistillata cme. 130

Puffer acetici 1:1 cme. 12

Soluzione benzopirene cme. 10

Estratto ¢. s. eme. 9.

b

~
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Prelievo di 3 porzioni di 50 cme. cad. dalle tre miscele; e trattamento

come segue:

1a, 1bele, subito aggiunta di cme. 20 di soluzione 20 %, di acido
tricloroacetico;

2a,2be2¢ 3" a 370 ed aggiunta di eme. 20 di soluzione 20 % di
acido tricloroacetico;

3a, 3be 3¢ 6h a 370 ed aggiunta di eme. 20 di soluzione 20 %
di acido tricloroacetico.

Risultato in peso ¢ contenuto N dei precipitati:

. - N R
mglf(.)gr(éti?na N relativo mg;-(.)grg}:zua N relativo }mgnr(.)flrgggl.na‘ N relativo
la 89,6 13,72 1b 93,2 13,86 le 90,8 13,86
2a 83.6 13,16 2b 36,2 12,88 2¢ 85,7 12,88
3a 76.1 11,20 3b 76.0 10,92 3e 75,6 11,62

Ed ecco le percentuali di digestione calcolate:

8/, digestione S o/, digestione B - 9/, digestione N .
in base peso °/anlllgestu§e in base peso | ‘1’595“?\?9 in base peso 1P d{)%estlgxe
proteico in base proteico n hase > proteico | in base
la - - 10| — - le| - —
2a 6,9 4 2b| 1.5 70 l2¢| 58 70
3a 15,0 18,37 3b 18,4 21,2 3¢ 11.2 16,1
i i s !

Data V'aggiunta di una sospensione certo disturbatrice fisicamente
dei rapporti dominanti nel sistema, forse difficile ad asportare bene dai
filtri (furono lavati i precipitati a lungo con benzolo) e percid turbante
i reperti gravimetrici, ei possiamo contentare di una relativa concordanza
complessiva ed affermare che le dosi pilt alte del sol di benzopirene hanno
dato una certa inibizione, la quale compare anche pitt netta in altri pro-
toeolli. Purtroppo la scarsezza del materiale disponibile e che doveva es-
sere soprattutto impiegato nel nostro laboratorio per altri esperimenti
(sugli animali) non mi ha permesso di approfondire molto la questione;
ma nell’insieme pare che dosi relativamente sempre piceole dell’idrocar-
buro siano inibitrici. Bisogna pensare che la dose pit alta da me usata
e trovata modestamente inibitrice & di 10 emec. del gol, corrispondenti a
gr. 0,0005 di idrocarburo in 161 eme. di miscela totale. I anzi sorprendente
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come concentrazioni cosi basse di questo idrocarburo influenzino la dige-
stione. Senza pretendere di trarre conclusioni troppo spinte si pu6 dire
che in fondo il benzopirene ha, sulla funzione catepsica, un’azione inibi-
trice, cioé nel senso medesimo dell’ azione delle sostanze ossidanti; ed osserva-
zioni di BoYLAND fanno supporre che gli idrocarburi in parola possano
formare composti a tipo di perossidi, capaci di fungere a lor volta da
ossidanti e cosl di distruggere certi enzimi.

¢) La questione della resintesi proteica melle miscele digestive
sotto Uinfluenza di agenti ossidanti.

Questa questione & stata, per riguardo agli endoenzimi dei tessuti,
agitata da VOEGTLIN, MAVER e JOHNSON e da RoNDONI e Pozzl; dopo
che gid LAQEUR aveva parecchi anni fa notato un’azione inibitrice dell’O,
sulla autolisi. VOEGTLIN e collaboratori hanno visto che in poltiglie di tessuti
neoplastici e normali si arresta la proteolisi e si provoca I'aumento di so-
stanze azotate precipitabili con acido tricloroacetico, nonché la diminuzione
di aminogruppi, se vi si fa passare una corrente di ossigeno e la reazione
si sposta verso il punto neutro da acida che era durante la digestione.
RoNDONI ed io abbiamo veduto pure un aumento, sia pure modesto, di
sostanze precipitabili con acido tricloroacetico e dell’'N relativo, se negli
estratti diluiti ed in attiva autodigestione secondo il nostro metodo si
immettono piceole quantitd di H,0, , specialmente spostando la reazione
verso minor aciditd. Il gorgogliamento di O, ci ha dato risultati meno
netti, perché la larga formazione di schiuma disturba assai. T’acqua
ogsigenata d’altro canto pud avere l'inconveniente di produrre delle
digtruzioni di sostanze organiche ed anche azotate e cosi, mentre da un
lato favorisce la formazione di complessi, dall’altra maschera o attenua
il fenomeno. Su questi complessi poi noi ci siamo espressi assai prudente-
mente: resta per ora incerto — noi diciamo — se si abbia a fare con un’aggre-
gazione fisica o con vere e pure combinazioni chimiche. Soggiungerei che
é ancora in parte discusso fino a che punto anche le proteine naturali
siano aggregati di relativamente pilt piccole pietre costruttive, legate da
valenze accessorie o forze coesive, se ed in quale misura entrino a far
parte dell’ edificio proteico anidridi a tipo di dichetopiperazine, tenute
ingieme da gruppi collaterali o semplicemente da valenze accessorie.
B dunque naturale che sia difficile stabilire la vera natura del processo
di neoformazione di corpi precipitabili con acido tricloroacetico nelle
miscele enzimatiche sotto l'influenza di agenti ossidanti.

Ultimamente & uscito un interessante lavoro di BLAGOWESTSCHENKI
e KOBMAN, che riprendono in esame il fenomeno da noi evidenziato, colla
nostra tecnica precisa, lavorando con catepsine di tessuti vegetali (semi
di Vicia sativa) su proteine di semi di girasole. Essi trovano che la cisteina
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favorisce la digestione: nel qual reperto sconcordano da tutti gli Autori
precedenti, il che non fa meraviglia, data la profonda diversith del mate-
riale. 8i ha, poi una sorprendente concordanza coi nostri reperti per quanto
riguarda linfluenza degli interventi ossidanti: mentre V'uso dell’ossigene
in corrente pud condurre a cause d’errore, come 1a inclusione di sostanze
azotate nella schiuma e percid, per questa ragione puramente fisica, il
talsamento dei resultati, Vazione di H,0, a bassc concentrazioni in miscele
digestive a digestione assai avanzata (dopo 6 ore) di digestione puo
veramente offrire una, nei loro esperimenti, assai considerevole elevazione
del contenuto di corpi precipitabili da acido tricloroacetico e quota azo-
tata relativa.

Anche questi Autori russi, come noi, mettono in discussione se 8i
tratti di un puro processo fisico di aggregazione o di una vera sintesi; e,
ammessa una sintesi, essi dicono, resta da discutere se si abbia a fare con
an vero aumento di dimensioni molecolari o piuttosto con formazione di
strutture cicliche a tipo di dichetopiperazine per chiusura di anelli fra
gruppi aminici ¢ carbossilici. La diminuzione, anche in proporzioni equi-
valenti, di NH, e COOH-gruppi, non darebbe una soluzione del pro-
blema; perché tanto che si costituiscano nuove & pilt lunghe catene pepti-
diche per vera sintesi, o che si chiudano semplicemente ad anello le catene
precsistenti, dei gruppi aminici e carbossilici spariscono. La decisione
potra provenire forse da ricerche con metodi fisici che permettano di
controllare le dimensioni molecolari. Per ora io mi sono limitata qui ad
esporre quanto & stato gid fatto da noi ed a confrontarlo con osservazioni
successive di altri, che mi pare offrano una discreta eoncordanza. Ho
voluto ripetere U'esperimento nelle miscele autolitiche integrali, su polti-
glie di organi, dunque col metodo fondamentale di VOEGTLIN ¢ collabo-
ratori; ¢ devo dire che tanto usando la corrente di O, quanto immettendo
H,0,, si hanno risultati meno netti che nelle miscele digestive costituite
dagli estratti glicerici diluiti. Tn realty le condizioni reattive sono nei
due casi profondamente diverse: nel comune dispositivo autolitico con
poltiglia di organi in acqua cloroformiata o sotto toluolo abbiamo un’alta
concentrazione di proteine, che pud essere sfavorevole alla manifestazione
di eventuale resintesi; la digestione & lenta; l'azione dell’H,0, & da un
lato per cosi dire deviata su tante altre sostanze azotate e no. Invece
nella diluizione 1:20 di estratto glicerico la concentrazione proteica &
bassa, la digestione decorre piu rapida, si ha la presenza di glicerina (circa
5 %), che io ho Uimpressione non sia indifferente, come corpo idrofilo
altamente, nel favorire I'aggregazione o addirittura la resintesi, che im-
plica la liberazione di molecole acquose (la cui disponibilita favorisce
la idrolisi). Comunque ho gqualche protocollo che mostra una proba-
bile formazione di corpi precipitabili con acido tricloroacetico nelle pol-
tiglie semidigerite di organo proprio anche per gorgogliamento di O,
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come vogliono VOEGTLIN e collaboratori, sebbene secondo il mio parere
e quello dei due russi, che hanno controllato le ricerche nostre, le cause
d’errore siano tante che & necessaria la magsima prudenza nel concludere.
Ho cercato di stabilire se altri sistemi ossidanti, per esempio chinone,
possano dare nelle poltiglie di organo semidigerite risultati pitt regolari
e soddisfacenti: in realtd il seguente protocollo offre un accenno di resul-
tato positivo.

8i preparano in due recipienti & tappo smerigliato due miscele uguali
fatte ciascuna con gr. 25 di fegato equino triturato, eme. 50 di miscela
di puffer acetici 1:1 e 200 eme. di acqua cloroformiata. Subito si prele-
vano da ciascuna delle miscele, ben agitate e brevemente sedimentate e
che chiameremo A e B, con pipetta 20 eme. di liquido, che si filira per
carta e su 10 di ciascun filtrato (privo di frammenti grossolani, limpido)
i mettono cme. 2,5 di soluzione acido tricloroacetico 20 %, in modo da
precipitare le proteine. Si filtra su filtro tarato, si ha un precipitato A, e B,
e un filtrato 4, e B, . Sifanno gli opportuni lavagei, i filtrati sono tutti
mescolati; si pesano i precipitati seccati 2 110° e si determina al Kjeldahl
I’'N dei precipitati e dei filtrati.

I due recipienti stanno 188 a 379; poi si fa nuovo prelievo da ciascuno
di 20 cme. di liquido, che si filtra; e 10 di filtrato servono per la solita
precipitazione con acido tricloroacetico. Si hanno cosi precipitati e filtrati
e §i determina il peso dei precipitati (A, e B,) e I'N dei precipitati stessi
e dei filtrati.

A questo punto i trattamenti del recipiente A del B divergono:

In A aggiunta da buretta di In B aggiunta di acqua in
goluzione normale NaOH fino a quantitdh eguale alla soluzione alca-
reazione neutra al tornasole; ¢ lina immessa in A. Niente chinone.
immissione di gr. 0,06 di chinone. Prelievo come da A.

Prelieve di 20 emc. subito, filtra- Determinazione peso proteine e
zione, precipitazione di proteine N in precipitato e filtrato (B,).
con acido tricloroacetico su 10 eme.

di filtrato; e determinazione peso

e N del precipitato e filtrato (A,).

I due recipienti stanno 58 a 379, agitando spesso; quello A imbrunisce
di poco (idrochinone). Poi si fa dai due nuovo prelievo di 20 eme., filtrando
e su 10 del filtrato operando al solito. Si hanno i valori A, e B, il cui
confronto A, e B, deve dire se ¢’¢ stata ulteriore digestione, arresto ed
eventuale inversione.

Reperti:
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Pesi precipitazione P . Proporzione di N precipitato
proteino N precipitato | N filtrato ¢ N filtrato su 100 N
_ 1 i
A, 19,4 3 3,08 0,7 81,48 : 18,52
A, 9.5 1,40 11,27 11,04 : 88,96
A, 6,9 1,05 10,50 9,09 : 90,61
A, 7,2 1,26 9,31 11,92 : R8.08
) 16,7 2,38 07 77,27:2273
B, i §2,3 1,96 12,32 13,72 : 86,28
B, 11,4 1,82 11,06 14,15 : 83,95
B, 0,8 1,77 12,77 12,17 : 87,83

Si deve tener conto che nel passaggio dai reperti 2 a 3 ¢’¢ una dilu-
zione (aggiunta di soluzione alealina in A e di acqua in B); che percio la
concentrazione totale deve variare in meno, in tutti i casi; che la alcali-
nizzazione di A implica modificazione delle proteine disciolte, che in parte
precipitano prima, via via che ci si approssima al punto isoelettrico, eppoi
si riseiolgono; che dai frammenti di fegato triturato passano sempre nuove
proteine e prodotti di disintegrazione in soluzione e cosi si spiegano i
bassi valori dell’N in A, ¢ B,, in specie nel filtrato. Onde tante cause di
irregolarity di eni pare aleuni Autori poco si preoccupino. Tutto valutato
perd e istruttivo il confronte fra i valori 3 e 4: il peso del precipitato
proteico & in A aumentato da 3 a 4, ossia per 5 ore di nuovo soggiorno
a 370 in presenza di chinone; com’¢, di pochissimo, aumentato il contenuto
in N di esso, mentre ¢ diminuito il contenuto in N del filtrato. Invece in
B seguita a calare (progresso di digestione) il peso del precipitato da 3 a 4,
come cala I'N di esso, mentre anmenta I'N del filtrato. Dunque il chinone
ha certo ostacolato la proteolisi, al pari di tutti gli agenti ossidanti e forse
ha operato una lieve inversione di essa in processi ricostruttivi.

Sono ben lungi dal presumere di avere risolto questa ardua questione,
di cui RoNDOXNI (Cancro, 1933) ha accennato la importanza per le questioni
cancerologiche. Resta ad ogni modo stabilito che gli agenti ossidanti sono
ostacolanti per la proteolisi catepsica; ed & probabile che possano favorire
fenomeni di aggregazione o di sintesi, secondo prineipi teoricamente svolti,
dal punto di vista encrgetico, da WURMSER (ossidazioni legate alla sintesi
ossia fornenti energia per lo gvolgimento di sintesi).




d) Influenza di sieri normali ed immuni sulla proteolisi
in fegato di animali normali ed immunizzati.

I raccordi fra le ricerche immunologiche ¢ gierologiche da un lato e
quelle enzimatiche dall’altro sono secarsi, incerti e frammentari. C’¢ bensi
tutto lo sviluppo dottrinale di ABDERHALDEN e collaboratori sui cosi
detti fermenti protettivi, di recente meglio studiati, purificati e trovati,
secondo quella scuola, di una specificitd cosi elevata che non ha riscontro
neppure nelle reazioni sierologiche pitt delicate. Ma tutto il corpo dottri-
nale e sperimentale di ABDERHALDEN fa parte a s&, lo stesso ABDERHAL-
DEN negando che i suoi « Abwehrfermente » abbiano qualcosa a fare colle
catepsine; ed esso non ha purtroppo trovato finora quel largo e spas-
gionato controllo che meriterebbe soprattutto da parte degli immuno-
logi. To devo stare nel campo ben definito delle catepsine e precisamente
delle proteinasi catepsiche; e mi sono domandata se la autodigestione
degli organi (il fegato ¢ pur sempre il pilt comodo ad elaborare, anche
per ragioni di massa) sia in qualche modo influenzata dalla esistenza nel
mezzo di un siero, il quale abbia relazioni immunologicamente specifiche
coll’organo stesso. Queste relazioni possono essere in doppio senso: si puod
gtudiare se e come la digestione sia influenzata quando alla miscela dige-
gtiva si aggiunge un siero immune (precipitante) diretto contro le pro-
teine della specie cui appartiene I'organo in autolisi; nel qual caso noi
saggiamo P'influenza eventuale di anticorpi esistenti nel mezzo e specifici
per la proteina in funzione di substrato enzimatico, ossia saggiamo
ge e come la digestione di una proteina—antigene & modificata dalla pre-
genza e presumibilmente legame degli anticorpi aggiunti. Oppure noi
possiamo studiare lo svolgersi della digestione in organo di animale pre-
viamente immunizzato contro sieri eterologhi; e vedere se e come questa
digestione sia influenzata dalla aggiunta del siero-antigene al mezzo;
nel qual easo noi saggiamo 1’eventuale modificazione che alla funzione
catepsica pud portare ’essere presenti nel substrato le strutture specifiche
(anticorpi) che la immunizzazione ha evocato, quando specialmente nel
mezzo reattivo siano presenti anche gli antigeni (proteine seriche). Espe-
rienze richiamanti in parte le mie si devono parecchi anni fa a Picx e
HASHIMOTO, spesso citati, i quali intanto nel fegato di cavie previamente
gensibilizzate mediante siero eterologo trovano alti valori dell’N incoagu-
labile ad espressione di intensificati fenomeni autolitici intravitali, valori
che sarebbero ridotti dalla precedente estirpazione della milza, la quale
pertanto conterrebbe prineipi acceleratori dell’autolisi epatica. 11 siero
di cavie sensibilizzate mediante siero di cavallo osgia un sicro immune
ha 1n’azione esaltante sulla autolisi in vitro del fegato di cavia, mentre
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il siero normale inibisee di regola 'autolisi; se a questa miscela, di fegato
pitt siero immune, si aggiunge un po’ dell’antigene (siero di cavallo), si
ha una inibizione potente della digestione. Infine, secondo questi Autori
un fegato di animale sensibilizzato, che in vivo offre, come si & detto, alti
valori di disintegrazione proteica, in vitro si digerisce come uno normale;
ma se si aggiunge alla poltiglia di fegato del siero antigene (eavallo), allora
si ha una inibizione molto pitt forte di guella dovuta al siero normale:
Pick e HasHIMOTO parlano di uno shock anafilattico én vitro nel fegato
di cavie sensibilizzate previamente. Si potrebbe supporre dunque che la
interazione antigene-anticorpi in una miscela digestiva potesse in varia
guisa influenzare la digestione.

Trovo anche una osservazione di SKORODUMOFF secondo cui mentre
il siero umano normale inibisce ’autoligi di organi di morti per tifo esante-
matico, il siero di ammalati invece (siero immune 7) avrebbe azione esal-
tante.

Che i sieri normali abbiano azione inibitrice sulla autolisi e percid
sulla funzione catepsica & certo per dati di BRADLEY ed altri; ed in rap-
porto, almeno in parte, colla notevole resistenza delle proteine plasmatiche
alle azioni proteolitiche in genere. Infatti io stessa ho veduto che la pro-
teolisi, secondo la nostra tecnica, procede molto pilt avanti se si elaborano
organi perfusi in modo da togliere al possibile tracce di proteine plasma-
tiche (e di emoglobina). Comincio dunque dal riportare un protocollo
gperimentale che mostra la inibizione da siero normale, sia questo omologo
od eterologo rispetto all’organo in autolisi; e la inibizione dovuta ad un
siero immune, ma senza relazione sierologica specifica coll’organo.

Si preparano le seguenti miscele:

a) Acqua bidistillata cme. 140

Puffer acetici 1:1 cme. 12
Estratto glicer. fegato coniglio normale cme. 9;
b) Acqua bidistillata emc. 137
Puffer acetici 1:1 cme. 12
Siero di cavallo diluito 1 :2 con soluzione fisiologica cme. 3
Estratto come sopra cme. 9;

¢) Come in b), tranne che invece del sicro di cavallo si ha eguale
dose e concentrazione di siero di coniglio normale;

d) come in b) e ¢), tranne che il siero ¢ di coniglio immunizzato
con siero di cavallo (siero di coniglio precipitante anti-
cavallo).

Facendo da ogni miscela i soliti prelievi di 50 cme. per volta a vario
tempo ¢ cio¢ subito, dopo 3 ¢ dopo 6 ore a 379, e precipitando le proteine
(20 eme. soluzione 20 % di acido tricloroacetico), indi raccogliendole su
filtro tarato e pesando, si hanno i seguenti valori, cui corrispondono le
rispettive quote percentuali di digestione.

30




b)

Tempo
di digestione mgr. proteina

non digerita

o/, di digestione

mgr. proteina
non digerita

oy di digestione

0 60
3h 47.6
6b 34,9

Tempo

20,6

98,4
94.2
83,8

4,3
149

,d),

mgr, proteina
non digerita

di digestione

non digerita

mgr. proteina

7
l‘ ofy di digestione

0 73,6
3b 62,3
6o 59,0

73,4
68,3
65,1

6.9
11,3

La inibizione & evidente per tutti i sieri, che importano un’alta dose
di zavorra proteica male digeribile nelle tre miscele b), ¢), d); & massima
in d), che contiene un siero omologo rispetto al substrato, ma immune,
cioé di coniglio trattato con proteine equine che non trovano rappresentanza
in questo esperimento: probabilmente la piu alta azione inibente proprio
di questo siero dipende dal suo alto contenuto in proteine, specie in glo-
buline, proprio di tutti i sieri immuni. Fra siero normale omologo ed ete-
rologo rispetto al substrato non ¢’¢ gran differenza: semmai 8i pud notare
che il siero di cavallo (eterologo) inibisce un po’ pit dell’omologo (co-
niglio). ’

Venendo ora alle serie sperimentali in cui & attuata la coesistenza di
antigene ed anticorpi, comineio dal riferire sul primo tipo di esperimenti,
in cui un siero immune & addizionato alla miscela di digestione della pro-
teina antigene. Si & adoperato in tal caso estratto di fegato di cavallo,
allestito colla solita tecnica di WALDSCHMIDT-LEITZ e¢ DEUTSCH; e, a
seconda del solito procedimento, si & saggiata I'aggiunta di siero di coniglio
anticavallo come di siero di coniglio normale e di cavallo normale. T risul-
tati sono stati piuttosto negativi, tanto che credo inutile riportare dei
protocolli: si & osservata la consueta lieve inibizione da sieroproteine sul
processo digestivo; ed il siero immune ha offerto solo, in confronto al
normale, una lievissimamente maggiore azione inibente sulla digestione,
il che si pud spiegare col fatto che siero immune vuol dire siero con pit
alto contenuto proteico e specialmente globulinico e quindi probabilmente
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anche e forse solo per cid & pilt antiproteolico, come ho visto a proposito
del surriportato esperimento preliminare in cui la digestione del fegato
di coniglio era inibita al massimo da siero di coniglio anticavallo. Non &
dunque presumibilmente rilevabile alcuna netta influenza sulla funzione
catepsica per parte della interazione fra antigene (che & qui il substrato
della digestione, la proteina di cavallo) ed anticorpi aggiunti; ma si svol-
gono solo influenze inibitrici probabilmente aspecifiche per parte delle pro-
teine seriche, abbiano esse o no impronta di anticorpi o siano esse 0 no
vettrici di anticorpi.

Per dare un csempio dei valori di queste inibizioni seriche dird che
in due esperienze con estratto di fegato equino e siero di coniglio antica-
vallo 0 normale, 81 ebbero le percentuali di digestione (alla 6% ora) seguenti:

\

Digestione ‘ Digestione in estratto | Digestione in estratto

Data esperimento

in estratto solo \ - siero immune -+ siero normale
i
1
19 dicembre 1933 17 %, 4,39, 109/,

10 gennaio 1934 18%/, 7.7, 12,5 %/,

Dunque concordanza di risultati a distanza di tempo, mostranti
inibizioni modeste e di regola piu considerevoli ad opera dei sieri immuni,
senza che io sappia dare un significato specifico a questa differenza.

Si noti che i sieri stessi talora in guesto dispositivo sperimentale
hanno offerto, nei necessari controlli in eui essi erano soli, senza estratto
di organo, segni di lieve proteolisi; ma talora anche dei curiosi e probabil-
mente apparenti aumenti, per quanto lievissimi, di contenuto proteico
col soggiorno a 379, Forse si tratta semplicemente di errori sperimentali,
inevitabili quando si lavora con miscele complesse, e di difficolta che le
proteine seriche oppongono ad accurato lavaggio sui filtri.

Comungue ho voluto ripetere questa ricerca con altra tecnica, anche
per evitare I'obiezione di una eventuale azione disturbatrice della glicerina
sulla interazione dell’antigenc coll’anticorpo; e precisamente su poltiglie
di organo tenute in acqua cloroformiata, debitamente aggiustate riguardo
al pH; titolando poi i prodotti della digestione al formold od all’alcool
secondo WILLSTATTER. Con questo metodo antolitico vecechio si ottengono
gpesso delle digestioni scarsissime dei fegati freschi di cavallo prelevati
al Macello: evidentemente anmento dei gruppi aminici e carbossilici liberi
e titolabili & limitato, formandosi pil che altro prodotti elevati di scissione
proteica, la quale non progredisce molto; quindi & difficile avere dei proto-
colli molto persuasivi. Tuttavia, specie col metodo all’aleool, ho avuto
netta prova della lieve inibizione serica, senza differenze degne di nota
fra siert normali (di .coniglio) ed immuni (i coniglio anticavallo): qui non
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¢’¢ presenza di materiali disturbatori, la concentrazione degli anticorpi
risulta elevata; eppure influenze nette ritardanti o acceleranti non si
affermano.

Vengo cosi all’altro tipo di esperimento, con estratto di fegato di
animale immune (conigli trattati con siero di cavallo endovena ripetuta-
mente, per preparare sieri precipitanti anticavallo) messo a digerire in
presenza dell’antigene serico (siero di cavallo). Anche qui il siero ha offerto
un’azione inibente; e questa sembra qui di grado maggiore di quella
usualmente dovuta al siero. Vi sono state tuttavia delle differenze da
esperimento ad esperimento: una volta la digestione della epatoproteina
immune (come potremmo chiamarla) di coniglio & stata dalla presenza di
siero equino antigene del tutto arrestata, tanto da ricordare l'esperimento
di Prck ed HasurmoTo sul cosi detto shock anafilattico in vitro. In realth
il mio dispositivo non si allontana questa volta molto da quello di questi
Autori; ma si trattava per 'appunto di un estratto autodigerente piut-
tosto searsamente, per cui una modesta inibizione pud portare facilmente
ad arresto od apparenza di arresto della proteolisi. Altre volte si sono avute
inibizioni di grado modesto, di poco superiori a quelle date da siero non
antigene (siero di coniglio normale o immune, ossia siero omologo alla
proteina dell’estratto). Esperienze di autolisi in poltiglie di organi non
hanno dato risultati utilizzabili per la quasi costante scarsitd della dige-
stione. In conclusione un effetto inibente del siero antigene sulla proteina
immune & costante; ed esso pare di regola di un grado superiore a quello
che le sieroproteine in genere esercitano sulla proteolisi catepsica; onde non
& esclusa una certa interferenza dell’antigene serico colla digestione della
proteina immune ad opera delle catepsine. Ma non ¢ possibile dire fino a
che punto questa interferenza sia specifica e da cosa dipenda. Mi pare che
parlare di uno shock in vitro sia un’esagerata valorizzazione di queste
nell’insieme modeste influenze; ma ulteriori ricerche potranno essere
opportune. )

Del resto siamo qui in presenza di una serie di incognite: sono presenti
anticorpi, sia pure in forma mascherata, nel fegato dell’animale immune,
a prescindere da quelli corrisponenti a regidui di plasma sanguigno ? o)
questo un punto che & argomento di ricerche in questo laboratorio, sulle
quali sard riferito a suo tempo. Se anticorpi vi sono, possono essi modifi-
care la funzione catepsica ? Ossia, pud la impronta specifica assunta dalle
proteine dell’organo avere relazione colla attaccabilith per parte degli
enzimi o possono gli enzimi essgere influenzati dai gruppi specifici in fun-
zione di anticorpi o da complessi anticorpi-antigeni formatisi nelle miscele ?
All’oscuro come siamo sull’origine ed essenza intima degli anticorpi (la
cui chimica & molto meno progredita di quella degli antigeni) non possiamo
oggi rispondere a queste domande; e dobhiamo contentarci di registrare
dei fatti.




e) Le catepsine nella necrosi ischemica.

8i & gid accennato agli interessanti reperti di BORGER, PETERS €
Kurz sulla scomparsa del glutatione nei tessuti ischemizzati e nell'infarto.
Ho voluto io stessa farmi un’idea del comportamento globale della fun-
zione eatepsica nei tessuti sottoposti a ncerosi ischemica e precisamente
nel rene dopo legatura dell’arteria renale, oggetto di studio questo molto
comodo perche consente il confronto coll’organo normale controlaterale.
Non ho cercato di differenziare e dosare un eventuale attivatore, che po-
trebbe in organi cosi profondamente alterati essere sostituito da altri ignoti,
derivanti dalla stessa scomposizione delle proteine una volta avviata,
ma ho semplicemente stabilito Pattivith catepsica del rene in stato di
jschemia e del rene normale, preparando estratti con glicerina acida se-
condo il solito sistema e seguendo Pauto-proteolisi dopo la consueta dilui-
zione.

A einque conigli in narcosi eterea lego I'arteria renale sinistra (aggres-
gione extraperitonale del rene dalla regione dorsale, con taglio longitudi-
nale a circa em. 3 dalla linea mediana), avendo cura di risparmiare la vena
emulgente e I'uretere. Decorso operatorio perfetto; assenza di ogni compli-
canza infettiva. Dei 5 conigli uno & sacrificato dopo 24 ore, uno dopo 48
e gli altri tre dopo 72 ore (valasso dalla carotide). T1 reperto anatomico é
il seguente:

Dopo 24 ore: il rene operato si presenta molto ingrossato e rosso cupo;
peso gr. 16. Al taglio fuoriesce liquido rosso cupo, superficie di taglio rosso
cupo uniforme, non differenziata la corticale dalla midollare. Dopo ridu-
zione in piecoli frammenti e spremitura con carta bibula, il peso si riduce
a gr. 8. Tessuto perirenale edematoso. 11 vene non operato (destro) pesa
gr. 6,5; colore normale.

Dopo 48 ore: il rene operato si presenta ingrossato e di colore molto
chiaro; pesa gr. 8,7; al taglio la corticale biancastra appare nettamente
differenziata dalla midollare che & rosso cupa. Dopo frammentazione e
spremitura il peso si riduce a gr. 7,7. Tessuto perirenale edematoso. 1l
rene destro di aspetto normale pesa gr. 6,7.

Topo 72 ore il rene operato nei tre conigli si presenta un po’ ingros-
sato e pallido; al taglio evidente la necrosi ischemica della corticale; il
rene destro di aspetto normale. Pegi: rene operato rispettivamente gr. 13,7;
gr. 18,5; gr. 14,2; rene destro non operato gr. 10; gr. 13,2; gr. 10.

I’esame istologico praticato su un piceolo frammento del rene di
79 ore offre: necrosi estesa a caratterc di n. da coagulazione soprattutto
nella cortex corticis ed in tutto il parenchima; edema diffuso dell’intersti-
zio; fitto vallo lencocitario fra corticale e midollare, con infiltrati insinuan-
tisi verso la midollare, fra i canalicoli delle piramidi.
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Gli estratti sono stati praticati mettendo la glicerina acida in propor-
zione di 3 parti di peso su 1 parte di organo, invece che 2 su 1 come di
consueto. Tanto per rene normale che operato si & ogni volta adottata la
stessa quantitd di glicerina, calcolata in base al peso del rene normale;
ossia, siccome il rene operato pesava sempre di pill, abbiamo relativamente
preparato estrattl pit concentrati del rene operato. Lo scopo di questo
modo di procedere deriva dalla rifiessione che il peso maggiore del rene
operato dipende da accumulo di sangue e liquido di edema, che non fa che
diluire il contenuto enzimatico e le proteine-substrato; e quindi noi non
dobbiamo tenerne conto se vogliamo avere per i due reni estratti al possi-
bile comparabili come diluizione dei reagenti per noi importanti, enzima
e substrato. Su ogni estratto si & praticato l’esperimento prendendo
cme. 159 di acqua bidistillata, eme. 12 di puffer acetici 1 : 1, cme. 9 di
estratto; e di questa miscela si sono fatte tre porzioni di cme. 50 ciageuna.
Una porzione & stata subito addizionata con 20 cme. di soluzione 20 % di
acido tricloroacetico; una porzione & stata 3 ore ed una 6 ore a 379 quindi
pure addizionata id. Raccolta dei precipitati proteici su filtri tarati; dissec-
camento e pesata; e talora (in tre estratti) determinazione dell’'N al Kjel -
dahl. La tabella a pag. 231 da i risultati.

La tabella mostra parecchie irregolarity le pit gravi delle quali sono
state da me contrassegnate con punto interrogativo. In realtd la pre-
senza di sangue, di materiale necrotico, di liquide di edema nel rene
operato deve avere condizionato le prineipali incongruenze fra pesate della
proteina ed N relativo, per svariate ragioni: difficoltd maggiori di lavaggio
dei precipitati non omogenei, residui di tracce di derivati di pigmento
ematico e di lipidi. Anche il rene controlaterale, in stato di avviata iper-
trofia compensatoria o almeno di iperfunzione, deve presentare disturbi
circolatori importanti errori di rilievo e sconcordanze nei diversi rilievi
Il fatto fondamentale che risulta in modo univoco & la molto pil scarsa
autodigestione nel rene ad arteria legata in confronto all’altro. I valori
della- digestione nel rene normale ¢ certo iperfunzionante (destro) sono
fra i pid elevati da me riscontrati in tutte le mie ricerche: non ho per ora
termini di paragone numerosi con reni di coniglio normale; ma per tutte
le esperienze mie e di altri sulla funzione catepsica misurata sulle proteine
proprie dell’organo, si pud affermare essere rara una digestione di oltre
il 50 % in qualunque organo. Ora qui i reni destri danno valori fra 60
ed 81 %; e se anche quest’ultimo valore pud parere sospetto, perché tutto
Pandamento della proteolisi in quel caso offri delle irregolarita, restano
pur sempre valori di 6068 %, cui corrisponde una percentuale in base
al Kjeldahl di 36-57 %, (le percentuali in base all’N essendo di regola un
po’ minori). Nei reni sinistri, con necrosi ischemica, 8i ha invece una pro-
teolisi scarsa, che sta sempre pilt 0 meno al disotto del 50 % dopo 6 ore,
anzi nei reni ischemici da 24 e 48 ore non arriva che al 20 %; ed anche
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i valori al Kieldahl, ove furono determinati, danno percentuali di dige-
stione dal 9 al 19 9/, solo. Non ¢ affermabile una direzione costante di mo-
dificazione della proteolisi collo scorrere del tempo dalla operazione. Le pre-
cauzioni da noi avute nella preparazione degli estratti ¢ Posservazione del
non costante rapporto fra quantitd di sangue residuata nel rene e la ridu-
zione dell’attivita catepsica mi autorizzano a ritenere che non a presenza di
sangue o non solo a questa & dovuta la searsa proteolisi nel rene operato.

Rene sinistro (operato) i Rene destro (non opcerato)

Bstratti mer., N :;/'(, dig. in| "/, dig.‘ mgr. N /n dig. in "/or;i'uz.
Pproteins S |bage peso|in bage proteina . |base peso| in base
inl(’ﬁ?glel;‘." rolativo proteico N q‘\{ Ii]ndi:;‘e}ll'.l ‘relatno proteico N *
l —
Estratto coniglio
uccizo dopo 24 ore |
avanti digestione 62.8 8,96 — - | 26 4,62 — —
dopo 3b dig. . . . 53,5 8,26 148 7,9|1 133 2,92 48.8 36,7
dopo 6b dig. . . . 50,3 8,12 198 9471 104 |2,52 60 45.4
|

Estratto coniglio
ucciso dopo 48 ore
avanti digestione 32,2 5,04 — — 313 (4,90 - —

dopo Shdig. . . . | 286 | 462 109 142 [364 | 546 [258

83
dopo 6hdig. . . . | 254 | 403| 208 |194 | 125 |322 | 6030 |363

Estratto coniglio
ucciso dopo 72 ore

avanti digestionc 17,2 4,06 — — | 232 4,90 — -
dopo 8bdig. . . . | 163 | 364| 52 |103 73 [210 | 685 |571
dopo 6bdig. . . . 1 350 1 13,7 i 14 [2102| 81 47,17
Estratto coniglio ;

ueeiso dope 72 ore
avanti digestione 20,2 — — — 21,1 — — —
dopo 3bdig. . . . 17,2 — 1448 — 11,3 = 46,4 —
dopo 6b dig. . . . 12,5 — 38,1 — 67 — 68,2 —
Estratto coniglio i

uceiso dopo 72 ore
avanti digestione 15,8 - — 14,7 - . =
dopo 3t dig. . . . s4 | — | 46 - 8,1 — a2 -
dopo 6b dig. . . . 8.4 — 46 — 5,6 — 61,9
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To posso affermare per ora questo: che nellinfarto del rene (essen-
zialmente rosso npelle mie esperienze, onde vero, infarto e non pura
necrosi ischemica) si ha una considerevole riduzione di attivity catepsica
dell’organo, contro normalitd o forse elevazione nel rene controlaterale.
In fondo il mio reperto concorderebbe con quello i BORGER e collabora-
tori sulla diminuzione degli attivatori a tipo di glutatione; ed anzi lo inte-
grerebbe. Non si inquadra invece nelle pilt volte citate concezioni che
connettono la ischemia e difetto di ossigeno collo scatenarsi dei fenomeni
proteolitici. Ma forse ulteriori ricerche potrebbero portare ad una conci-
liazione sulla base di pill precise nozioni. Pud darsi che nel tessuto ische-
mico gli stessi enzimi proteolitici piu che variare quantitativamente va-
riino gqualitativamente nella loro funzione, conducendo 2 quei fenomeni
di coagulazione che anche per il sangue oggi taluno (WALDSCHMIDT-LEITZ,
1929) vuole identificare con processi proteolitici; per esempio la digestione
potrebbe arrestarsi precocemente, & Jivello di prodotti elevati di idrolisi
ancora a carattere altamente colloidale e prontamente gelificanti. Anche
ricerche recenti di CALCINAT dimostrano come la papaina, enzima proteoli-
tico vegetale avente grande analogia colle catepsine, produca pella dige-
stione di organi parenchimali di cavia in vitro delle alterazioni di certi
parenchimi tali da ricordare 1a necrosi da coagulazione classica; e GROLL
parla anzi di una coagulazione da digestione negli organi esposti in vitro
all’azione di enzimi proteolitici ad un pH opportuno e che non coincide
con quello optimale per la consueta funzione digestiva.

Dunque la ridotta digestione quale appare nelle esperienze colla
nostra tecnica evidenziante la idrolisi di ‘complesse individualith, pro-
teiche e la riduzione dell’N precipitabile coll’acido tricloroacetico, potrebbe
benissimo coneiliarsi con una speciale modificazione delle proteine dell’or-
gano, sempre a carattere proteolitico ma arrestata e diretta in senso pecu-
liare, per effetto proprio delle condizioni create dalla ischemia e forse
proprio per la deficienza, da BORGER e collaboratori dimostrata, dei nor-
mali attivatori sulfidrilati che devono spingere la funzione catepsica nel-
I'usuale binario e fino ai prodotti avanzati di scissione.
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IV. - RIASSUNTO.

Dopo una esposizione critica delle ricerche eseguite in questi ultimi
anni sugli enzimi catepsici od enzimi endocellulari proteolitici, colle
tecniche e secondo le direttive soprattutto della scuola di WILLSTATTER,
di RONA ecc., dalle quali ricerche sono derivate nozioni nuove od imposta-
zioni di nuovi problemi di importanza per la fisiologia normale e patolo-
gica, 81 sono studiati successivamente alcuni punti particolari utilizzando
prevalentemente una tecnica (antoproteolisi in estratti glicerici di organo
diluiti, determinazione gravimetrica della proteina indigerita e dell’'N
relativo) che & stata elaborata e largamente applicata in questo labora-
torio.

Si conferma Vazione attivatrice della cisteina e dell’acido ascorbico,
che, contrariamente 2 gquanto fu da altri asserito, esiste anche quando
1a proteolisi si studia sulle proteine proprie dell’organo ¢ non solo quando
si nsano come substrati gelatina o peptoni (eterolisi): ¢id che allarga ¢
valorizza dal lato fisiologico le osservazioni di precedenti autori. La l-leu-
cilglicina inibisce la attivith catepsica, in modo molto pitt netto della
varieta destrogira del dipeptide; gi ha dunque un’influenza di certi peptidi
gulla funzione delle proteinasi catepsiche; ma non s & riusciti viceversa
a dimostrare la comparsa di peptidasi (dipeptidasi) durante la proteolisi.
Non si & potuta dimostrare un’azione favorente della proteolisi da parte
della 1-adrenalina, come vorrebbero ABDERHALDEX © ScHWAB; ma piut-
tosto Dadrenalina e specialmente la destrogira ha un’azione inibente.
Una certa azione inibitriee ha un idrocarburo policiclico cancerogent
(1-2-benzopirene) da certe dosi assai piccole in su; dosi ancora minori
sono inattive o forse lievemente acceleranti.

1 discussa, in base ai risultati anteriori di RONDOXNI € Pozz1, di VOEG-
TLIN e collaboratori ed a guccessivi controlli di BLAGOWESTSCHENSKI €
KORMAN, la questione della resintesi di proteinc o almeno formazione
di aggregati precipitabili con acido tricloroacetico nelle miseele digestive
sotto influenza di agenti ossidanti. Pare che il fenomeno, anche per le
conferme suddette, sussista, la sua interpretazione essendo ancora incerta;
¢ che, come H,0,, anche chinone possa prestarsi a dimostrarlo in certe
condizioni. Resta comunque stabilito che gli agenti ossidanti sono osta-
colanti per la proteolisi catepsica.

i stata saggiata linfluenza di sieri normali ed immuni sulla proteolisi
di fegato di animali normali od immuni, per stabilire se la presenza di
relazioni immunologicamente gpecifiche fra substrato della proteolisi ed

31
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un siero aggiunto al mezzo influenzi comunque l'attivitd catepsica. 8i &
affermata costante una certa azione inibitrice dei sieri come tali, normali
od immuni, sulla proteolisi; ed una certa maggiore azione inibitrice di
gieri immuni, legata probabilmente al pinl alto contenuto proteico ed in
specie globulinico, in confronto ai normali, sia la proteina-substrato enzi-
matico corrispondente o no all’antigene quando si é saggiato siero immune
(combinazione: estratto di fegato di cavallo in digestione in presenza di
siero di coniglio anticavallo). Si ¢ avuta una inibizione di regola un poco
pill spiccata per parte del siero quando esso rappresentava antigene ri-
spetto all’organo di animale immune nella miscela digestiva (combina-
zione: estratto di fegato di coniglio immunizzato con siero di cavallo in
digestione in presenza di siero di cavallo). Non si evidenziano cosi influen-
zamenti molto spiccati della funzione catepsica per parte di eventuali
interazioni fra antigeni ed anticorpi; ¢ molto incerto & se nella seconda
combinazione suddetta possa parlarsi di uno shock anafilattico in witro
a carico della attivitd enzimatica.

B stata studiata la funzione catepsica in rene reso ischemico per le-
gatura dell’arteria renale in confronto al normale controlaterale: il reperto
fondamentale & la riduzione di questa funzione 24-72 ore dopo I'operazione,
contro mormalitd o forse intensificazione della stessa funzione nel rene
opposto. Questo risultato concorda sostanzialmente colla osservazione
recente di BORGER, e collaboratori sulla scomparsa di attivatori sulfidri-
lati (glutatione) nell’infarto.
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