
342 Br~ves communications - Brevi comunicazioni [ExPERIENTIA VOL. XlV/9] 

previously reported 2. The faint albumin-like peak ex- 
hibited by the early regenerating liver may be due to: 
(a) increased production of a lbumin;  (b) reduced release 
of albumin into the blood stream; (c) depolimerization of 
large molecules into smaller ones, as suggested by  D1 SA- 
BATO ~0 for cell vacuolation, a regressive process also ap- 
pearing in the regenerating liver n.  

i'/ . ~ b ¢ 

E p t o f o r m a z i o n e  n o n  o s s i d a t i v a  
n e l  m u s c o l o  s c h e l e t r i c o  

Con il termine di ,eptoformazione non ossidativa~L 
BONSlGNORE et al. ~ hanno indicato la formazione, esctusi- 
vamente anaerobia, in assenza di TPN, di un  eptoso- 
fosfato - probabilmente sedoeptuloso-7-fosfato - a partire 
da glucoso-6-fosfato, ad opera della frazione solubile di 
omogenati di fegato di ratto. 

Normalmente invece, come ~ noto, lo stesso sedo- 
eptuloso-7-fosfato viene considerato un  prodotto della 
degradazione dei pentosi, a loro volta formatisi aerobica- 
mente dagli esoso-fosfati, mediante l ' intervento degli 
enzimi glucoso-6-fosfato- e 6-fosfogluconatodeidrasi (TPN 
specifici) delia via ossidativa diretta. Attraverso la forma- 
zione intermedia di eptoso, i pentosi possono poi essere 
convertiti  anaerobicamente ad esosi. Questa conversione, 
come ~ sommariamente indicato hello schema del ciclo di 
Horecker qui sotto riportato, ~ catalizzata dagli enzimi 
transchetolasi e transaldolasi. 

Fig. 2--Paper electrophoresis pattern of glycoproteins of resting and 
regenerating rat  liver. The symbols are the same as in Fig. 1. 

Staining: periodic acid-Schiff 9. 

Because of the vir tual  ident i ty  of the normal and re- 
generating liver protein patterns, evidence is given that  
no single protein could be regarded as a reserve material 
chemically different from the basal structural proteins 
(LucK I~). Furthermore, since it  is well known that  the 
neoplastic liver growth is accompanied by a marked re- 
duction in the amount  of slowly moving proteins and by 
a large increase in the fast-moving ones 2, our results show 
tha t  the liver regeneration is quite a normal growth in 
spite of the biochemical similarities with the liver 
tumors 13. 

Evidence is given in ]Figure 2 that  the liver soluble 
glycoproteins markedly decrease 24 h after operation. 
60 and 240 h later, two faint peaks, and may be a third 
one, appear in the electrophoretic pattern. 30 days after 
hepatectomy, the glycoproteins are again normalized. 
This behaviour most likely accounts for a decrease of the 
ground substance of the liver connective tissue, secondary 
to the stress induced by the surgical trauma*. I t  may also 
be suggested that  during the liver regeneration the more 
complex conjugated proteins synthesis is sacrificed on 
behalf of the synthesis of the bulk of the proteins necessary 
to the parenchimal re-building. 

G. GUIDOTTI a n d  E.  CLERICI 

Insti tute o/ General Pathology, University o/ Mi lan  
(Italy), June  5, 1958. 

Riassunto 

Gli autori hanno studiato il comportamento delle pro- 
teine e delle glicoproteine solubili del legato rigenerante 
di . rat to mediante l'elettroforesi su carta. La colorazione 
con Amidoschwarz mostra che it comportamento elettro- 
foretico delle proteine di legato rigenerante b pratica- 
mente sovrapponibile a quello del legato normale. La 
colorazione secondo K6iw e GRONWALL dimostra che le 
glicoproteine diminuiscono nei primi giorni dopo l 'at to 
operatorio, tornando per6 alla normalitg circa 30 giorni 
dopo l 'epatectomia. 

10 G. DI SABATO, Exper. 12, 385 (1956). 
11 K. ATERMAN, Arch. Path. 53, 209 (1952). 
1~ j .  M. LucK, J. biol. Chem. 115, 491 (1936). 
xa E. CLERICI, G. GUIDOTTI~ and E. BAZZANO, Tumori, in press. 
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(1) Glueoso-6-fosfato-deidrasi; (2) 6-fosfoglueonato-deidrasi; 
(3) transehetolasl; (4) transaldolasi; (5) transehetolasi; (6)esosofo- 

sfatoisomerasi. 

Per spiegare la ((eptoformazione non ossidativa~, BON- 
SIGNORE et al. 1 ammettono appunto l ' intervento catalitico 
di questi enzimi transchetolasi e transaldolasi in senso 
inverso a quello riportato nello schema, cio~ nel senso delia 
trasformazione anaerobia degli esosi (glucoso-6-fosfato 
e fruttoso-6-fosfato) a pentosi. 

Nella presente nora dimostriamo che la eptoformazione 
anaerobia a partire da glucoso-6-fosfato (e da fruttoso-6- 
fosfato) ha luogo anche ad opera di estratti  enzimatici di 
muscolo scheletrico. Nel muscolo scheletrico, sprovvisto, 
completamente 2 o quasi a, delle att ivit~ deidrasiche della 
via ossidativa diretta (glucoso-6-fosfato- e 6-fosfogluco- 
nato-deidrasi), la dimostrazione di tale ,eptoformazione 
non ossidativa ~ potrebbe assumere particolare importanza, 
in quanto potrebbe indicare la via seguita da questo 
tessuto per la biosintesi dei pentosi. 

L'estratto enzimatico ~ stato preparato da muscolo 
scheletrico di ratto con il metodo di GLOCK e McLEAN s, 
seguito da BONSIGNORE el al. 1. I1 metodo consiste essen- 

1 A. BONSIGNORE, G. PONTREMOLI, G. FORNAINI e E. GRAZI, G. 
Bioehim. 6, 241 (1957). 

2 T. L. KELLY, ]~. D. NIELSON, R. g.  JOHNSON e C. S. VESTLING, 
J. biol. Chem. 212, 545 (1955). 

a G. E. GLOCK e P. McLEAN, Bioehem. J. 56, 171 (1954). 
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z i a tmen te  in una  es t raz ione  a 0 - 4 ° C  del t e s su to  - p rev ia  
t r i t u r az ione  con sabb ia  di qua rzo  - in KC1 0,15 M con- 
t enen te ,  per  litro, 8 ml  di  KHCO3 0,02 M .  Dopo  ul t ra-  
cen t r i fugaz ione  (25 min  a 14 000 g), abb i amo  per6 r i t enu to  
o p p o r t u n o  t r a t t a r e  l ' e s t r a t t o  con ca rbone  Merck (60 mg/  
ml) ~, pe r  e l iminate  i nucleot id i  p resen t i  ne l l ' e s t r a t t o  5, e in 
par t ico la re  il T P N  (la cui assenza  imped iva  la formazione  
di  ep toso  a t t r ave r so  la eventuale ,  sia p u t  scarsa, via  ossida- 
t iva  d i re t ta) ,  e I ' A T P  (la cui assenza  imped iva  la fosforila- 
zione del l ' esoso-fosfa to  ad estere  difosforico, e qu ind i  la 
sua  degradaz ione  a t t r a v e r o  la via  glicolitica). I1 t r a t t a -  
m e n t o  e l iminava  inol t re  l ' i n t e r fe renza  dei  pen tos i  nucleo- 
t idici  nei  p r o c e d i m e n t i  di  ident i f icaz ione  e di  dosaggio 
de l l ' ep toso .  

L ' e s t r a t t o  enz ima t i co  cosl t r a t t a t o ,  p rev ia  dialisi pe r  
16-20 h a 0 -4°C  con t ro  il l iquido di  es t razione,  ven iva  
usa to  per  le p rove  enz imat iche .  

La  composiz ione  d e t t a g l i a t a  delle p rove  t i nd i ca t a  nel la  
tabel la ,  in cui sono r ipor ta t i  i valori  (espressi come  p M  di 
e p t o s o / m g  di N~ proteico) del l 'a t t iv i tA enz ima t i ca  ep to-  
f o r m a t i v a  del nos t ro  e s t r a t t o  a par t i re  da  glucoso-6- 
fosfato  e da  f ru t toso-6- fosfa to  s. 

Tabella 
Ciascuna prova conteneva: 1 ml estratto enzimatico (contenente --~ 
1,5 mg N~ proteieo, dosato con il metodo di KJrLnAHL-NESSLER); 
250 /~M tampone Tris pH 7,6; 1 /,M acido monoiodoaceticol°; 
7,5/~M esoso-6-PO~t. I1 volume finale veniva portato a 2,5 ml con 
il KC1 di estrazione. Ambiente: aria. Temperatura: 37 ° C. Tempo 

di incubazione: 4 h. 

Substrato /,M eptoso/mg N~ proteico 

_ _  0,00 
Glucoso-6-P 0,15 
Fruttoso-6-P 0,19 

Var i  m e t o d i  sono s t a t i  segui t i  pe r  ident i f icare  la pre-  
senza  e la n a t u r a  ch imica  del l ' eptoso.  Nelle nos t re  con- 
dizioni  sper imenta l i ,  come abb iamo  gih de t to ,  tal l  me tod i  
di  ident i f icazione e di dosaggio erano n o t e v o l m e n t e  facili- 
ta t i ,  d a t a  l ' assenza  ne l l ' e s t r a t t o  enz ima t i co  dei  pen tos i  
nucteot idici ,  capac i  di  in terfer i re  fo r t emen te  nei  me tod i  
s tessi .  

a p. j .  VANDEMARK e W. A. WOOD, J. Baet. 71, 385 (1956). 
s L'efficacia del trattamento con carbone era dimostrata dalla 

completa scomparsa nell'estratto dei pentosi nucleotidici, dosabili 
con la reazione all'orcinolo secondo MEJBAUM 6, dopo riscaldamento 
in HC1 6 N a 100 ° C per 40 min 7. II carbone, nei 30 rain in cui veniva 
lasciato a contatto con l'estratto, adsorbiva anehe il 40% delle pro- 
teine. Per questo motivo l'estratto iniziale veniva fatto pifi concen- 
trato (25%), di quanto (10%) suggerito da BONSIGNORE 1. 

S W .  MEJBAUM, Hoppe-Seylers Z. 258, 117 (1939). 
7 H.G. ALBAUM e W. W. UMBREIT, J. biol. Chem. 167, 369 (1947). 

- A. BONSmNORE, E. MARINELLO e G. MISSALE, Aggiornamenti Bin. 
chimica (Ed. Pensiero Scientifico, Roma 1955), p. 142. 

s Durante l'ineubazione, i substrati aggiunti non subivano alcuna 
idrolisi fosfatasiea, come abbiamo potuto constatare dosando i 
fosfati liberi nel mezzo prima e dopo l'incubazione, con il metodo di 
BERENBLUM e CHAIN 9. 

9 I. BERENBLUM e E. CHAIN, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
xo L'acido monoiodoacetico, inibitore della triosofosfato-deidro- 

genasi, veniva aggiunto per irnpedire la sottrazione, attraverso la via 
glieolitica, del trioso-fosfato eventualmente presente neU'estratto. 
I1 trioso-fosfato, secondo l'ipotesi di BONSIGNORE 1, sarebbe infatti 
neeessario per la eptoformazione non ossidativa a partire da esoso- 
fosfato. L'attivith della trioso-fosfato deidrasi (e quindi la via gtico- 
litica) era del resto impedita dalla mancanza, nel nostro estratto, di 
DPN, eliminato, assieme agli altri nucleotidi, dal trattamento con 

carbone. 

La  p resenza  de l l ' ep toso  ~ s t a t a  a n z i t u t t o  i n d i v i d u a t a  
me d i a n t e  gli s p e t t r i  di  a s s o r b i m e n t o  o t t e n u t i  con  1~ rea- 
zione di DISCHE e SCHWARTZ e con le reazioni  I e I I  al l 'orci-  
nolo di DISCHE lt. La  sua  n a t u r a  di  c h e t o e p t o s o  6 s t a t a  
ident i f ica ta  me d i a n t e  la reazione di BEVENUE e WILLIAMS 12 
SU car ta  (anelli azzurri) .  

Una  pifi precisa  ident i f icazione del la  n a t u r a  de l l ' ep toso  
s t a t a  o t t e n u t a  me d i a n t e  la p rova  del ia  fo rmaz ione  di 

anidro-eptosi ,  alcali-stabili ,  pe r  r i s c a l d a m e n t o  in HC1 
0,2 N per  1 ora a 100°C 1. Tale p rova  ci ha  d i m o s t r a t o  
anz i tu t to  che gli ep tos i  p resen t i  nel nos t ro  c a m p i o n e  
erano ester i f icat i  con PO 4 in posizione 7. La  p r o v a  
infa t t i  r i su l t a ta  pos i t iva  so l t an to  dopo t r a t t a m e n t o  con 
fosfatasi  ac ida  di  p a t a t a  (p repa ra ta  secondo PFANKUCH Is). 
La percentua le  di  fo rmazione  di  an idro-eptos i ,  alcali-  
stabiti ,  in tall  condiz ioni  (75-80%) ci ha  pe rmesso  ino l t re  
d i l imi ta re  xl n u m e r o  dei possibil i  che toep tos i  p resen t i  a t r e  : 
sedo-, ido-, e gulo-eptuloso.  

L 'anal is i  c romatogra f i ca  su ca r t a  xa del campione ,  in- 
cubato  con fosfatasi ,  ha  infine messo in ev idenza  u n ' u n i c a  
macchia  azzurra  - r ive la ta  con il r ea t t ivo  di BEVENUE e 
WILLIAMS ai -- aven te  R 1, in fenolo sa turn  di HzO1L coinci-  
den te  con quello da toc i  dal  sedoeptuloso ,  o t t e n u t o  per  
r i sca ldamento  in a m b i e n t e  acido di un campione  di sedo- 
eptu losano monoidra to ,  g e n t i l m e n t e  forni toc i  dal  Prof .  
HORECKER. 

I valori  quan t i t a t iv i  r ipo r t a t i  nella t abe : l a  sono s t a t i  
o t t e n u t i  con il me todo  di  DISCHE it, p rev ia  t a r a t u r a  del  
me t o d o  stesso col campione  di  s edoep tu losano  s inte t ico.  
Ess i  d imos t rano  ch i a r amen te  che  l ' e s t r a t t o  enz ima t i co  di  
muscolo scheletr ico d e t e r m i n a  fo rmaz ione  di  eptoso ,  sia 
a pa r t i t e  da  glucoso-6-fosfato,  q u a n t o  a pa r t i r e  d a  f ru t -  
toso-6-P.  

I1 ca ra t te re  anaerobico di ta le  ep to fo rmaz ione  era  dedu-  
cibile dal la  mancanza  ne l l ' e s t r a t t o  di T P N  (adsorbi to  sul 
carbone),  necessario per  l ' even tua l e  a t t i v i t~  delle de idro-  
genasi  (TPN specifiche) della via  os s ida t iva  d i re t t a .  ~ s t a t o  
ad ogni modo confe rma to  dal la  m a n c a n z a  di consumo di 
02 in esperienze m a n o m e t r i c h e ,  esegui te  con le s tesse  
miscele di incubazione,  in p resenza  di blu di met i lene  
(come t r a spo r t a to re  au toss idabi le  di  H),  il quale  a v r e b b e  
permesso di svelare  l ' even tua te  attivit~t glucoso-6-fosfato-  
deidrasica is. 

V. MORET e S. SPERTI 

Istituto di Chimica Biotogica, Universit5 di Padova, il 
12 giugno 1958. 

Summary 

The so-called ' n o n - o x y d a t i v e  h e p t o f o r m a t i o n '  has  been  
shown in enzymat i c  p r e p a r a t i o n s  of r a t  skele ta l  muscle ,  
using as subs t ra tes  g lucose -6-phospha te  a n d  f ructose-6-  
phosphate .  

11 Z. DISCHE, J. biol. Chem. 201, 983 (1953). 
a2 A. BEVENUE e K.T. WILLIAMS, Arch. Biochem. Biophys. 34, 

2"25 (1951). 
13 E. PFANKUCH, Hoppe-Seylers Z. g41, 34 (1936). 
14 I1 campione, dopo incubazione con fosfatasi acida di patata, 

prima di essere sottoposto alla corsa cromatografica discendente, & 
stato desatifieato su resine (Amberlite IR 410 e Dowex 50), previa 
precipitazione degli esteri fosferici non idrolizzati coa acetato di Ba. 

a5 G. R. NOGGL~, Arch. Biochem. Biophys. 43, 238 (1953). 
is V. MORET e S. SPERTI, Boll. Soc. ital. Biol. sper. 24, 94 (1958). 


