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so t h a t  the  f inal  cell c o n c e n t r a t i o n  was 5 × I0~/ml me-  
d ium.  T h e y  were ae r a t ed  w i t h  96% O2 + 4 %  CO~ a n d  cul t i -  
v a t e d  a t  37°C for 6, 12, 24, 48 h u p  to  9 days.  At  t he  same  
t ime,  a cont ro l  series was a lways  s t a r t ed ,  p r e p a r e d  u n d e r  
the  same condi t ions ,  and  k e p t  a t  4°C;  200 ml  of m e d i u m  
were used in each  e x p e r i m e n t .  T he  n u m b e r  of l y m p h o i d  
cells c o u n t e d  in a B t i r cke r  c h a m b e r  a n d  the  v i ab i l i t y  t e s t  
w i th  t r y p a n  blue  were d e t e r m i n e d  e v e r y  d a y  of cu l t i va -  
t ion.  Af te r  t e r m i n a t i n g  c u l t i v a t i o n  a t  t he  t i m e s  i nd i ca t ed  
above ,  t h e  m e d i u m  was  c o n c e n t r a t e d  a n d  a n a l y s e d  for 
an t ibod ie s  us ing  a g g l u t i n a t i o n  w i th  Brucella suis an t igen .  
y -Globul in  was  d e t e r m i n e d  e lec t rophore t i ca l ly .  Af te r  cen-  
t r i fuga t ion ,  t he  c u l t i v a t e d  cells were a d j u s t e d  to  t he  s ame  
c o n c e n t r a t i o n  as for t r a n s f e r  to  i n f a n t  r abb i t s ,  i.e. to  
60 × 10 ~ cells/ml.  Th i s  suspens ion  of c u l t i v a t e d  cells was  
aga in  t r a n s f e r r e d  to n e w b o r n  r abb i t s .  
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An t ibod ie s  were n e v e r  found  in a n y  e x p e r i m e n t  w i t h  
c u l t i v a t i o n  of cells t o g e t h e r  w i t h  t he  a n t i g e n  in vitro, n o t  
even  a f te r  c o n c e n t r a t i n g  t h e  cu l tu re  m e d i u m  40 t imes .  
If,  however ,  t he  c u l t i v a t e d  cells were t r a n s f e r r e d  a f t e r  6, 
12, 24, and  occas iona l ly  also 48 h c u l t i v a t i o n  to i n f a n t  
r abb i t s ,  a n t i b o d y  f o r m a t i o n  was i nduced  ( t i t re  1 :32-256) .  
I f  cells were t r a n s f e r r e d  a f t e r  longer  c u l t i v a t i o n  (72 h to 
9 days)  f o r m a t i o n  of a n t i b o d i e s  could  n e v e r  be  d e m o n -  
s t r a t e d  a f t e r  t r a n s f e r  to  i n f a n t  r abb i t s .  

F igure  2 s u m m a r i z e s  t h e  r e su l t s  of c u l t i v a t i o n  a n d  t h e  
conclus ions  of the  expe r i m en t .  I f  spleen cells were  t a k e n  
f rom an  i m m u n i z e d  donor ,  an t i bod ie s  could  on ly  be  de- 
m o n s t r a t e d  if cells a l r eady  p r o d u c i n g  an t ibod ie s  were 
used for t i ssue  cu l tu re .  I f  i so la ted  cells f rom a non -  
i m m u n i z e d  donor  were c u l t i v a t e d  w i t h  a n  a n t i g e n  i n  
vitro, a n t i b o d y  f o r m a t i o n  in the  t issue cu l tu re  could  n e v e r  
be  d e m o n s t r a t e d  u n d e r  a n y  of t h e  e x p e r i m e n t a l  condi-  
t ions.  Mixing the  same cells in vitro wi th  the  a n t i g e n  a n d  
s u b s e q u e n t l y  t r an s f e r r i ng  t h e m  to  i n f a n t  r a b b i t s  a lways  
resu l ted  in  a n t i b o d y  fo rmat ion ,  I f  t hese  ceils were  cul t i -  

v a t e d  a n d  t r a n s f e r r e d  a f t e r  c e r t a i n  t i m e  i n t e rva l s  i n to  
i n f a n t  r a b b i t s  i t  was  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  ab i l i t y  to  
fo rm an t ibod ie s  in a t i ssue  cu l tu re  is m a i n t a i n e d  for on ly  
24-48 h a f t e r  e x p l a n t a t i o n ;  t h e n  i t  d i sappears .  

The  resu l t s  are  i n t e r p r e t e d  to  i nd i ca t e  t h a t  c o n t a c t  of 
t he  a n t i g e n  w i t h  p r i m i t i v e  m e s e n c h y m a l  cells 12 a n d  t h e i r  
f u r t h e r  d iv i s ion  a n d  d i f f e r en t i a t i on  la are necessa ry  for  
a n t i b o d y  f o r m a t i o n  to  c o m m e n c e  - for t he  i n d u c t i v e  
phase .  As long as the  f o r m a t i o n  of p r o d u c t i v e  cells is n o t  
t e r m i n a t e d  u n d e r  c o n d i t i o n s  p e r m i t t i n g  t he se  changes ,  
i.e. in viva, f o r m a t i o n  of a n t i b o d i e s  in t i ssue  cu l tu re s  does  
n o t  occur.  Cells able  to  c o m m e n c e  A n t i b o d y  f o r m a t i o n  do  
n o t  lose t h i s  ab i l i ty  in vitro a n d  su rv ive  t h e r e  for a c e r t a i n  
per iod.  F o r m a t i o n  of a n t i b o d i e s  is on ly  rea l i sed  if t h e y  
are  t r a n s f e r r e d  to su i t ab l e  condi t ions ,  i.e. w h e n  c u l t i v a t e d  
in vivo. 

J. gTERZL 

Division o/ Immunology, Institute o/ Biology, Czecho- 
slovac Academy o/ Science, Praha, September 20, 7958. 

Zusammen/assung 

Aus e inem no rma ten ,  n i c h t  i m m u n i s i e r t e n  K a n i n c h e n  
isolierte Milzzetlen, welche  in vitro 6, 12, 24 u n d  48 h kut -  
t i v i e r t  u n d  n a c h h e r  z u s a m m e n  m i t  Brucella-suis-Antigen 
in das  P e r i t o n e u m  n e u g e b o r e n e r  K a n i n c h e n  i i b e r t r a g e n  
wurden ,  e rzeugen  An t ik6 rpe r .  Die A n t i k 6 r p e r  w e r d e n  im 
S e r u m  der  E m p f ~ n g e r ,  das  he i ss t  n e u g e b o r e n e r  K a n i n -  
chen,  welche se lbs t  noch  n i c h t  zur  A n t i k 6 r p e r b i l d u n g  be-  
fXhigt s ind,  festgestel l t .  Fa l l s  die Milzzellen n a c h  72st i in-  
d iger  oder  1Xngerer K u l t i v i e r u n g  auf  neugebo rene  Ka -  
n i n c h e n  i i be r t r agen  werden,  is t  d iese  U b e r t r a g u n g  n i ema l s  
v a n  A n t i k 6 r p e r b i l d u n g  begte i te t .  

12 .J. ~TERZL, Mesenchymat tissue d**ring immunisation and in- 
Jection (Praha t.q54). 

13 R. W. WISSLER, F. W. FITCII, M. F. LAVIA, and  C. A. GUNDER- 
SON, J. ceil. camp. Physiol. 50, Suppl. 1, 265 (1957). 

Meccanismo dell'azione attivatrice esplicata dal 
Guanosintrifosfato (G.T.P, )  sui s i s temi  enz ima-  

tici ossidasici  dei grassi .  Nota IV 

I s i s t emi  enz ima t i c i  ossidasici  dei grassi  p r e p a r a t i  dal  
l ega to  di cav ia  sono  a t t i v a t i  da l l 'A .T .P . ,  da l  G. T. P, e 
d a l l ' ~ - c h e t o g l u t a r a t o  1-a. I1 G, T. P. e l ' ~ - c h e t o g l u t a r a t o  
s e m b r a n o  agire con m e c c a n i s m o  analogo,  d iverso  da  
quel lo espl ica to  da l l 'A.  T. P. Poich6 il processo di a t t i v a -  
zione cons is te  nel  forni re  energ ia  al s i s t ema  e n z i m a t i c o  
ossidasico dei grassi  pe r  la s in tes i  degli  ac i l -Coenz ima A - 
s in tes i  ind i spensab i l e  af f inch6 il processo oss ida t ivo  possa  
svolgers i  - si pu6  p r o s p e t t a r e  che ta le  energ ia  possa  essere 
f o rn i t a  dal  G. T. P. e d a l t ' a - c h e t o g t u t a r i c o  con  due  mee-  
can i smi :  1) o i n d i r e t t a m e n t e  nel  senso che  s i s  il G . T . P .  
che  l ' a - c h e t o g l u t a r a t o  forn iscono energ ia  pe r  la s in tes i  del  
succini l -CoA secondo  le seguen t i  r eaz ion i  a) e b): 

a) G. T. P. + ac ido  succinico + CoA = succini l -CoA + 
G. D. P. + P i ;  

b) a - c h e t o g l u t a r a t o  + CoA - -  ~ succini l -CoA 
+ 1 / 2 0 ~ -  CO 2 

e a sua  v o l t a  il succini l -CoA p o t r e b b e  t ras fe r i re  il CoA di- 
r e t t a m e n t e  a l i ' ac ido  grasso secondo la s eguen te  reaz ione  c) : 

1 ~{. SACCHETTO C C. R. ROSSI, Exper .  I4 ,  253 (1958). 
C. I).. R o s s l  c M. SACCIIETTO, l;.xper. 14, 254 (1958). 

a ~t. SACCHETTO e C. R. NossI ,  Exper . ,  in corso di pubblieazione.  
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ptM O 2 consum a t e  per  l 'ossidazione dell 'acido eaprilico hello spazio di t empo  di '20 rain da  |OO m~ di e s t r a t to  enz imat ico  secco. 
Capri lato 0,7 × l i t  a 211. a - che tog lu t a r a to  I x 10 -~ M. Mg + + 1 >. 1o-'2 M. G . T . P .  It)/zM. A s O ~ - - -  .10 btM. " r a m p o n e - N a - K  p H  7,-I cm s ~,4. 

Preparato enzi |nat ico secoltdo LFIININGER t[1~ Clll I~ 

A B 
Attivatori O 2 totale consumato (tal sistema ()2 impiegato per la formazione 

enzimatieo di aeido acetacetico 

c¢ + chetoglutarato  . . . . . . . . . . . . . . . .  
- chetoglutarato + AsO 4 . . . . . . . . . . .  

G . T . P  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
G . T . P . + A s O  4- - .  . . . . . . . . . . . . . . .  

12,20 
0,00 
9,81) 
8,30 

8,50 
o,oo 
7,1o 
t5,oo 

c) s u c c i n i l - C o A + R - C O O H  ......... + R - C O - C o A +  ac, 
succinico ; 

2) oppure  l ' ene rg ia  per  la s intesi  degli aeil-CoA po- 
t r e b b e  essere fo rn i t a  al s i s t em a  enz ima t i co  dal G. T. P. 
in m a n i e r a  d i r e t t a ,  e da l l ' ~ -che tog lu ta r i co  i n d i r e t t a m e n t e  
t r a m i t e  il G, T. P . :  i n f a t t i  da l l 'oss idaz ione  del l '~-cheto-  
g t u t a r a t o  si f o r m a  succini l-CoA [reazione b)] e l 'energia  
del  l egame t ioes te reo  di q u e s t o  pu6  essere t r a s fe r i t a  in 
quel lo  an id r id ieo  del  G. T. P. [reazione a) decor ren te  da  
d e s t r a  a sinistra~. 

I1 f a t t o  ehe l ' a r s en i a to  b locchi  l ' az ione  a t t i va t r i c e  del- 
l ' = - c h e t o g l u t a r a t o  2 pu6  accordars i  con t u t t e  due le ipotesi  
su r i fer i te :  i n f a t t i  in p resenza  di a r sen ia to  il succinil-CoA 
che d e r i v a  da l l ' oss idaz ione  de l l ' c t -che toglu ta ra to  subisce 
u n  processo di scissione a rsenol i t i ca  e qu ind i  non  pu6 
essere ut i l i zza to  n~ pe r  it t r a s f e r i m e n t o  d i r e t t o  det CoA 
a t l ' ac ido  grasso  Eipotesi 1)] ne  pe r  ta s in tes i  del G. T. P. 
~ipotesi 2)~. Ora,  con te r i cherche  qu i  r i fer i te  l 'az ione det- 
l ' a r s en i a to  & s t a t a  d e t e r m i n a t a  impiegando ,  qua le  a t t i va -  
to re  del s i s t ema  enz imat ieo ,  non  pifl e -chetoglu tar ico ,  
come si e ra  f a t t o  nelle r icerche precedent i ,  m a  G. T. P. : 

e v i d e n t e  che  in ques to  caso l ' a r sen ia to ,  p r o v o c a n d o  la 
scissione a rsenol i t i ca  del  succini l-CoA e v e n t u a l m e n t e  for- 
m a t o s i  seeondo la reaz ione  a), a v r e b b e  in ib i to  il potere  
a t t i v a t o r e  del G. T. P. s o l t a n t o  se ques to  si fosse sw~lto 
t r a m i t e  il suceini l-CoA. 

Metodi .  L ' i n t e n s i t ~  di az ione  del  s i s t ema  enz imat ico  
oss idasico degl i  aeidi  grassi  ~ s t a t o  d e t e r m i n a t o  med ian t e  
il m e t o d o  p r e e e d e n t e m e n t e  desc r i t t o  l-a, con il quale  si 
m i s u r a  six la quantitS~ di O2 c o n s u m a t a  g loba tmen te  dal  
s i s t ema  pe r  oss idare  l ' ac ido  capr i l ico  (Tabella,  co lonna  A) 
sia la quantitS~ di O= i m p i e g a t a  pe r  la fo rmazione  deU'acido 
ace tace t i co  (Tabel la ,  co l onna  B). L ' a r s e n i a t o  ~ s t a to  ag- 
g iun to  in quant i tS,  di 40 >M,  concen t r az ione  che nelle pre- 
ceden t i  r icerche  ~ r i s u l t a t a  suff ic iente  a bloccare eomple-  
t a m e n t e  l ' a z ione  a t t i v a t r i c e  de l l ' e - che tog tu ta ra to .  

Risu l ta t i  e discussione. I r i su l t a t i  o t t e n u t i  d i m o s t r a n o  
ehe t ' a r s en i a to  nel  m e n t r e  inibisce e o r n p i e t a m e n t e  l 'azione 
a t t i v a t r i c e  e sp l i ca t a  da l t ' c¢-chetoglu tara to  sut  s i s tema en- 
z imat ico  ossidasico dei grassi,  invece  non  modif ica  in ma-  
niera  s t a t i s t i c a m e n t e  s ign i f i ca t iva  l ' az ione  a t t i va t r i ce  del 
G. T. P. Ora,  poich~ in p r e senza  di a r sen ia to  avv iene  la 
scissione a r seno l i t i ca  del suecini l -CoA e v e n t u a l m e n t e  for- 
ma tos i  u t i l i zzando  l ' ene rg ia  del legame anidr id ico  del 
G. T. P.,  si deve  conc ludere  che il po te re  a t t i v a t o r e  di 
ques to  non  si espl ica t r a m i t e  it succinil-CoA, m a  p iu t to s to  
che il G. T. P. a t t i v a  i s i s temi  enz ima t i c i  fo rnendo  d i re t t a -  
m e n t e  energ ia  pe r  la s in tes i  degli acil-CoA. 

C. t?,. Ross I  e M. SACCHETTO 

Is t i tuto di Chimica Biologica, Universit~ di Padova 
( I ta l ia ) ,  20 ottobre 1958. 

l?L~umd 

l ) ans  le foie de cobaye  l ' a r sen ia te  ne modifie  pas  l ' ac t i -  
va t ion  p rowNu6e  pa r  le G. T. I'. sur  le sys t6me enzy-  
ma t ique  des acides gras, l)e ees r6su l ta t s  on pout  con- 
clure que le G. T. P. donne  d i r e c t e m e n t  l '6nergie pou r  la 
syn th6se  des acyl-CoA, 

II s u c c i n a t o  ed  i l  f u m a r a t o  q u a l i  r e g o l a t o r i  d e i  

s i s t e m i  e n z i m a t i c i  o s s i d a s i c i  d e i  g r a s s i .  N o t a  V 

EMMF.LOT e ]:~os I r iferiscono numeros i  da t i  s p e r i m e n t a l i  
in appoggio al l ' ipotesi  che nei t essu t i  an imal i  l ' i n t ens i t~  
di ossidazione degli acidi grassi  sia rego la ta  da  un  l a to  
dal ta  concent raz ione  det l 'A.T.P. ,  utilizza~to per  la s in tes i  
degti acil-CoA, d ' a l t r o  la to  da l la  concen t r az ione  del- 
I'A. I). P., ut i l izzato per  i processi di fosfori lazione legat i  
a t l 'ossidazione del l 'acido grasso s t e s ~ .  Ora  nei s i s temi  
enz imat ic i  ossidasici dei grassi  le concen t r az ion i  del- 
I'A. T. P. e dell 'A. D. P. possono essere regola te  d a  al- 
cune reazioni concomi t an t i  allo svolgersi  del processo ossi- 
datiw~ a carico del l 'acido grasso:  d iminuz ione  di A. I). P. 
e cor r i spe t t iva  sintesi di A. T. I'. t r a m i t e  la fosfori lazione 
oss ida t iva  di un  acido del ciclo di Krebs  o per  az ione del 
s i s tema Iosfocreatina-transfl~sfori lasi ,  d im inuz ione  di 
A . T . P .  e cor r i spe t t iwt  fo rmazione  di A. 1). P. pe r  
azione dell 'esocinasi ,  de l l ' a t ip ias i  o di a l t re  fosfatas i  
aspecifiche. Secondo EMMICLOT e Hos tati  s i s temi  eserci-  
t ano  la mas s ima  a t t i v i t h  sul l 'oss idazione del l ' ac ido  grasso 
quando  le reazioni Stl descr i t te  si sw~lgono con intensit~t 
tale da  m a n t e n e r e  c o n t i n u a m e n t e  nel s i s t ema  enz ima t i eo  
una  o p p o r t u n a  concen t r az ione  di A. T. P. e di A. 1). P. 
Con le r icerche qui  r iferi te  si 6 t e n t a t o  di c o n w d i d a r e  o 
meno tale ipotesi  d e t e r m i n a n d o  il c o m p o r t a m e n t o  del- 
l ' in tens i t~  di azione dei s is temi  enz imat ic i  ossklasici  dei 
grassi in r a p p o r t o  al va r i a re  del la  concen t r az ione  det-  
t 'A, T. I ' .  e dell 'A. 1). P. Ques to  6 s t a t o  o t t e n u t o  v a r i a n d o  
nel s i s tema la concen t r az ionede l  succ ina to  o del f u m a r a t o  : 
tali  me tabo l i t i  vengono  oss ida t i  c o n t e m p o r a n e a m e n t e  al-  
t 'acido grasso e con in tens i tg  wtr iabi le  in r a p p o r t o  a l ia  
loro concent raz ione ,  qu ind i  va r i a  in m a n i e r a  cor r i spon-  
den te  anehe  la q u a n t i t g  di A. T. P. s i n t e t i z za t a  e que l la  
di A. 1). P. to l t a  al s i s t ema enzimat ico .  

Metodi.  I1 s i s t ema  enz ima t i co  ossidasico dei grassi  6 
s t a to  p r e p a r a t o  dal  lega to  di eav ia  con il m e t o d o  di 
LEHNINGER 2. Come attivatore si 6 imp iega to  A. T. P. 
(I0 ptM). Si sono agg iun te  ino t t re  quant i tS,  wtr iabi l i  (da  
1 a 100 I~M) di succ ina to  o fumara to .  Median te  la t ecn ica  
m a n o m e t r i c a  di Warbu rg ,  e seguendo le moda l i t~  prece-  

1 p. ]'~MMI'.'I.OT e C. J. ]'los, F.nzynmh}gia 17, I:1 (1~a54); l~,iochim. 
biophys. Aeta la, ~;'2~ (l'J.q,q); Is, 21~1 (19.~,); lf~, .~6.5 (PX,6). 

~1 A. 1.. |.EIlN1NGI,:I% J, biol. Chl'ln. 161, .t;17 (19 th). 
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