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S T U D I O R U M  P R O G R E S S U S  

A t t i v i t h  e n o l a s i c a  d e l  p l a s m a  e d e l  l e g a t o  n e l -  

l ' e p a t i t e  s p e r i m e n t a l e  d a  v i r u s  M H V - 3  C r a i g  

Di F. DE RITIS, M. COLTORTI e G. GIUSTI* 

Nos t re  p receden t i  r icerche h a n n o  d imos t r a to  che neli 'e- 
pa t i t e  spe r imenta le  da  v i rus  MHV-3  Craig si verifica il 
passaggio  in circolo dai  focolai di necrosi  epat ica,  di nume-  
rosi  enzimi,  n o r m a I m e n t e  p resen t i  in scarsa  misura  od 
assent i  nel  p l a sma :  t r ansaminas i  aspar t ico-che toglu ta r ico  
ed a lan ina-che toglu tar ico ,  Iosfogl icomutasi ,  fumarasi ,  
a lcooi-deidrogenasi ,  g lu tammico-de idrogenas i ,  fosfori- 
lasi ~-~ 

L 'es tens ione  delle r icerche sulla , s i n d r o m e  enz imo-  
p lasmat ica~ del l ' infezione sper imenta le  da  v i rus  MHV-3 
era g ius t i f ica ta  da l l ' in teresse  di s tabi l i re  una  compara -  
zione con le var iazioni  enz imat iche  p l a sma t i che  osservate  
ne l l ' epa t i t e  virale um ana ,  alia cui conoscenza sono s ta t i  
appo r t a t i  mol tepl ic i  con t r ibu t i  da  noi e da altr i  r icerca-  
tor i  s-xT, in cons ideraz ione  delle notevol i  analogie pa to -  
gene t iche  ed ana tomo-pa to log iche  fra ques te  due mala t t i e  
epa tonecro t iche .  

Le p receden t i  osservazioni  d e l l ' a u m e n t o  nel p la sma  di 
diverse a t t iv i t~  della glicolisi in condizioni  di necrosi  
epa t ica  virale o toss ica  (aldolasi, fosfoesosoisomerasi ,  
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fosfoglicomutasi*,~,l~-ts,  ls-~°), ci ha  f a t t o  r i tenere  oppor-  
t uno  p rendere  in considerazione il c o m p o r t a m e n t o  de l l ' a t -  
t iv i t~  enolasica.  

Alcuni  dei fa t to r i  capaci  di interferire  nel  d e t e r m i n i s m o  
del passaggio in circolo di enzimi dat la  cellulc lese, con- 
s is tono p re sumib i lmen te  nelle ca ra t te r i s t i che  di  solubilit~t, 
helle d imensioni  molecolari ,  nelta localizzazione nelle var ie  
s t r u t t u r e  cellulari. Gli enzimi  del  ciclo di E m b d e n - M e y e r -  
hoI sono solubili:  essi sono s t a t i  t u t t i  s tudia t i  or iginaria-  
m e n t e  in e s t r a t t i  acquosi  di  tessut i  e sono s ta t i  r i scon t ra t i  
pressoch6 i n t e r a m e n t e  nella frazione solubile dcl c i top lasma  
( S c n s n m E R  ~). 

L 'enolas i ,  com'b  noto,  ca ta l izza  Ia reazione che conduce  
alia convers ione  reversibi te  del t 'acido 2-fosfoglicerico in 
acido fosfoenolpiruvico:  D-2 -PGA -. • P E P  + H~O. 

C o n t e m p o r a n e a m e n t e  allo s tudio  de l l ' a t t iv i t~  enolasica 
nel  p lasma,  ab b i amo  r i t enu to  o p p o r t u n o  indagare  circa il 
c o m p o r t a m e n t o  della s tessa at t ivi tA enz imat ica  a livello 
del t e s su to  epat ico,  dal  quale  era  logico a m m e t t e r e  t h e  
der ivasse  la quo ta  di enz ima  responsabi le  de l l ' aumen to  
del l ' a t t iv i tA enz imat ica  p lasmat ica .  

Inol t re ,  allo scopo di accer tarc i  s~ le var iazioni  di tale 
at t ivi t 'h  a livello del p la sma  nel corso della infezione dipen-  
dessero e f f e t t i v amen t e  dalla cessione e dal  passaggio in 
circolo di molecole enzimat iche ,  e non di e f fe t tor i  o fa t tor i  
coenzimat ic i  capaci  di a t t iva re  una  even tua le  quo ta  di 
enz ima  presen te  nel  p l a s m a  in fo rma  ina t t iva ,  abb iamo  
co n d o t t o  esperienze in cui l ' a t t iv i t£  enolasic~ del p la sma  
di animal i  normal i  ven iva  saggia ta  anche  in presenza  di 
e s t r a t t o  boll i to di legato,  di per  s~ e n z i m a t i c a m e n t e  in- 
a t t ivo.  

Materiali  e metodi. Topi b ianchi  del peso medio  di 20 g, 
t enu t i  a die ta  di VOGT e MSLLER a d e g u a t a m e n t e  supple-  
men t a t a ,  sono s ta t i  i n fe t t a t i  per  via in t raper i tonea le  con 
100 LDs0 di virus MHV-3 Craig~L 

Con tale modal i t~  si d e t e r m i n a  una  infezione sicura-  
m e n t e  letale a rap ida  evoluzione,  con m o r t e  dcgli animal i  
t r a  la 72 ° e la 120 ° h. Gruppi  di 3-4 an imal i  sono s ta t i  
sacr lf icat i  dopo 24, 48, 72, 96 h dal l ' infezione.  Sui cam-  
pioni  di  p l a sma  o t t e n u t i  da i  r i spe t t iv i  pools di sangue  
raccolt i  in p ro v e t t e  epar in izza te  e sul  s o p r a n a t a n t e  di  omo-  
genat i  di  t essu to  epa t ico  al 2% in HzO, eseguit i  in appa -  
recchi  di P o t t e r - E l v e h j e m  di ve t ro  a t e m p e r a t u r a  di 
ghiaccio fonden te  e qu ind i  een t r i fuga t i  pe r  5 rain a 2000 
r . p . m . ,  l ' a t t iv i t~  enolasica d s t a t a  saggia ta  secondo la 
seguen te  metodica .  

Puf fe r  di g l icocol la-NaOH 0,1 mol  a p H  7 , 4 . . .  ml 1,00 
Acido D-2-fosfoglicerico 0,01 mot  ~3 . . . . . .  ml 1,00 
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za Acido d (+)-2-fosfoglicerico, sale di bario (Boehringer), trasfor- 
mato in sale di sodio, neutralizzato e conservato a --15 ° fino al m0- 
mento dell'uso, 
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MgSO 4 0,016 tool . . . . . . . . . . . . . . .  ml  0,50 
P l a s m a  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ml  0,20 
o p p u r e  o m o g e n a t o  di l ega to  . . . . . . . . .  ml  0,10 
HzO a vo lume  f inale di . . . . . . . . . . . .  ml  3,00 

I n  a lcuni  saggi del l ' a t t iv i t~ ,  enolas ica  p l a sma t i ca ,  al la  
miscela  di i ncubaz ione  v e n i v a  a g g i u n t o  0,1 ml  del  sopra-  
n a t a n t e  di u n  o m o g e n a t o  di l ega to  di t opo  al  1 5 ~ ,  bo l l i to  
pe r  45 sec e c e n t r i f u g a t o  pe r  10 m i n  a 2000 r . p . m .  

Tabella 1 

Attivit~ enolasiea nel plasma: [xmoli di acido 2-fosfoglieerieo conver- 
tito in acido fosfoenolpiruvico da 1 ml di plasma in 15 min a 20 ° C. 

Ore datla N ° di deter- Attivit~ enzi- 
inoculazione minazioni matiea (media P 

del virus eseguite dei valori) 

0 
24 
48 
72 
96 

2,83 
2,66 
4,99 

11,39 
11,59 

i 

> 0,05 
<20,05 
<~ 0,001 
<20,001 

I n e u b a z i o n e  a 20°C, 15 ra in  pe r  l ' a t t i v i t ~  p l a sma t i ca ,  
20 rain  pe r  que l la  epa t ica .  Pe r  le p rove  esegui te  sul p l a s m a  
si ~ p rocedu to  a l ia  depro te in izzaz ione  con 2,00 ml  di  ac ido  
metafosfor ico  al  15°,/o e, dopo  10 m i n  di a t t e s a  a t e m p e r a -  
t u r a  a m b i e n t e ,  a l la  f i t t raz ione  a t t r a v e r s o  f i l t r i  SCHLEICHER- 
SCHfS'LL n. 602. Qu ind i  a 2,00 m l  del  f i l t r a to  l impido  si 
agg iungevano  1,00 ml  di N a O H  a p p r o s s i m a t i v a m e n t e  
1,1 N, il cui t i to lo  era  agg ius t a to  in  modo  d a  po r t a r e  il p H  
finale a 7,4. Si e segu ivano  q u i n d i  le l e t t u r e  allo spe t t ro -  
fo tomet ro  B e c k m a n  rood. DU,  ~. 240 mtz, con  v a s c h e t t e  di 
qua rzo  dello spessore di 1 cm. Ai va lor i  di  es t inz ione  delle 
p rove  enz ima t i che  e r a n o  s o t t r a t t i  i va lo r i  di  p r o v e  iden-  
t iche  depro te in izza te  at  t e m p o  0. I n  so s t anza  s '6  a d o t t a t o  
il t e s t  o t t ico  di  ~'ARBURG e CHRISTIAN seguendo  compless i -  
v a m e n t e  la descr iz ione di BUCHER 24, cui ~ s t a t o  necessar io  
aggiungere  la depro te in izzaz ione  a causa  de l l ' e l eva to  as- 
so rb imen to  d i l u c e  d a  p a r t e  del p l a sma ,  P e r  i saggi di 
a t t i v i t h  enolas ica  epat ica ,  si & invece  p r o c e d u t o  a l la  l e t t u r a  
spe t t r o fo tome t r i c a  senza  depro te in izzaz ione  n~ u l te r io re  
diluizione del la  miscela  di reazione.  

Tabella I I  

Attivith enolasica del tessuto epatico: ~moli di acido 2-fosfoglieerieo 
trasformato in acido fosfoenolpiruvieo da 10 mg di tessuto in 20 min 

a 20°C. 

()re dalla N ° di deter- Attivith enzi- 
inoeulazione minazioni matica (media I P 

deI virus eseguite dei valori} 

0 
24 
48 
72 
96 

10 
10 
10 
10 
10 

2,17 
2,03 
2,09 
1,92 
1,22 

> 0,05 
> 0,05 
> 0,05 
< 0,01 

Risu l ta t i .  I r i su l t a t i  delle nos t re  esperienze sono r ipor-  
t a t i  nelle Tabelle.  1~ s t a t a  sagg ia ta  la va l id i t~  s t a t i s t i c a  
delle differenze t r a  le medie  dei  va lor i  degli an ima l i  con-  

14 T. BOCHER in S. P. COLOWICK e N. O. KAPLAN, Methods in 
Enzymology, vol. 1 (Aead. Press Inc., New York 1955), p. 427. 

t ro l lo  e di quel l i  nel le  va r i e  fasi  deI l ' infezione,  m e d i a n t e  
l ' ind iee  P di FISHER ~5. 

A g g i u n g i a m o  ino l t re  ehe  l ' e s t r a t t o  di  fegato  bol l i to  n o n  
h a  p r o v o c a t o  i n c r e m e n t o  d e l l ' a t t i v i t ~  enolas ica  p l a s m a t i c a  
dei top i  n o rma l i  e di  quel l i  i n f e t t a t i .  

C o m m e n t o  e conc lus ion i .  L ' a t t i v i t ~  enolas ica  nel  l ega to  
n o n  subisce  va r iaz ion i  s igni f ica t ive  f ino a l ia  72 ° o r a  de l l ' in -  
fezione e solo neUa fase p ih  t a r d i v a  (96 ° h) p r e s e n t a  u n a  
d i mi n u z i o n e  no tevo le  e s t a t i s t i c a m e n t e  s ign i f ica t iva .  
L ' a t t i v i t g  enolas ica  del p l a s m a  cominc i a  invece  ad  
a u m e n t a r e  in fasi del la  m a l a t t i a  n e t t a m e n t e  p receden t i  
que l la  in cui si ver i f ica  la sua  c a d u t a  nel  p a r e n c h i m a  epa-  
tico. Q u e s t ' u l t i m a ,  in effett i ,  c o m p a r e  solo in co inc idenza  
del per iodo  t e r m i n a l e  del la  m a t a t t i a ,  c a r a t t e r i z z a t o  da  
lesioni  nec ro t i co -degene ra t i ve  p r a t i c a m e n t e  es tese  a t u t t o  
il p a r e n c h i m a ,  ed  6 q u i n d i  d a  co n s i d e r a t e  un ' e sp re s s ione  
aspecif ica  del  d a n n o  epa toce l lu la re  g rave  e diffuso. 

Pe r  l ' i n t e r p r e t a z i o n e  del c o m p o r t a m e n t o  d e l l ' a t t i v i t h  
enolas ica  epa t i ca  nel  corso d e l l ' ep a t i t e  d a  v i ru s  MHV-3 ,  
r i t e n i a m o  o p p o r t u n o  t e n e r  p re sen te  q u a n t o  6 s t a t o  da  noi  
osse rva to  e discusso a p ropos i to  del l ' a t t iv i t~ ,  fosfogl icomu- 
tasica2,  4, la  qua le  subisce  nel  fegato  u n  i n c r e m e n t o  con-  
t e m p o r a n e o  a l I ' a u m e n t o  dei l ivelti  p lasmat ic i ,  d a  noi  in te r -  
p r e t a t o  come  p robab i l e  espress ione  di  res in tes i  de l t ' enz ima ,  
t a n t o  i n t e n s a  d a  supera re  la p e r d i t a  d e r i v a n t e  d a  pas-  
saggio di u n a  no tevo le  quan t i tA  di esso in circolo, L a  
m a n e a t a  d iminuz ione  de l l ' a t t iv i t& enolas ica  epa t i ca  nelle 
fasi  in  cui q u e s t a  + gih n e t t a m e n t e  a u m e n t a t a  nel  p l a s m a  
pe r  cessione d e l l ' e n z i m a  dagl i  e p a t o c i t i  lesl da l  processo  
mol t ip l i ca t ivo  virale ,  si p u b  p r e s u m e r e  d i p e n d a  d a  u n a  
s intes i  ex  novo di molecole  en z i ma t i eh e ,  di entit/~ ta le  d a  
imped i r e  la deflessione d e l l ' a t t i v i t £  e n z i m a t i c a  epa t ica ,  
m a  n o n  ta le  da  condur re ,  come  nel  caso del la  fosfogl icomu- 
tasi ,  ad  u n  a u m e n t o  del suo c o n t e n u t o .  Se q u e s t a  ipotes i  
co r r i sponde  ad  u n a  g ius ta  i n t e r p r e t a z i o n e  dei fa t t i  osser- 
va t i ,  n o n  vi  s a r ebbe ro  differenze,  sul p i ano  conce t tua le ,  
nel  c o m p o r t a m e n t o  a l ivello del Iega to  del le  due  a t t i v i t ~  
enz imat i che ,  poich6, a p a r t e  le d i f ferenze  d ' o r d i n e  q u a n t i -  
t a t i vo ,  esso in e n t r a m b i  i casi  s a r e b b e  la  conseguenza  di 
ana logh i  processi  di  neos in tes i  enz ima t i ca ,  co r r e l a t a  ai  
f enomen i  di precoce  r igeneraz ione  epa t ica ,  qua l '6  n o t a  
a v v e n i r e  nel  corso de l l ' epa t i t e  v i ra le  e delle e p a t o p a t i e  
nec ro t i che  in genere.  

L a  m a n c a t a  a t t i v a z i o n e  del l ' enolas i  gi~ p r e sen t e  n o rma l -  
m e n t e  neI p l a s m a  di topo,  d a  p a r t e  di e s t r a t t o  di l ega to  
reso e n z i m a t i c a m e n t e  i n a t t i v o ,  d i m o s t r a  t h e  gli a u m e n t i  
o s se rva t i  nel  corso del la  necrosi  n o n  sono d o v u t i  ad  a t t i -  
vaz ione  di moleeole  di e n z i m a  gi~ p r e sen t i  nel  p l a s m a  in 
fo rma  i n a t t i v a ,  bens i  a passaggio  in circolo di u n a  q u o t a  
no tevo le  di e n z i m a  comple to .  

S u m m a r y  

I n  e x p e r i m e n t a l  h e p a t i t i s  f rom M H V - 3  Craig  s t ra in ,  t h e  
enolase  a c t i v i t y  of p l a s m a  increases  s ign i f i ca t ive ly  f rom 
48 th h of t h e  infect ion,  r each ing  the  h i g h e s t  va lues  a t  
72-96 th h. 

T h e  same  a c t i v i t y  in  t h e  l iver  decreases  on ly  a f t e r  72th h, 
while  in t h e  precocious  s tages  of t h e  in fec t ion  i t  is un-  
modif ied.  

T h e  p h y s i o p a t h o l o g i ca l  s igni f icance  of t h e  e n z y m a t i c  
mod i f i ca t ion  in the  p l a s m a  is r e l a t ed  to t h e  l iver  necrosis  
( enzymo-p l a sma t i c  s y n d r o m e  of v i rus  hepa t i t i s ) .  

35 R. A. FIstIEg, Statistische Methoden ]iir die WissenschaJt, 
1°~. Aufl. (0liver Boyd, Edinburgh-London 1956). 


