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DISPOSITIVO PER LO STUDIO DINAMICO
& CINETICO DEL METABOLISMO CELLULARE
(BL 98)

(Con nove figure e sei grajici)

GIOCONDO PROTTI

SyMMARIVM, — Nova ratio technica proponitur ac describitur, qua biologicae
actiones, per radicactivos indicatores, sine ulla intermissione investigari possunt,

Radioactivitatis indicationes graphice imprimuntur in circulatorio systemate
constantem habenti fluxum; in quedam eius systematis puncto diaphragmata
biologica interpsni possunt, quae uniformi ratione a substratis «notatis», quae
radioactivum habent isotopurn, traicinntur,

Lo studio delle attivitd biologiche & ostacolato, come & noto, dalla
necessitd di interrompere il fenomeno biologico per poterlo osservare
in tempi successivi.

Determinate condizioni relative, per esempio, all’intervento di un
enzima, di un attivatore, di un inibitore enzimatico, o relativo a rea-
zioni intermedie, non possono essere precisate nei valori istantanei,
perché si & costretti a frammentare la osservazione, la quale, percid,
in definitiva, & statica e discontinua, per quanto ridotto possa essere
il tempo intercorrente tra misura e misura.

Ho ereduto che sarebbe stato possibile far avanzare il problema
dello studio istantanec e continuato del metabolismo cellulare, realiz-
zando un sistema circolatorio, termoregolato, sterile, a flusso costante,
in un punto del quale fosse interposto un filtro, sostenente uno strato

(*) Nota presentata dall’ Accademico Pontificio 8. I, Pietro Rondoni nella
riunione del 22 novembre 1951,

19 Acte, vol. X1V,
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di materiale biologico, attraversando il quale, sostanze nutritizie, circo-
lanti in soluzione, potessero venire in profondo, intimo contatto con
gli elementi cellulari in studio.

Il lato tecnico del problema circolatorio & stato risolto mediante
1a utilizzazione di una pompa ad ingranaggi, del tipo in uso per la
filatura della viscosa. Queste particolari pompe spingono la cellulosa
in soluzione attraverso una filiera, dalla quale esce il filo perfettamente
uniforme,

Lo schema della pompa ad ingranaggi & visibile nelle figg. 1, 2, 8.

Nel dispositivo da noi realizzato, il liguido si muove in circuito
chiuso, sterile in ogni sua parte (fig. 4).

La espressione sperimentale pili semplice ¢ dimostrativa del di-
gpositivo in parola & costituite da un foglio di comune carta da filtro
che avvolge una candela, la quale ha un lume interno, che comunica
all’esterno, attraverso una serie di fori allineati sulla sua superficie
(fig. B, 6). '

La candela, cosi prepavata, viene infilata in un cilindro metallico
(che viene chiuso crmeticamente) il quale comunica con la pompa e col
resto del circuito (fig. 7).

Se, per esempio, introduciamo nel circole una sospensione acquosa
di lievito e avviamo il motore che aziona la pompa, si verifica la pro-
gressiva deposizione delle cellule dol lievito attorno alla carta del filtro,
mentre 'acqua di supporto va gradualmente chiarificandosi.

Bi forma cosi, sul filtro a candela, un diaframma biologico (fig. 8).

Se a questo punto sostitniamo l'acqua con una soluzione gluco-
sata o interponiamo nel cirenito un polarimetro (*) e un raccoglitore
di CO,, sl osserva che il lievito & attivo, in quanto prontamente di-
minuisce il glucosio o si sviluppa CO,.

Esperienze parallele, condotte per confrontare la diminuzione di
glucosio nel suddetto sistoma a diaframma, con la diminuzione di glu-
‘eosio in matbracei, con valvole di H,80,, tenuti in termostato, dimo-
strano che la diminuzione del glucosio & uguale nelle due prove, ese-
‘guite con la stessa quantith di materiale, alla stessa temperatura, negh

{*) 11 polarimetro risponde regelarmente anche e il liguido & in movimento,
purché siano eliminate le bolle gassose.
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stessi momonti, T medesimi risultati si hanno nei due sistemi anche
relativamente allo eviluppo di CO,.

(id mi permise di concludere che la fermentazione alcoolica &
possibile e regolare anche immobilizzando il Hevito sopra ad un filiro,
attraverso il quale sia fatbo circolare un substrato zuccherino.

Avuta cosi la prova che il diaframma biologico & perfettamente o
uniformemente attivo, mi sono convinto d’aver risolto, in linea di mas-
gima, la difficoltd maggiore, vale a dire quella inerente alla possibilita di
avore a disposizione un sistema circolatorio chiuso, a flusso rigorosa-
mente costante, anche nel caso che tale flusso attraversasse un filtro.

La utilizzazione degli isotopi radiocattivi nello studio delle abti-
vitd cellulari (1), mi fece inoltre considerare che, come avevo potuto
seguire, istante per istante, al polarimetro, il consumo del glucosio,
cosi, verosilmente e, anzi, a pili forte ragione, avrei potuto seguire, col
contatore di Guicer-MULLER, istante per istante, il consumo di sostanze
marcate con isotopo radiatbivo. ‘

Ripetei percid l'esperienza con lievito, usando una soluzione glu-
cosata, addizionata [di fosfato ammonico, marcato con P e scelsi il
fosforo, per queste prime prove, sia per la sua praticitdh di impiego,
sia. perché il metabolismo fosforico & tra i pili comosciuti, ¢id che,
a priori, mi avrebbe consentito di escludere, o quanto mai di ridurre,
dubbi o incertezze sulla interpretazione dei risultati.

Mossa in moto la pompa, facendo ciod ecircolare il liguido nutri-
tizio, marcato con P?*, attraverso il diaframma di lievito, si rilevd tosto
che la scala elottronica, collegata al tubo di Gmiarr-MULLER, indicava
che la radioattivitd, presente nella soluzione, diminuiva fino a raggiun-
gere valorl costanti.

Tale comportamento non poteva essere dovuto, salvo interpretarlo,
ohe ad un assorbimento del fosforo a livello del diaframma del lievito,
in piena concordanza con quanto & noto circa 11 bisogno di fosforo
da parte delle cellule atiive.

Por eliminare il dubbio che il fosforo fosse stato trattenuto dal
diaframma, per semplice adsorbimento, proval sia con la sola carta da
filtro, sia con il lievito inattivo, reso tale mediante prolungata ebolli-

(1) Guorer Hevesy, Radioactive Indicators; WILLIAM B, 8iri, Isolopic Tracers
and Nuclear Radialions.




"O21I0FS0F CWST[oqeew |8 ojroddei ur ‘o1500MIB (9P SUOIZNTITIID
eprder nid B[ HOU 1Y “0I0JSOF 1D OWSI[OQBYSUI I BIZIWL & odop :omseufewr 1p 03BI[OS [Op oBunISSE IS osnuIW .op ¥ OPUSMUIUWIP 2pya
Ops00T I 070 [YOIPTI CI39wrreod 11 9UD P3URIEOTON 0J¥rZI[0qEIIW ¢ uou ‘vzuerradse,[19p OIZIULI[ED UF ejussexd ‘oormourdra 03BFSOY 1T

ot 0 1LONIW

"O1SPUSEW 1P BZALIED UL 0JIASF] — g 0JI4VED
0s 0% ge - Oc

NSRRI NN RN NSNS NN TN TN RN |

08 08 0L 09

_______m__—q-__hhhwhm\__._‘__._______

| | $

t o 708 By
S'E 1°d L'y ied G ‘ied | £G ‘led



216 ' PONTIFICIA ACADEMIA SCIENTIARVM

zione. Cosi operando, non si riscontrd diminuzione della radioattivita;
1o diminuzioni di radioattivitd, che si verificano col lievito vivo, sono
quindi da considerarsi come dovute a fenomeni metabolici veri e propri.
La scala elottronica, in questo genere di ricerche, di risultati nolto
‘evidenti, se & collegata ad un registratore serivente, sia eletironico, sia
olettromeceanico.
MorEL aveva gia stabilito, usando un registratore da Ini ideato,
realizzato con la collaborazione tecnica di SsrrEL, che lo scambio tra

il i
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: Grarico ¢, — Lievito inattivato con la ebollizione.

11 fosfore won b mebnbolizsato, Nossuna formentusione, Tempo dellesporiensa G0

atomi di sodio e atomi di sodio radioattivo (il sodio & un elemento
extracellulare) si attua, nel circolo sanguigno dell’animale, seguendo
determinato modalita e controlld che questa indagine, eseguita me-
diante il suo apparecchio (detto Integratore meccanico) era del tutto
“sovrapponibile alla indagine cseguita, per pesata, ricorrendo a cam-
pioni di sangue, saltuariamente prelevati dallanimale, & notevolmente

pint rapida o precisa.

L’ Tntegratore meccanico di Monen totalizza anfomaticamente gli
impulsi su curve grafiche tracciate su carta affumicata, sul principio
che lontanamente ricorda quello su quale & basato il « Pulzseitschrei-
ber » di Frerson: esso consiste nel ricondurre a zero la penna scri-
_ir_ente verticalmente, a velocitd costante, in funzione del tempo, ogni
gualvolta essa abbia ricevuto esatlamente 1000 impulsi dal contatove
di Guenr-Muvoer, Ne consegue che quanto & maggiore la radioatti-
vita, tento pit rapida & la totalizzazione dei 1000 colpt, tanto pilt
brove & la corsa verticale dela penna, ciod del tracciato; reciproca-
mente: quanto minore & la radioattivita, pitt tardo sard il raggiungi-
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mento del totale di 1000 colpi, pik lenta la salita della penna, pit lungo
il tracciato verticale.

Noi nostri Laboratori possiamo registrare graficamente la radio-
attivita sia con PIntegratore meccanico del Moner, sia con potenzio-
metro oleftronico Speedomax, Leeds and Northrup.

Per il momento sbbiamo dato la preforenza all'Tntegratore mec-
canico di Morer, che ha risposto ammirevolmente allo scopo (fig. 9).

Lo gechema o il funzionamento dell’Integratore meccanico di Morer
& il seguente (vedi fig. 9 bis):

L’agsse del cilindro registratore {1) in moto, aziona la puleggia mo-
trice {2). Le ecspansioni olettromagnetiche (3) della frizione girano
cosl ininterrottarnente a velocitd costante. La {rizione elettromagne-
tica trascina a sua volta la rotella avente debole inerzia (4). il notto-
Jlino reggispinta della quale aziona la grande ruotella scanalate (5);
questa, infine, fa salire & velocith costante la penna scrivente (6).

Il numerntore elettromagnetico fa compiere alla camma {7} un
decimo di giro tutte le volte che il contatore di Grrenr-MULuer la
registrato 100 impulsi, ossia un giro completo con 1000 impulsi; ad
ogni giro della camma (7) &1 chiude il contatto {8) in modo che dalla
rete attraverso ad una resistenza termica (9), venga inviato nella elet-
trocalamita {i6) un breve impulso di corrente, giusto sufficente a farla
funzionare. La molla (11} libera il gancio {12) e interrompe la cor-
rente nel cireunito della frizione elettromagnetica (3) per mesmzo del
contatto (13). Il contrappeso (14) riconduce quast istantancamente
(*/30 di secondo circa) la rotella avente debole inerzia (4} al punto
di partenza; il nottolino carica la molla (11); cid chiude il cireuito
“della frizione clettromagnetica e la rotella riparte subito.

La grande rotella {5), avente incrzia non trascurabile, trascinata
dal peso della penna {6) raggiunge con lieve ritardo la rotella mo-
trice (4) e si fa frascinare da questa. Questo sistema di doppio dé
brayage riduce al massimo 1'inerzia doll’apparecchio ed evita ogni
perdita del conteggio durante la rimessa o zero.

Inoltre, 1l contatto di sicurezze (15), posto in serie al circuito
della frizione olettromagnetica, impedisce le escursioni eccessive della
penna serivente; quando la ruots motrice (4) ha descritto quasi un
‘giro completo, i} nottolino agisce sulla leva a molla {15} e apre il
circuito; appena la puleggia motrice (4) viene liberata dalla frizione
lascia tornare la leva (15) in posizione di riposo, il circuito si rin-
chiude o la rotella ricomincia ad essere trascinata dalla frizioue; quosto
sali-scendi determina un tracciato soghiforme sulla carta affumicata.

Un primo sistema di pulogge permette di far variare la velocita
della rotazione dél cilindro registratore e un secondo il rapporto di
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velocits verticale o orizzontale del tracoiato (cfr. ¥. Morer, « Helve-
tica Physiologica» ot Pharmacologica Acta», vol.8, fase. 1, pag.64, 1960).

Per quanto riguarda la precisione (in o) di ciascun punto del
grafico ottenuto con l'Integratore di Morzr, essa corrisponde alla for-
mula di fluttazione radiocattiva

il
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Grarico D. — Timo di vitelio.

T assimilasiono del fosforo avviene a velocibd quasi nuiforme. Temypo dell’esporienzs G0

essendo N sempre uguale a 1000 impulsi. L'exrore probabile & quindi
dell’ordine del == 8 %,.

Tlesperienza del metabolismo fosforico del lievito (come di qual-
siagi altra sostanza suscettibile di essere metabolizzata) ha inizio, ri-
correndo alle apparecchiatura suddeita, con la misura del « movimento

proprio », cui.fa seguito la taratura della radioattivits iniziale delia
coluzione nutritizia ectichettata. Ho trovato conveniente misurare, di
volta in volta, la radioattivitd del liguido marcato, gia ealeolando il
volume della soluzione radioattiva che viene aggiunta alla soluzione
glucosata (in rapporto al periodo dell'isotopo), sia diluendo il ligudo
marcato fino ad ottenere sempre, allinizio dell’esperimento, lo stesso
numero di impulsi; in altre parole: tubhi i liquidi nutritizi da noi usati
vengono inizialmente portati alla stessa radionttivita, a paritd di volume
o di concentrazione. '
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Perfettamente note devono almeno essers:

— la quentits del fosforo totale usato ¢ la sus concentrazione;

— la concentrazione del fosforo radioattivo nells soluzione nu-
tritizia ;

— il volume della soluzione impilegata;

-~ la quantitd in peso del lievito;

— la superficie del filtro; -

— la portate della pompa;

- la sexione del eircuito;

— la pressione del liquido;

— la velocitd della circolaziono;

— la temperatura;

— la durata della esperienza.

Abbiamo finora eseguito esperienze:

con lievito normale di distilleria;

con levito in carenza di magnesio ;

con lievito in carenza di magnesio, successivamente attivato con
MgS0,;

con lLevito bollilo;

con léevito reso tnattivo. durante il corso dell’esperienza, medianie
aggiunta di acido fosforico in eccesso.

I grafici del lievito, automaticamente ottenuti nelle suesposte con -
dizioni, sembrano dare una prima conferma circa la probabilitd di po-
tere attuare uno studio dinamico e cinetico del fenomeno metabolico
cellulare. (81 vedano, al riguardo, 1 grafiei A, B, 0).

Per i germi, di dimensioni inferiori alle cellule del lievito, 1 filtri
sono costituiti da candele di Berkefeld o da altro materiale conve-
niente, sempre collegati alla pompa ad ingranaggi.

Chiudiamo questa breve Nota preliminare, segnalando d’aver com-
piuto un primo gruppe di analoghe prove, sempre col P3*, utilizzando
diaframmi costituiti da materiale proveniente da fegato, da timo, da
ghiandola mammaria normale, da adenocarcinoma mammario spontaneo
del topo.



- 220 © 0 UDONTIFICIA ACADEMIA SCIBNTIARVH

Procurammo che le condizioni sperimentali fossero identiche per
le varie esporienze, soprattutto per quanto riguardava la freschezza e
la integrith dei tessuti, il loro peso, la temperatura, la durata dell’espe-
rimento, la sterilitd del sistema ecircolatorio.

Filtri del tutto particolari, tipo Scmowr, sui quali verra riferito in.-
altra Nota, vennero pure usati per gueste prove.

,]iiallijulj|1|alfi;l]lsqunl._[.;rlnl||i||||||||e|||;ilxlnllnu,

MINUTI O 10 20 30 40 50 60
Grarico B, — Ghiandola mammaria vaccina.

Metabolismo fostorico lonto; e ceilule di quosta ghinndela ragginngonoe rapidamento ln snturazione.
Tempo deil’esporienze 0°

A differenza del procedimento impiegato con il lievito o con i
bacteri, per la preparazione del diaframma biologico, 1 delicatissimi
tessuti di provenicnza animale non sono immessi in sospensione nel
sistoma circolante, per ottenerne l'arresto sopra il supporto inerte, ma
su questo vengono direttamente adaginti sotto forma di sottili sezioni.

Le prove con materiale animale sono state, per ora, eseguite sol-
tanto facendo attraversare i relativi diaframmi biologici da soluzioni
saline fosforate, isotoniche, marcate dal P**.

I grafici che riportiamo mostrano il compmiamento di aleuni ma-
teriali biologiel animali, nei confronti del fosforo marcato.

Risultano immagini che parrebbero potersi considerare tipiche per
ciascun tessuto. (Confrontare i grafiei D, E, ).

In questi grafici, come in quelli ottenuti con il lievito, & chiaro
il momento nel quale inizia e termina il metabolismo del fosforo e,
si direbbe, il rétmo con il quale esso si attua; la progressione di questo
ritmo potrd essare particolarmente valutata. ' '
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Le uostre ricerche sono all’inizio, ma & probabile che questo me-
todo di indagine sia proficuo e possa rispondere alle premesse che lo
hauno fatto concepire: il consumo della sostanza; la esatta quantita
di sostanza consumata; gli istanti precisi in coincidenza dei quali il
consumo della sostanza ha inizio e ha termine, sono ben rilevabili,
con semplicitd ed esattezza, mediante grafici che si svolgono sotto gli
occhi dello esperimentatore.

La apparecchiatura gui proposta consente percid la determina-
zione dells quantith di reazione chimica che ha luogo in un processo
intracellulare, dal principio slla fine, con valutazioni dirette, attimo
per aftimo, dove, con l'impiego di indicatori radioattivi, ghi @rrori non
sono superiori & quelli della fluttuazione di radicattivita (3 °/).

Concludendo: dato e concesso che il metabolismo di sostanze mar-
cate sia eguale al metabolismo di sostanze non marcate, con il pre-
gente osposto si notifica un dispositivo sperimentale, di alta preci-
sione (1}, per lo studio dinamico e cinetico del metabolismo celiulare
e si mostrano alcune curve delineate, in breve spazio di tempo, da
uno stilo serivente, sonza alcuna sosta, sotto Uimpulso di una picco-
lissima quantity di energia nucleare, presente durante lo svolgimento
di un processo chimico celiulare.

I calcoli matematici metteranno in luce, per le diverse funzioni,
i valori delle costanti e delle variabili e le loro eventuali espressioni
integrali.

Tra le ricerche sussidiarie, specie per quanto riguarda la sorte,
nel processo metabolico, delle sostanze in esame marcate, sard dato
particolare rilievo alla cromatografia su carta.

Con il descritbo dispositivo, un modello juteramente elettronico
del quale & in costruzione, opportunatamente adattato, per I'impiego
di microcireuiti, sard anche possibile lo studio del metabolismo di

('} La precisione del metodo & dovuta anche al fatto che i liguidi nubritizi
attraversano uniformemente Iintero spessore del diaframma biologico (anche nel
caso che 0sso sia costitubo da fette velativamente spesse di tessuto) a pressione
predoterminata o costante, ¢ ¢id evita lo stabilirsi a&i differenze funzionali tra
gli strati celiulari superficiali e quelli rivolli verso il Altro di supporo, al quale
aderiscono; di qui la possibilitd di riferire alla unith &i peso il consumo delle
sostanze da parte di wn tessuto,
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culture «in vitro » di tessuti; di materiale acquatico (uova, teleostei,
alghe) eccetera; oltre lo studio degli istanti nei quali intervengono
le azioni degli antibiotici nelle colture batteriche.

It possibile lo sperimentare in aerobiosi e in anaerobiosi.

Il dispositivo «BL98» & stato presentato in versione cinmematografica in-
glese il 18 Iugiio 1961, ad Qxford, in oeccasione dolle «Isotope Technigues Con-
ference », orgenizzata dali’Atomic Energy Research Establishment di Harwell,
¢, in versions cinematoprafica tedesca, il 2 ottobre 1951, alla Technische Hochschule
di Monaco di Baviera, in occasione del 75° anniversario giubilare della Wissen-
schaftlische Station fur Brauerei,
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G Proweer, Dispositivo per lo studio dinamico e cinetico, ece.
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G Prowry, Dispositivo per lo studio dinamico e cinetico, ecc. Tavora I
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Fra. 4.



G Prowry, Dispositive per lo studio déinamico e cinetico, ecc. Tavora IV,

Fig. b,



G, Provrr, Dispositivo per lo studio dinamico e cinetico, ecc. Tavora V.




G. Provrr, Dispesitivo per lo studio dinamico e cinetico, ecc. Tavona VL.

Fre, 1.



G Prorer, Dispositivo per lo studio dinamico e cinetico, ecc, Tavora VII.

Fia, 8.



(. Prorn, Dispositive per lo studio dinamico e cinetico, ecc. Tavorna VIIL

Fia. 9.

Come si presenta nel suo complesso il BL U8 (Mod. A).

A sinisten Lo seale elotivonioa collegata per mesze del proamplifieatore al Geiger Miiller bon

visibile nelia fig. 7. Al contro il tormostato centenento Jn pompa ¢ il filtvo a candela in colle-

gamento col rompischiuma, il raccoglitore di G4 @ il polarimetro. A desten Pintegratore di Movol
a penna serivente su earta affnmicata,



G. Prorer, Dispositivo per lo studio dinemico e cinefico, ecc. Tavora IX.
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IMa. 9bis.

Schema del registratore meccanico.

In A sezione longitudingle Iungo Iasse dell’npparecchio.
In B: sezionoe trasversalo o livello della retelln.

{1y asse dol cilindre registratore; (2y puleggia motrico dol-
Vintogratore; (3) elemento dolla frizione elettromagnetiea ;
(4) rotelln di dobolo inerzia; (5) votolla prande seanalata;
() pennn serivente; {7) carmnma del namoratore sollegatn
alla sealn caleolatrice; (8) contatto olottrico comandate
dalla camma (9); (9) vesistonza tormica ; {10) eletérocalamita
che comanda ln rimessa o zero; (I1) mola; (12) gancio;
{18) intorruttozo del civenite della frizione glettromagnetica ;
(14} eontrapposo allavotella (4); (15} interruitore 41 sicurezza.






