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H. ,\,.t;F.LICO 

La biosintesi del colesterolo pnù essere studiata sia in ri1•n .~ia in ritro 

e le tecniche attualmente disponibili pNmettono di approfondire anche la 
conoscenza dei suoi meecanismi. 

Studi di biosintesi del colesterolo i" dtrn a partire da preeursori St>III· 

plici vengono effettuati ogni qual volta H' w· vogliano studiare i mec1·ani~mi 
fisiologici e patologiei di regolazione. Questi risultano di difficik intl•rprcta
zione se si tiene conto della e~istenza di complessi problemi di comparti
mentazione. È tuttavia il caso di ricordare nn problema di notcvol(• impor
tanza risolto soltanto attraverso ricerche in vivo, lo i<tudio cio~ dd mecca
·nismo di rcgolazione della colesterolemia nell'uomo. Si riteneva infatti che 
il meccanismo di« feedback» negativo, che regola la sintc~i epatica dd co
lesterolo nel ratto e nel cane (I), fo~se operante anche nell'uomo, e che perciò 
poco significato potesse avere, dal punto di vista pratico, la riduzione dello 
apporto di_etetico di colesterolo. Al contrario, accurati studi condotti som
ministrando acet~to marcato hanno messo in evidenza l'esistenza di un pool 
endogeno di colesterolo (2) pari a 2/3, 3/4 del colesterolo totale. Ricerche 
effettuate con 0 20 hanno permesso di chiarire che l'apporto esogeno di 
colesterolo nell'uomo non fa spostare il pool endogeno, mentre si verifica 
un effetto somma con aumento notevole della colesterolemia. Ciò ha fatto 
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GHOSSI PA.OLETTI ... 
pensare o che il« feedback» nel fegato umano non funzionasse, o che altri 
tessuti non sottoposti a «feedback» entrassero ÌI1 gioco con un ruolo 
importante (3). 

Gli studi in vitro sono molto ava.n.zati: sappiamo che si possono isolare 
dal feg~to complessi multien.zimatici, che si trovano nelle frazioni Dlicro
somillle e solubile e che sono in grado di effettuare la biosintesi da MVA 
fino al colesterolo ('). 

Diversi cofattOl'i sono necessari: 0 2 , Mg++, ATP, NADH, NADPH. 
Le modalità di purificazione degli enzitni, la preparazione dei substrati e 
le condizioni ottim.ali di lavoro per studi di biosintesi del colesterolo sono 
state dettagliatamente descritte di recente da Popjak (') e Dempsey (~). 

Un aspetto importante della questione riguarda i tessuti nei quali 
può essere studiata la biosintesi del colesterolo. IJ fegato è notoriamente il 
tessuto che dà il migliore rendimento. Altri tessuti, quali il muscolo e il rene, 
dimostrano scarsa attività. Un discorso a parte meritano la cute e il tessuto 
nl'..rvoso. Nella cute sono presenti steroJi intermedi della biosintesi e, pur 
essendo la preparazione del tessuto un pò complessa, vi si possono studiare 
bene i problemi che riguardano i passaggi dopo la ciclizzazione dello squalene 
( 6). Il tessuto nervoso sintetizza colesterolo in. quantità assolutamente tra
scurabili nell'animale adulto. Durante la sua maturazione, invece, sinte
tizza attivamente steroli (7), con accumulo di prodotti intermedi della bio
sintesi, che ci è stato agevole identificare (8). Con maggiore difficoltà abbiamo 
invece identificato gli steroli precursori presenti nel cervello dell'uomo adulto 
(Tab. l). Il riconoscimento degli steroli endogeni è reso più difficile nel fegato 
dalla presenza di steroli dietetici che complica l'interpreta~ione dei risultati. 

Per esperienze di biosintesi del colesterolo, la scelta della marcatura 
è legata a vari fattori. La marcatura con 14C, anche se più difficile da otte
nere, è preferita, quando è possibile, per le maggiori garanzie di riprodu
cibilità. Infatti, usando composti marcati con tritio si deve sempre controlla
re che non si abbiano perdite aspecifiche di 3H, ed è perciò necessario affian
care le esperienze con prove in bianco. Inoltre le elevate marcature speci• 
fiche dei composti tritiati, se danno vantaggio in alcuni casi, rischiano però 
di accelerare la decomposizione delle molecole stesse durante la conservazione 
e richiedOno perciò frequenti purificazioni del materiale. 

Teoricamente tutti gli intermedi della biosintesi del colesterolo da acetato 
a desmosterolo possono essere utilizzati marcati per studi di biosintesi, In 
pratica sono disponibili precursori cosiddetti « lon.tani » quali acetato mar
cato con lfC nel metile o nel COOH e mevalonato marcato con 14C in l o 2, 
oppure con 3H in. 2, 4 o 5. 

L'uso di acetato o mevalonato si rende indispensabile quando si vogliano 
studiare i meccanismi di regolazione della sintesi, fisiologica o patologica, 
od il meccanismo di azione dei farmaci attivi sulla sintesi del colesterolo. 
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Oggi il mcvalonato si pu~j ottenere anche marcato stt'r('u~p~"riliram•·ntl· 
con 311, cioè si possono avere separate le due confi~urazioni po..,,.ihili asMtnl•· 

a seconda della posizione delPH nella molceol" !~)- La ntareatura sterl'o
specifica permetti• di st.udiarf" più a fondo l'intrOtluzionf' t' la ,.eompar~a 

T.\Dt:LLA 

Steroli identificati nel cervello umano adullo (*) 

c ::10 j_ij 

c 29 L\8 

c 28 L'l.~ 

c 27 ll8 

c 30 j.8,2• 

c 29 L'l,8,24 

c 28 L\8 .24 

c 27 6."·!'.4 
c 27 .1 &,2.1 

c 27 L\0 

C27J. 1' 

C 27ll' (7 C=O) 
C27Q.O. , • , • 
Steroli identificati Bolo par:~:ial

mente .... 

0,596 
5,642 
3,857 

15,480 
O, 70H 

3,5811 

3,064 
2,157 
3,838 

18.660,000 
3,835 
1 ,62fi 

54,750 

72,380 

0,003 
0,03U 
0,020 
0,082 
O,OO.J-
0,019 
0,016 
O ,Oli 
0,020 

99,090 
o ,020 
0,009 
0,291 

0,384 
~- ---------

(0) Da Galli e eoll. (9). 

di H durante la sintesi biologica. Per marcare iuvec1' precursori ch1• abbia
no già la configurazione sterolica si ricorre in gen~re aU'introduzione di 14C 
nelle posizioni l, 4, 26 e di 3H in 2 per gli steroli da C28 a C30, in 2, 3, o 4 per 
qudli a 2ì atomi di carbonio (5). 

I problemi più complessi nello studio della biosintesi del colcAerolo 
sono connessi ai metodi da usare per separare ed identificare i prodotti df"llf" 
reazioni di biosintesi, sia che siano effettuate in 1·it•o che in l"itro, con la 
id(•ntificazione degli intermedi formatisi od eventualmente gi1ì presenti nel 
tes~uto in esame. 

Discuteremo soltanto della separazione degli iutcrmedi di natura stero
lica. I~e tecniche di cromatografia su strato sottilc, che sono le più scm· 
Jllki, uon dann.o da sole risultati molto soddisfacenti, per lo scarso potere 
~>eparatore, nei confronti degli steroli intermedi. 

Abbiamo già presentato altre volte le caratteristiche della tecnica da 
noi adottata per st"parare e riconoscere gli steroli intermedi della biosintesi 
dd ("olesterolo nei tessuti (10.11) ed i risultati otten,uti analizzando tessuti quali 
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fegato (0 ), cervello (8) ed i tumori cerebrali (13). Il metodo (Schema l) 
è basato essenziahnente sulla separazione in colonna cromatografica di 
silicagel-celitf';·AgN01 , Gli steroli da separare devono essere applicati 
come derivati acetilati (per mascherarne l'OH in 3). 

La separazione è basata sulle differenze in posizione e numero dei doppi 
legami e viene controllata per gascromatografia. 

' 
9Q: lO 

Steroli !18.tnl'i 

Saponifìc:adone del tessuto in KOH etanolica 

Puri6.ca&i011e degli steroli 
(Precipitazione con digjtottina o colonna di silice) 

Acetila!Cione 

Colonna di silicagel-celite--AgN01 

Elui:&ione con esano;benzene 

80:20 

Con un doppio 
legame 

l 

70: 30 

Con 2 doppi 
legami 

l 

so: 50 

Con 2 doppi legami 
coniugati 

Riconoscimento medillllte cromatogra6.a 1U strato sottile (AgNOJ e 
gaacromatografia-epettrometria di massa 

ScH:t:MA l. 

determina!Cione quantitativa gascromatografica 

Frazionamento ed identificazione di 5teroli da campioni biologici. 
Da Galli e Grossi Paoletti (111). 

Essa offre diversi vantaggi: l) gli stcroli sono protetti da degradazione 
od isomerizzazione dei doppi legami durante la cromatografia; 2) il recupero 
è completo; 3) è po@.sibile ottenere separazione di steroli presenti in picco
lissima quantità; a ta1e scopo può essere utile usare due colonne: una prima 
per allontanare la quota maggiore di colesterolo presen,te, ed lUla seconda 
per separare gli steroli presenti in piccola quantità. 

A:nn, Id. Sutlfl>'. Sanit& (1972) l, 2U-2S6 
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Le frazioni steroJiche eluite vengono sur.cessiYamcntc analizzate per 
gascromatografia~spettrometria di massa, contro standards. 

Nel cervello, come accennato precedentemente, abbiamo messo in C\'Ì

denza con questo metodo la presenza di due serie di intermedi sterolici da 
30 a 27 atomi di carbonio (Tah. l), una serie con doppio legame in catena 
laterale ed una senza. Questo risultato e l'uso di prf'cursori marcati ci 
hanno permesso di stabilire che la via metabolica che mantiene il doppio 
legame in catena laterale è preferenziale nel tessuto nervoso (9). Abbiamo 
inoltre riconosciuto nd cervello la presenza di alcuni steroli che non sono 
previsti come intermedi normali di biosintesi, come ad esempio di1 colc
stanolo (13), 

Analogamente Eneroth e col1. (14) hanno separato gli steroli del meconio 
mediante cromatografia su colonna. Gli steroli convertiti in trimetilsili1P
teri sono poi stati riconosciuti mediante gascromatografia-spettromptria 
di maesa. 

,,. Analizzando lo spettro di massa relativo al C29j,8 (Fig. l) questi AA. 
hanno notato che, oltre al picco padre m/e 486 ed ai picchi caratteristici 
mfe 396, m/e 381 ed m/e 353 erano presenti picchi di discreta inten.-:ità 
mje 484, m/e 394, m/e 379 ed m/c 351 indicativi della pre8enza contem· 
poranea di uno sterolo con due doppi legami. 

t"' 
r" 
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Fig. l. -Spettro di massa telativo al C29.18• Da Eneroth e coli. (14). 
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Questo sterolo è stato identificato da. Eneroth e coli. (l') come C29dt. 1, 

in base alle caratteristiche di rottura ed alla identità con. Io spettro, da noi 
pubblicato, del composto di sintesi (15), 

Un metodo più complesso di idel\tificazione di steroli sconosciuti è 
stato adottato da Lutsky e Schroepfer (l1) per l'analisi di steroli della cutt\ 
(Schema 2). Gli steroJi purificati mediante precipitazione con digitonina~ 

Steroli - Acetati 3 H 

colonna allumina - tuper celi A. 

St<',toli f:30- C28 Steroli C27 

(aggiunto A, + ~o- uc + J.s,s> - ••C) 

l 
allumina - super celi - AgN03 

C27 J.8 l 14J (eluito subito dopo C27 A8 ) 

l • 
allumina - super celi - AgN03 

picco non simmetrico 

i 
GLC- QFI 

eluizione picco simmetrico 

crbto.llizzazione ' trasformazione e Ao e J.1c 

ScnEMA 2. - Identilieaziane di C27.18 111, nella cute. Da Luuky e Sehroepfr et')· 

vengono acetilati con anidride acetica 3H e sottoposti a separazione .su 

colonne di acido silicico-super celi. Queste permettono la prima sepa
razione degli steroli a 27 atomi di carbonio dagli altri (da C 28 a C 30). Gli 
stel'Qli con 27 atomi di carbonio raccolti insieme. e con aggiunta di acetati 
di a7.colestenolo freddo, colesta.nolo ltC e C27 Aa <•J 1'C sono stati passati 
W. colonn.a di allumin.a-super cell-AgN03 • Le frazioni corrispon,denti allo 
sterolo del qu.ale si vuole accertare la presenza, C27~ {tf)• eluite subito 
dopo il colestan.olo, vengono raccolte e riapplicate ad una colonna di allu
mina-super celi-AgN03 e successivamente in gascromatografia con colonna 
di QF l, 

.t nn. I1t. Super. Sanitd (1972) l, 2H--2.51> 
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Lo sterolo eluito da questa mostra coincidenza tra il picco di radioat
tività e quello di massa. La diluizione e la cristallizzazione a radioattività 
costante dello sterolo hanno portato gli AA. a riconoscere che si trattava 
del C27!!.8 (H) atteso. 

L 'isolamento di composti puri radiochimicamente deve essere particolar
mente accurato quando, anzichfo cercare la presenza di 1m intermedio nei 
tessuti, si vuole Studiare il meccanismo di qualche passaggio della biosintesi. 
LP. presenza di impurezze altamente marcate deve sempre essere sospettata 
·quando si pa.J.te da materiale di origine biologica ed il problema si presenta 
più complesso quando il precursore sia lontano come l'acido mevalonico. 
In questi casi, spesso, non è sufficiente ricorrere alla separazione cromato· 
grafica ed alle cristallizzazioni successive del prodotto desiderato, ma si 
deve aggiungere a questi procedimenti qualche reazione chimica specifica, 
che garantisca la purezza radiochimica del composto in esame. 

Per il colesterolo, garanzia sufficiente di purezza si ottiene mediante 
la formazione del dibromuro (10). Il problema è invece più complesso quando 
si debba, ad esempio, sintetizzare .61,7 colestadienolo, Questo sterolo non 
si accumula normalmente nei tessuti, a meno che non si ricorra all'uso di 
farmaci, quale AY-9944, che ne impediscano la trasformazione a colesterolo 
( 17). Ad esempio, incuhando per nn'ora omogenato di fegato con mevalo
nato 2-uc, il SO% della radioattività dcll'insaponificahile appartiene a AM 
acetato, separato in colonna di silicagd G-AgN03 ( 18). 

L'idrogenazione del doppio legame in 5 con catalizzatore opportnno 
(trifenilfosfina rodio ioduro, che evita isomerizzazioni) porta a formazione 
di C27A7 , che dimostra una riduzione del 50% della radioattività molare 
alla prima cristallizzazione ed ulteriori diminuzioni in cristaHizzazioni 
successive. 

Due tipi di contaminazioni radioatti,·e possono essere presenti in questo 
-caso: 

a) steroli che co-cristallizzano; 
b) materiale non sterolico, formatosi durante la biosintesi, presente 

nella soluzione madre. 
Si provvede perciò a purificare su colonna il .3.7 C'olestenolo ottenuto per 

idrogenazione, mentre un'aliquota di .17-acetato si fa reagire con OsO, a 
·dare 7,8 diolo. La radioattività molare è identica a quella del A7-purificato 
su colonna (i prodotti che potrebbero reagire più lentamente sono eliminati 
se si sceglie un tempo di reazione opportuno). L'ulteriore purificazione del 
diolo a chetolo non porta a modificazione della radioattività molare, gaian
tendo cosl l'isolamen,to del composto puro (111). 

Quando si usi la doppia marcatura con mcvalonato stereospecifico 14C 
·e 2S~3H (Fig. 2), 6 molecole di mevalonato formano un,a molecola di la
.nosterolo, perciò in esso il rapporto 3H/UC è 6/6, mentre m•lla sua trasforma-

Ann. lat. Super. Sanità (1912) l, 2U--!$ 
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zione a colesterolo, per la perdita di l metile marcato il rapporto diventa 
5j5. Inoltre durante il trasferimento del doppio legame da 8 a 7 e la forma
zione del doppio legame in 14, si ha perdita di H in 7 e 15 ed il rapporto 
3Hj14C deve diventare 3/5 (19). 

Si ricorre anche alla inibizione con AY-9944 quando si effettua la sin
tesi con mevalonato·2-3-3H o 2-S-~H, cioè con. marcatura sterospecifica in 
omogenati di fegato e si voglia isolare 7colestenolo (Schema 3). Alla fine 

OMOGtN.o.TO 01 FEGATO 

STEI!Ol·ACETATI 
CON l DOPPIO LEGAME + 
(pr•••nli in lrHc .. ) 

O.JU f'C 14c l ''""01• 
T/ 10C•3,87/$ 

0,447 IJC "clmmol• 
TI"C•3.84/5 

--:"o''"'---.. ~ 
"'~ 

0.!89 J.IC ''c/mmol; 
T !''"c • 3 /l2f5 

0.188).c "clmmol• 
TI"C•l,OI/5 

SCHEMA 3. - Biosintesi di steroli da 0H-mevalonato Btereospeeifieo. 

deU'incubazione, separando gli steroli su colonna, si ottiene D., colestenolo, 
che sembra puro per GLC; cristallizzazioni successive dimostrano invece 
che nonostante non cambi il rapporto H/C si ha perdita di radioattività: 
perciò si devono eliminare gli eventuali contaminanti altamente marcati (19). 

Si è pensato che qnesti fossero steroli con doppio legame in 8, poiehè 
l'isomerizzazione a A1., faceva ridurre la radioattività molare, ma non faceva 
cambiare il rapporto H/C e lo stesso A1, trasformato in diolo non cambiava 
radioattività. 

Invece il trattamento con Os040 che reagisce in tempi diversi in rela
zione con la posizione del doppio legame, formando diolo (infatti un Aa 

A. nn. !st. SupeT. Sanità (1972} l. 2U-255 



reag i!'t't' i11 1 orn . nn ~7 n·agi 'Cf' in :1ft Hrt' ... d ttrtu , t •• ru lu J~ n·a~ i -,·•• in l 1111 

orr•). fa ri1lnrrt· di moll o Jn radioatiÌ\ it it runlnn·. rna -o pra tlnlto rh iari -•·•· 

il ra('porlo H C:. rlll' flj, l' llla ··~allarnt•nt <· :~·s. 

La form a:r.ioru• ~ uc •t• t •;.!'; ìva d t• l 7-dwru t·uu n ·a 7. iot t•' molt" ··('l't· ili t·a t•on 

HHJ, dù lo ;. t t·s~o ri8t tl talo . 

Il 7-dt•idrnl' o({'!\ lf'rrOln p11rifì••n 1,. amtl r·~anH·:1ti. t!:, llh r i- 11hatu ~-im tlo· 

<·d lta p e rmP-.>-11 di l'tmf t·rma n · la p t•nlit a p rt·cuniu.tl a rlt•l l'll in l.) (~00) o ltrl' 

t' h t in 7 ( 19 ) . 

l lu ahru p ruhiPrn. t ri •<l lrtt t'tll l una (l ll ri fi t·n; iunt· atlt·guala rig uarda il 

larw~ tt• rulo di urig iru· hio ... ill ti'I Ìt'U. (l llrt· d .·ri' atn da .!\1 \ \ • lt ' rt' O' (H't·ilu·u 

oloppiaurt•fll• · rnarea to (St•ho·mn 4 ). 

(!) 25-[2 - 14C,2- 3H] - M VA 

A cO 

l
i O MOGEN ATO 01 F"EGATO 

• AR5ENITO 

l c.o , 

0,6 J2 JJ C "c l m mot ~ 
T / 14C = 5,11./6 

COOCH 3 

0,215 pc 14C/mmot~ 
T/ 14C = 3,95 / 5 

ANALOG HI 

DEME TILA TI 

::,tn t'' ' l. - ll io-inteei Il i luno.t erolo dlt 11-mr,·nltlll.llll -t•·rettl'e~ilìc •. 

Per a c·•·umu lan• lanostero lt~ m a rcat o in omugrnati el i f't•gato ; i i· tln' ur o 

ri r orrc r <' all'n~<• d i a r ,..cnilu. r h c hJoccn le tlcm t• tilaz ioni <h·lran cllu s ro-ro icl t•u 

(Z1). Tutt a v ia t•on tnminanti o;; t c ro li r i. p •n •· m arrat i. Pra no pn•<:cnti c. l'''r 
l a purifir nzionr . s i dm (•Va s frnttan• la di tl't'r r nza Ira quPJ< ti cd il lano, tN olu. 

che pos~ i t·dP un n w til1· in 1-1 (20) . 

Mrdinnlt eromnlografia F U ~lraln "O itiiP di ~ ilint l!t•l (; . >\_g~0.1 • ' ' •• 

fatta tm n prima gro~!-olana puriftl'a :r. iotH' dd Jano.- t r rolo -; intc ti :r.zat o ··ho·. 
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duito dal piatto, è ::tatu poi ossidato con acido cromico in acido acetico 
a l suo dichetodt•rivato. 

Si osserva una importante caduta della radioattività molare, dovuta 
11uas i s icuramente a desmetilanaloghi C29 e C28, formatisi nel s istema, 
come si può d cdurrr clal b asso rapporto C/ H del Janosterolo prima della purifi· 
t·azione : dopo la purificazione il rapporto C/H diventa quello atteso, 
cioè o."6. 

11 problema è molto semplice quando si voglia invece controUare la ru
rczza di uno sterolo derivato da un precursore vicino, perchè il numero dei 
possibili contaminanti che si formano nel tessuto è inferiore e di essi è molto 
pii• facile prevedere la natura. Così ad esempio, volendo studiare la trasfor
mazione ùcl C29t.8,14 • al suo immediato successore (15), questo compo.sto 
marcato è stato incuhato con omogeuato di fegato in anaerobios i: l'isola
ml'nto degli steroli alla fint' <Iella n ' azione e la purifieazionc :,u colonna ha 
permr.,!'o di veden · quali ;,tcroli s i formino in ques te condizioni; la raclioat
ti' it :"t d ell' insapon.ifìcauilr t'- c.:o;;ì ripartita (Tab. 2) : 

Conversione di C29 ..l8, 14-:
1H da parte 

eli OIDogenato di fegato in anaerobiosi (*) 

S rt. thl t , 

C29 ~8•1' • • 

C27 ù · ... 

C29 tJ.8 + ù 1 

Altri ~teroli . 

( •) D• C•nonl<~l t c·nll. ( U). 

~~ l~IAPOSI PICAJliLl: 

26,4 

0.001 
61,0 

11.0 

C:?9..l8, 14 non reagito = :!6,4 ~o; C29t.8 1- ~7 = 61,8 o .;l : ~5 = 0,001 % ; 
...l8 1 ..l5 = R,O %· Dal mom1•nto r·b e il coles terolo n.oo è marcato s i può 
tledurrc che la prima trasformazione subita dal C29ù8,14 in omogenati di 
fega to s ia la perdita del doppio legame in H . 

Un tLltimo caso che inter C!:osa In hiosintt!si in g(merale e quella dd cole
-. t erolo in partirolare ,. j rifelisct' alla e~clusione di un composto dal ruolo 
di itltermedio. 

~cl passaggio da ..l7 a ..l5,7, ad esempio, è noto che i microsomi di fegato 
dft>ttuano la trasformazione in atmosfera eli 02 e che sono necessari cofat
tori piridiniri. Dal momento che in anaerobiosi non si ha r eazione si i~ p en· 
~ato alla esistenza tli un intermedio ossigenato: perciò i' Ì è preronizzato il 
ruolo di un epossido. 

.~nn . h t. Super. Sanitd 11972 ) l, 214- 2&5 
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f.: stato sintetizzato .-pmu .. ido 7a. marcato (22). Quel:> tn s terolo, che in 
atmosft•ra di 0 2 si trasforma attivamt•ntt· a colc~tcrolo , in anaerobio~ i (.·con
ver tilo solo a ~7-colcst<·rolo (Tab. :l). 

1AIII'I. I \ 

lncorporazione di 7a.. 8z ~'fK'~"ido 

da purte di owogeuuti di fegato 

A11JOSPTit\ 

N~ 
o~ 

...1 1 CvLr .. T)_...,oLu 

% ,,,,._ ... 

67,<19 

Cot.an·aoL'' 
n,O C\s AP. 

o.:CJ 
45. :10 

S i di mostru pcrtarHo d te: 
(/) il compo:,to non è un. intt·nnedio ohhligato tra ..l7-colest t•uolo c 

i -dci t! roe o IP :< t erulu: 
/1) dal momento clw il ::. ist cmn biologit·o pue\ con' t•rl irlu a ~7, esso 

potn·IJlw uppartt•nt·n· a q ualcht• via <·nUatcralt· di hiosinte>- i, dimostrandos i 
così Ja capacità del tt•,.;>uln di riportarlo ndlc VÌt' naturali di !>intes i. 

Mentre è relativamente· facil e ottt•m•rc una rÌl>JIO'" t a po:-.itiva nel ritro
vamento di un intcrmedio vero, è mnlto piì1 diflìcil<' stabilire il significato 
e \'entualc di vit• S<'('Ondadt• di biosinlcl' i. 

Ad e~cmpio il ..l8 (t~> colt•>-tcnolo, clw pnrt• ì· :-. l ato i"olato marcato dai 
t cs:o-uti (10) ed è Lra~formato a colel'lt•rolo in atmo"ft·ra di 0 2 ( 23) . ba datori
~ultati n egati,·i in esperimenti <li trappola (21). l [a pos to così seri tluhhi 
a ll 'ipotesi che s i tratti di un intcrmt•dio obbligato dt•llc bioi>int csi dd colt•· 
s terolo. 

\' orr<'i conclttdt'r t' sottolitll·andu cb t• se i mt'todi di cromatografia su 
s trato sottile (e queiJj gascromatogralìci di contmllo) sono i piì1 semplici per lo 
s tudio della biosiutc.'-i del colesterolo, i ristùtati piìt convincenti e rigoro-.i 
s i ottengono soltanto combinando qucst t' due tcclùchc con la cromatogr alia 
s u colonna, la spettromctria di massa c le tras formazioni rllimichc, che p er
mettono di garantirsi da crror.i dovuti alla p rcscuza di impurezze radiochi
michl'. 

Con l' impiego di queste metodiche ~ così pos ibilc arrÌ\'arc a: 
- conoscere l'entità di biosintesi del colesterolo nei t essuti; 
- identificare st eroli ignoti c stcroli presenti nei tessuti in picco-

lissime quantità; 
- stabilire il ruolo di intermedi di nuovi composti: 
- studiare inibitori d<'lle tappe enzimatiche capaci di realizzare 

un blocco delle sintesi endogene del colesterolo dcll'organ i!1mo. 
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