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Riassunto 

In  p a z i e n t i  a f fe t t i  da  a r t r i t e  r e u m a t o i d e  viene i n i e t t a t o  
co r t i sone  ace ta to ,  i d roeor t i sone  ace ta to ,  o id rocor t i sone ,  
ne l  cavo  s inovia le  a r t r i t i co ,  

L a  d u r a t a  del  r i a s s o r b i m e n t o  di  ques t i  17-idrossi-  
cor t i eo id i ;  la loro d i s t r i buz ione  hel le  celtule e nel  f lu ido 
a r t i co la re  e nel te  cellule del  r i v e s t i m e n t o  s inovia le ;  le 
a n d a m e n t o  del  p rocesso  idro l i t ico  dei  c o m p o s t i  ace ta t i ,  
s t u d i a t i  con  mezz i  ch imic i  e c romatogra f i c i ,  si p r e s t a n o  
a c o m m e n t i  u t i l i  ad  i n t e r p r e t a r e  la maggiore  eff icacia  
locale de l l ' i d rocor t i sone .  

Post-Doctorate Research Fellow, United States Public Health 
Service. (Permanent address: Istituto di Clinica Media, University 
of Bari, Italy.) 

F l a v i n e s  in  E x p e r i m e n t a l  D i a b e t e s  

I t  is k n o w n  t h a t  in d i abe t e s  (al loxan d i abe t e s  in ani-  
mals,  a n d  s p o n t a n e o u s  d i abe t e s  mel l i tus  in man) ,  a 
decrease  of c o c a r b o x y l a s e  c o n t e n t  of t i ssue  ~ occurs ,  due  
to  a d i s t u r b a n c e  of  t h i a m i n e  phosphor i t a t ion% 

No s t u d y  has  so far  been  u n d e r t a k e n  to  p rov ide  in- 
f o r m a t i o n  a b o u t  t he  b e h a v i o u r  of s o m e  of t he  o t h e r  
c o e n z y m e s  in d iabe t i c  condi t ions ,  p r o b a b l y  owing  to  t h e  
d i f f i cu l ty  of c a r r y i n g  ou t  t he i r  rou t ine  d e t e r m i n a t i o n  in 
t he  t i ssue  . 
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Us ing  t h e  ve ry  h a n d y  m e t h o d  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  by  
BEssEY et al. 1 for  t he  d e t e r m i n a t i o n  of r ibof lav ine  a n d  
i ts  c o e n z y m e s  in t issues ,  we h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  
b e h a v i o u r  of t h e s e  cofac to rs  in a l loxan  d i abe t e s  a n d  
c o m p a r a t i v e l y  in n o r m a l  ra ts .  In  a n u m b e r  of exper i -  
m e n t s ,  F A D  has  also b e e n  d e t e r m i n e d  e n z y m a t i c a l l y  
acco rd ing  ;to t he  m e t h o d  of X~TARBURG and  CHRISTIAN. 2 

The  resu l t s  r e p o r t e d  in t h e  t a b l e  show t h a t  in d i abe t i c  
l iver  a s ign i f ican t  decrease  of F A D  a n d  a c o r r e s p o n d i n g  
increase  of the  f r ac t ion  " F M N  + R i b "  occurs .  In  an ima l s  
w i th  d iabe t i c  c o m a  b o t h  to t a l  f lav ines  a n d  F A D  vMues 
s t r o n g l y  decrease  in r e spec t  t o  n o r ma l  animals ,  while  t he  
f r ac t ion  " F M N  + R i b "  increases .  

The  a d m i n i s t r a t i o n  of r ibof lav ine  does no t  a p p r e c i a b l y  
change  the  F A D  c o n t e n t ,  e i the r  in n o r m a l  or in d iabe t i c  
an ima l s ;  on ly  " F M N  + iRib" f r ac t ion  is a u g m e n t e d .  
W h e n  r ibo f l av ine  is i n j e c t e d  t o g e t h e r  w i t h  A T P ,  F A D  
increases  s ign i f i can t ly  m o s t l y  in d i abe t i c  l ivers.  An  
ana logous  ef fec t  is no t i ceab le  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  of 
F M N  a n d  of  F M N  + A T P .  

The  tow c o n t e n t  of F A D  of d iabe t i c  an ima l s  is t h e r e -  
fore  r e s t o r e d  to  n o r m a l  va lues  w h e n  r ibo f l av ine  + A T P  
or  F M N  are a d m i n i s t e r e d .  The  occur rence  in biological  
ma te r i a l s  of  t h e  t w o  fol lowing r eac t ions  : 

A T P  + Rib.  ~ F M N  + A D P  

F M N  + A T P  * F A D  + p y r o p h o s p h a t e  

d i s c o v e r e d  b y  I{EARNEY et al. a and  by  KORXBERO el al. ~ 
r e s p e c t i v e l y  in yeas t  and  in l iver  ex t r ac t s ,  i nd ica te s  t h a t  
A T P  is essen t ia l  for t he  s y n t h e s i s  b o t h  of F M N  and  F A D .  

In  our  e x p e r i m e n t s ,  t he  a d m i n i s t r a t i o n  of r ibof lav ine  
to  t he  d iabe t i c  an ima l s  is as e f fec t ive  as F M N  in res to r -  
ing F A D  to  t h e  n o r m M  values ,  p r o v i d e d  t h a t  A T P  is 
also in j ec ted .  This  is ev idence  t h a t  A T P ,  as i nd i ca t ed  b y  
these  t w o  reac t ions ,  is n e c e s s a r y  for t h e  s in thes i s  of F A D  
in vivo, a n d  t h a t  m o s t  p r o b a b l y  b o t h  t h e s e  r eac t ions  t a k e  
pIace in t h e  l iv ing o rgan i sm.  

Since A T P  has  been  found,  de f ic ien t  in d iabe t i c  l iver  5, 
t he  d i m i n u t i o n  of F A D  o b s e r v e d  in d i abe t i c  an imals ,  
m a y  be a t t r i b u t e d  to  th is  def ic iency.  
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Flavines #g/g of fresh liver tissue 

Treatment 
or condition 

Rib.(1) 
Rib.+ ATP(2) 
FMN(3) 
FbIN+ATP (4)' 

N ° of I 
,experi- 
ments 

18 

11 

15 
10 

Normal rats 

Total flavines 

33.93 ± 4.11 

39.22 ~ 4.80 
39.95 ± 4.20 
38.02 4- 3.75 
39.05 4- 4.20 

FAD 

29-33 4- 3.41 
(27-75 :j: 3'05) 

31.75 :j: 3.60 
32.45 4- 3.45 
33.74 i 3.65 
34-80 ± 3-70 

FMN + Rib, 

4'60_-{:-0"51 

4.47 4- 1.90 
7.50 4- 1.65 
4.28 4- 1.15 
4.25 4- 1.20 

Diabetic rats 
N ° of I 

experi- 
ments 

19 

(9 8 

10 
9 

14 
10 

Total flavines 

27.874-3"01 

19"83 4- 2"04 

31.47 4- 3.50 
34"45 4- 3.70 
34"25 4- 3.2O 
33-65 :J= 3-30 

FAD 

21"40 4- 3.01 
(19"80 4- 2"60) 
11"50 4- 1"51 

(11"10 4- 1.30) 
20.92 4- 2.70 
27.40 4- 3.10 
28,55 4- 3.45 
29"OO 4- 3.55 

FMN + Rib. 

6.47 4- 0.7 

8"33 -4- 1"10 

10,55 4- 1-40 
7'05 4- 1"10 
5'70 4- 0"85 
4'65 4- 1"05 

The values represent the means 4- the standard error of the means, The substances were injected to the animals intrapcritoneally in the 
following amounts: (1) Rib. 0"5 mg; (2) Rib. 0-5 mg + ATP,Na I mg; (3) FMN 0.6 rag; (4) FMN 0-6 mg + ATP.Na 1 mg. (o) In these ex- 

periments rats were in diabetic coma, ( ) FAD determined cnzymafically according to WARBVRG and CHRISTIAN (5). 
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The following abbreviations are used: 
FAD = flavinadenindinucleotide 
FMN = flavinmononucleotide 
Rib. -- riboflavine 
ATP = adenosintriphosphate 

F. NAVAZlO and N. SIHPRANDI 

Institute o/ Biological Chemistry, University o/ Rome, 
1february 18, 7955. 

Riassunto 
Gli autori  hanno determinato il FAD e la frazione 

FMN + Rib. nel fegato di ra t t i  normali  e diabetici  da 
allossana. I1 FAD 8 stato t rova to  diminui to  in modo 
significativo nei diabetici. Somministrando r iboflavina 
+ A T P  si ot t iene un aumento  dei valori del FAD.  
Questi  valori  restano quasi immuta t i  somminis t rando 
r iboflavina da sola. 

P R O  L A B O R A T O R I O  

Zur Mikroabsorptionsspektralanalyse 
i m  sichtbaren Spektralgebiet u n d  i m  U V  1 

Die lVIikroabsorptionsspektralanalyse, insbesondere 
im UV, ist in den letzten Jahren wesentlich yon CAS- 
PERSSON 2 ZU einem wichtigen experimentel len Hilfs- 
mit tel  fiir biologische und biochemische Fragestellun- 
gen entwickelt  worden. Die bisher iiblichen Ger~te zur 
MikroabsorptionsspektralanMyse haben sich aus dem 
Mikroskop entwickelt,  wobei entweder die gew0hnliche 
Mikroskopierlampe durch einen Monochromator  er- 
setzt oder ein yon einem Mikroskopobjektiv entworfenes 
Bild des Objektes auf einen Spektrometerspal t  geworfen 
wird ('vgl. zum Beispiel 2), Entsprechend der mikroskopi- 
schen Praxis wird hiebei das Objektfeld meist nach den 
Prinzipien des t(Shlerschen Strahlenganges ausgeleuch- 
tet. In neuerer Zeit werden Spiegelobjektive zur Mikro- 
absorptionsspektralanalyse herangezogen a, welche dureh 
ihre Achromasie die Einstel lung und Just ierung der 
Mikrospektrometer  erleichtern. 

In der vorliegenden Arbeit  wird gezcigt, dass die Ver- 
wendung von Quarzobjekt iven in einer an sich bekann- 
ten optischen Anordnung gewisse Vorziige bietet,  die 
gerade durch die sonst ungtinstig beurtei l te  Nicht-  
achromasie dieser Objekt ive  bedingt  sind. Wir haben 
dabei die yon v. ROHR berechneten Zeiss-Objektive mit  
den Aper turen  0,2, 0,35 und 0,85 (Glyzerinimmersion) 
verwendet .  Bekannt l ich ist in einem Get / i t  zur Spektral-  
analyse der messbare Ext inkt ionsbereich durch den An- 
teiI an ~dalsehem Licht~ begrenzt : an Prismenfassungen, 
Blenden und Geh~iuse gestreutes Licht  fremder Wellen- 
iSngen gelangt zur Photometr iere inr ichtung und l~sst die 
Ext ink t ion  zu niedrig erscheinen. Bei Geriiten zur mikro- 
skopischen Spektralanalyse mit  K6hlerscher Beleuch- 
tung t r i t t  noch eine zus~tzliche, andersartige Erniedri-  
gung des Messbereiches auf: 

Das mikroskopisehe Objekt  liegt in einem gleieh- 
m'~ssig ausgeleuchteten Gesichtsfeld. Es kann daher 

1 Mit Unterstfitzung der Ciba-Stiftung Ifir chemische, mediziin- 
sche und technische Forschung. 

2 T. CASPERSSO~, Skand. Arch. Physiol. 73, Suppl. 8 (1936). 
;3 R. C. MELLORS, Discuss. Faraday Soc. Nr. 9, 398 (1950). - 

K.  P. NORRIS tlnd H. F. WILKINS, DiscusS. Faraday Soc, Nr. 9, 360 
(~ 950). 

Strahlung neben dem zu untersuchenden Objekt  im 
Objckt iv  gestreut werden und so das Messergebnis ver- 
f/ilschen. Der letztere Fehler ist zu beseitigen, wenn 
man s ta t t  dcr K6hlerschen Bclcuchtungsanordnung (ffir 
mikroskopi~che Beobachtung gr6sserer Fl~ichen ge- 
dacht) eine Lichtsonde ~ihnlich wie im Mikroskop- 
photometer  zur Beleuchtung des interessierenden Objekt  
teilcs w/ihlt, die durch ein Mikroskopobjektiv gebildet 
werden kann, welches den Monochromatorspalt  direkt  
im Objekt  abbildet.  Zum Erzielen einer guten Abbi ldung 
muss sich der Monochromatorspal t  in ungefiihr der 
normalen Tubusl~inge von diesem Objekt iv  entfernt  be- 
finden. Gleichzeitig hat  man den Vorteil, mit relat iv 
engen Blenden (also spektralreinem Licht) und einem 
Monochromator  kleiner 0f fnung t rotz  guter Intensit~its- 
ausbeute arbeiten zu k6nnen, da der Monochromator  nur 
noch ein kleines Fl~chenelement  und nicht  das gesamte 
Gesichtsfeld intensiv ausleuchten muss. Ein weiterer 
wesentlicher Vorteil  wird durch die Beseit igung aniso- 
t roper  Beleuehtungsaper tur  einer K6hlerschen Anord- 
nung mit  Monochromator  gewonnen, auf  deren st6ren- 
den Einfluss insbesondere bei Messungen im polarisier- 
ten Licht  LOTHY 1 hinwies und die auf der "Wirkung des 
Monochromatorspaltes als Aper turblende beruht.  Als 
Beleuchtungsaper tur  verwenden wir die Objekt ivaper tur ,  
welche durch geeignete Wahl  des Beleuchtungsobjektives 
beliebig einstellbar ist. 

Ferner  konnten wir zeigen, dass auch der Einfluss yon 
spektralunreinem Licht weitgehend auszuschalten ist, 
wenn nichtachromatische Mikroskopobjektive zur Be- 
leuchtung und zur Abbildung verwendet  werden. Durch 
eine Blende in der Okularebene ist das Bild des Mono- 
ehromatorspal ts  oder einer an seiner Stelle befindliehen 
Blende das Bild des zu untersuchenden 0bjektes  gleich- 
zeitig auszublenden. D i e  Kombinat ion Beleuchtungs- 
und Abbi ldungsobjekt iv  mit  Monochromator-  und 
Okularblende wirkt  dann als Linsenmonochromator ,  
wobei diese Monochromatisierung bei geeigneter Wahl  
yon Objekt iven und ]Blenden ffir Ubersichtsmessungen 
sogar den vorgesetzten Monochromator  entbehrlieh 
macht.  Mit diesem erh~ilt man Ergebnisse, die sonst 
nur mit  dem Doppelmonochromator  erzielt werden 
k6nnten. ]3ei einfacherem Aufbau wird die Naeh- 
monochromatis ierung ohne IntensitXtseinbusse erzielt, 
find es sind keine zus~itzlichen brechenden, beugenden 
oder spiegelnden Fl~chen erforderlieh. 

Fiir gute Monochromatorwirkung sollte das Bild 
der Monochromatorblende und der Okularblende m6g- 
tichst gleich gross sein; was allerdings eine sehr sorg- 
f~iltige Jus t ierung der optischen Anordnung in die opti- 
sche Achse bedingt, fiir die wir (ebenso wie fiir die Auf- 
nahme der Fokusierungskurve der Objektive) ein licht- 
elektrisches Einstel lverfahren verwendet  haben. Mit auf  
Quarzbl~ttchen aufgedampften Spal t tes tobjekten yon 
0,05 mm wird der maximale  Lichtdurchlass bei Abbil- 
dung des Spal t tes tobjektes  lichtelektrisch best immt.  Bei 
geordneten Ver~inderungen der Just ierbedingungen ge- 
s ta t te t  das Verfahren in sehr sicherer VCeise eine Prtifung 
der Einstel lungen und ist dem Einstel lverfahren mit  
Fluoreszenzeinstellung fiberlegen. 

Die Erh6hung des Extinktionsbereiches ist gcrade bei 
Ger/iten zur Mikrospektralanalyse sehr wil lkommen. Bei 
festen mikroskopischen Objekten (zum Beispiel Kri- 
staIIen) ist der Absorptionskoeffizient h~ufig so hoch, 
d a s s e s  allgemein Schwierigkeiten bereitet,  gentigend 
dfinne Objekte zur Untersuchung zu finden. Es sei bier 
auch auf die an sich bekannte Tatsache hingewiesen, 
dass Quarzobjekt ive grunds~tzlich ftir Untersuchung 

1 H, LOTHY, Pflfiger's Arch. 253, 477 (1951). 


