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Wirkung yon CrotonSlextrakten auf die Auswanderung yon 
Hiihnerleukozyten in vitro. 
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-t- F6rderung der Auswanderung 16 h 
= Keine Wirkung 

leukozytotaktische Substanzen vorhanden sind, deren 
Natur vorI/iufig noch nicht abgekl/irt ist, u n d  weiter- 
hin im Vergleich mit den Untersuchungen yon DANNEV:~, 
dass im Croton61 mehrere offenbar chemisch verschiedene 
Substanzen mit hochspezifischer biologischer XVirkung 
vorliegen. B. SCHAR und R. MEII~R 

Wissenscha/ t l i che  Laborator ien  der C I  B A  Aktiengesell- 
scha/t  Basel ,  den 15. A u g u s t  1955. 

S u m m a r y  

Various croton oil fractions were studied with regard 
to their i n  vitro effect on leucocytes and their irritative 
action. It  was discovered that  there exist fractions 
exerting a s t imulat ing effect on leucytic migration and 
an irri tat ive action and other fractions having a leuco- 
cytic s t imulat ing effect without pronounced irritative 
action. The co-carcinogenic fractions of DA~NEEL have 
no promotory effect on the migration of leucocytes. 

ldentificazione della 5-OH-Triptamina 
nei t romboci t i  degli uccelli 

t l [attore vasocostri t tore 1 helle piastrine dei mammiferi  
6 s ta te  identificato da BRACCO e CURTX z e 
susseguentemente da ZUCKER, RAPPORT 
O F R I E D M A N  s c o n  la 5-OH-triptamina,  so- 
stanza scoperta da RAt'PORT 4 nel siero di 
hue. La 5-OH-tr iptamina non 6 presente 
in altri elementi del sanguc al di fuori 
dclle piastrine, e compare nel siero quando 
avviene la coagulazionO. 

Ncl sangue degli uccelli le funzioni pia- 
striniche si suppone siano svelte dai cosi- 
detti trombociti ,  ccllule nucleate morfo- 
logicamente differenti dalle piastrine dei 
mammiferi. Lo scope di questa ricerca 
quello di dimostrare la presenza di 5-OH- 
t r iptamina net t rombocit i  del sangue degli 
uccelli. 

] 3I. l~. ZC'C~ER, Amer. J. Physiol. l l s ,  ~75 
( t '~.17). 

S ~l, |~RACCO e P.  C. CURTI, H a e m a t o l o g i c a  ~7, 7~1 
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3 ~l. ]]. ZI'CKER, B. K.  FRS~DMXS e M.RAPpORT, 
Prec. Soc. exper. Biol. Med. aa, ~s~ (1954). 

4 31. RAPPORT, J .  biol. Chem. 18o, 961 (1949). 
5 ~l. BRACCO e P.  C. CURTI, A n n .  Villaggio Sana t .  

Sondalo 1, 180 (1953). - M. B. Zucg~ e J. BORRELLI, 
J. appl. Physiol. 7, 4~5, 432 (1955). 

Gli esperimenti sono stati  condott i  usando sangue di 
pollo e di oca, I1 sangue prelevato dalla vena dope in- 
iezione di eparina con ago e siringa siliconati, ven iva  
diluito in 3 volumi di una soluzione preparata  mesco- 
lando 5 parti di NaHtPO , 0,2 M, 5 part i  di Na~HPO~ 
0,2 M e 2 parti  di ossalato di sodio al 4%, mantenu ta  a 
bassa temperatura  (4-6°C), I t rombocit i  venivano se- 
parati  per centrifugazione frazionata in una centrifuga 
refrigerata e lavati  2 volte  con 3 volumi di soluzione 
fisiologica. 

Era  cost possibilc ottenere una sospensione di t rom- 
bociti ben conserva~i e prat icamentc purificati da altri 
elementi (Fig. 1). 

Es t ra t t i  di trombociti  venivano preparat i  per le de- 
terminazioni chimiche e farmacologiche nel seguente 
mode. 30-60 mg di t rombocit i  freschi venivano sospesi 
in 5 volumi di etanolo e lasciati in frigorifero per 12 h. 
Dope agi tazionc per 10 rain la miscela veniva centri- 
fugata e i l  sopranatante limpido veniva prelevato e ti- 
rate  a secco sotto vuoto. I1 residue veniva ripreso con 
0,5 ml di acqua, di cloroformio e di etanolo e trasferito 
su carta Whatman N ° 4 in 3 distinte macchie. Sulla 
stessa carta veniva posta una macchia di controllo di 
15 /~g di 5-OH-triptamina. La separazione cromato- 
grafica veniva eseguita a mezzo di irrigazione ascendente 
con una miscela di cloroformio, etanolo e acqua nei 
rapporto 80:50: 20. Dope una corsa del fronte del sol- 
vente di 20 cm, la carta veniva asciugata in aria am- 
biente. La striscia del controUo e una striscia del- 
l 'estrat to venivano spruzzate con acido sulfanilico di- 
azotato ed esposte a vapori di ammoniaca:  in ambedue 
compariva una macchia r o s a  con Rf = 0,43, cangiante 
al violetto dope esposizione a vapori di HC1. Una se- 
conda striscia del l 'es trat to,  spruzzata con p-dimeti lami-  
nobenzaldeide e seccata a 80°C, most rava  una macchia 
violetta con lo stesso Rf della 5-OH-triptamina.  Una 
macchia blu nella stessa posizione veniva dimostra ta  in 
una terza striscia dell 'estrat to con il reat t ivo di Folin- 
Ciocolteau (Fig. 2). Le porzioni corrispondenti  della 
quarta  e quinta  striscia del l 'estrat to venivano eluite in 4 
ml di HCI N/S00 con agitazione per ~ h. Lo spet t ro  di 
assorbimento nell 'ul traviolet to di questo eluito risult6 
del tut to  simile a quello r iportato nella Figura 4. Con 
una piccola quantit~t dell 'eluito si saggiava l ' a t t iv i tg  sul- 
l 'utero di ratta,  isolate 24-30 h dope iniezione di 10 
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Fig. l .-Trombociti separati dal sangue di polio, colorati con May-Gr(~nwald- 
Giemsa, × 90. All'angolo superlore destro gli stessi elementi, × 900. 
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#g/100 g di d ie t i l s t i lbes t ro lo ,  e su l l ' i n t e s t i no  i so la to  di 
cavia .  A m b e d u e  gli o rgan i  p r e s e n t a r o n o  c o n t r a z i o n e  
come  con  la 5 - O H - t r i p t a m i n a ,  

r ipreso  con 0,5 ml  di HC1 N/500  e pos to  su c a r t a  W h a t -  
m a n  in u n  unica  macch ia .  U n a  m a c c h i a  di  con t ro l lo  di  
10 ttg di 5 - O H - t r i p t a m i n a  v e n i v a  p o s t a  sulIa s t e s sa  
car la .  Si e segu iva  e le t t ro fores i  in t a m p o n e  a c e t a t o  p H  
5,1, 200 V e 0,28 mA / cn l  per  4 h. La  c a r l a  ven iva  asciu-  
g a t a  in ar ia  a m b i e n t e .  L a  s t r i sc ia  di  con t ro l lo  v e n i v a  
s p r u z z a t a  con p - d i m e t i l a m i n o b e n z a l d e i d e  e s ecca t a  a 
80 °C. La  porz ione  della s t r i sc ia  de l l ' c s t r a t t o ,  co r r i spon-  
d e n t e  alla m a c h i a  v i o l e t t a  sul la  s t r i sc ia  di  control lo ,  
v e n i v a  e lu i ta  con 5 ml  di  HC1 N/500 a g i t a n d o  per  ~/~ h. 
Lo s p e t t r o  di a s s o r b i m e n t o  n e l l ' u l t r a v i o l e t t o  di q u es t o  
e lu i to  ~ r i p o r t a t o  nel la  E igura  4, u n i t a m e n t e  allo s p e t t r o  
di  una  soluzione di  5 - O H - t r i p t a m i n a .  Le  dev iaz ion i  del la  
c u r v a  d e l l ' e s t r a t t o  di t r o m b o c i t i  da  quet la  della 5 -OH-  
t r i p t a m i n a  sono lievi e c o r r i s p o n d o n o  alle va r i az ion i  
o s se rva t e  negli  e s t r a t t i  di  p i a s t r i ne  di  mammife r i% 

1 2 3 4 ° "  

Fig. o.-Cromatografia su earta. I 5-OH-triptamina, con aeido sol 
fanilieo diazotato; _o estratto di tromboeiti, con acido sotfanflieo di- 
azotato; 3 estratto di trombocit~ con Folia Ciocolteau; ~ estratto di .~ 0.~ 

trornbociti con p-dimetilaminoben~aldeide. 
"5 

La  q u a n t i t ~  r e s t a n t e  de l l ' e lu i to  v e n i v a  t i r a t a  a secco;  
il res iduo  ven iva  r ipreso  con 0,5 ml  di  HC1 N/500  e p o s t o  ~ 0.2 
su c a r t a  \ V h a t m a n  N ° 4  in u n ' u n i c a  macch ia .  Sulla 
s tessa  ca r l a  si p o n e v a  una  m a c c h i a  di  con t ro l lo  di  10/~g 
di 5 - O H - t r i p t a m i n a ,  Si e segu iva  sepa raz ione  e l e t t ro -  
fore t ica  per  4 h in t a m p o n e  aee t a to  a p H  5,1 con  200 V e 

0.1 
0,28 mA/cm .  La  c a r t a  v e n i v a  s ecca t a  in  ar ia  a m b i e n t e  
e s p r u z z a t a  con  ac ido sulfani l ico d i azo ta to .  Sia la 
s t r i sc ia  di con t ro l lo  che  la s t r i sc ia  d e l l ' e s t r a t t o  p r e s e n t a -  
v a n o  u n ' u n i c a  m a c c h i a  rossa  (Fig. 3). 

1 2 

+ 4- 

Fig. 3. Elettroforesf su carta: 1 5-OH-triptamina; 2 eluito della 
porzione det cromatograrnma di estratto di tromboeiti eorrispon- 

dente alia macchia deIla 5-OH-triptamina. 

I n  u n a  s econda  serie di e s p e r i m e n t i  gli e s t r a t t i  
e tanol ic i  di 30-60 mg  di t rombocik i  f reschi  v e n i v a n o  
t i r a t i  a secco s o t t o  vuoto .  I1 res iduo  ven iva  e s t r a t t o  
con 2 ml  di acqua ,  2 ml di c loroformio  e 0,5 ml  di e t ano lo  
con ag i taz ione  per  10 pr imi.  La  miscela  ven iva  cen t r i -  
f uga t a  e il s o p r a n a t a n t e  l impido  pr ivo  di l ipidi  v e n i v a  
a sp i r a to  e t i r a t o  a secco so t to  vuo to ,  l l  r es iduo  v e n i v a  

t. / 
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Fig. 4.-Spettri di assorbimento nell'ultravioletto di 5-OH-triptamina 
(linea punteggiata) e dell'eluito della porzione della striseia elettro- 
foretica corrispondente alia macchia di 5-OH-triptamina (linea solida). 

11 c o n t e n u t o  in 5 - O H - t r i p t a m i n a  degli e s t r a t t i  cosl 
p r epa ra t i ,  ca lco la to  dal la  io ta  dens i t~  o t t i c a  a 2750 A in 
r i f e r i m e n t o  a u n a  soluzione  s t a n d a r d  di  5 - O H - t r i p t -  
a m i n a  T, era. di  c i rca  350 #g pe r  g r a m m o  di t r o m b o c i t i  
f reschi  di  oca. Vatori  s imil i  si o t t e n e v a n o  a n c h e  con 
d e t c r m i n a z i o n i  co lo r ime t r i che  s eco n d o  la t ecn ica  da  noi 
i ) ropos ta  per  il dosagg io  q u a n t i t a t i v o  del la  5-OH- 
t r i p t a m i n a  nel s angue  di  uomo  7. 

In  e s t r a t t i  di p l a s m a  di globuli  rossi e di  globuli  
b i anch i  c o m p l e t a m e n t e  pur i f i ca t i  dal le  p i a s t r i ne  n o n  6 
s t a t o  possibi le  d i m o s t r a r e  la p r e s en za  di 5 - O H - t r i p t -  
a l T t i n a .  

I n  conc lus ione  gii e s p e r i m e n t i  r i fer i t i  d i m o s t r a n o  senza  
a lcun  d u b b i o  che  6 poss ibi le  e s t r a r r e  dai  t r o m b o c i t i  di 
polio e di  oca  u n a  s o s t a n z a  che  c o r r i s p o n d e  p e r f e t t a -  
m e n t e  nel le  sue c a r a t t e r i s t i c h e  ch i mi ch e  s p e t t r o f o t o -  
m e t r i c h e  e b iologiche alla 5 - O H - t r i p t a m i n a .  Di con-  
seguenza  i t r o m b o c i t i  degti  uccetli, pe r  q u a n t o  r igua rda  

6 ~I. B. ZL'CKI£R, g ,  K.  FRIED~IAN e ~I. R.~vPORV, Proc .  Soe. 
exper .  Biol. bled.  83, 28:5 (1954). 

7 M. BRACCO, P. C, CURTI e ~:. CIULIANO, 11 F a r m a c o  10 (1955). 
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il f a t t o r e  v a s o c o s t r i t t o r e ,  d e v o n o  essere  c o n s i d e r a t i  
f u n z i o n a l m e n t e  i den t i c i  alle p i a s t r i n e  dei m a m m i f e r i .  

M. BRACCO, P. C. CURTI e V. GIULIANO 

A n o t r e  conna i s sance ,  la p.i .r ,  n ' a v a i t  j a m a i s  ~t6, 
ju squ ' i c i ,  d 6 t e r m i n ~ e  chez  l ' h o m m e .  N o u s  l ' a v o n s  
mesur6e  d a n s  u n e  p remi+re  s6rie de 8 cas  en  u t i l i s a n t  la  
t e c h n i q u e  s u i v a n t e :  

Is t i /u to  di Pa/ologia  Medico ,  Univers i ta  di Genova, e 
Laboratorio Centrale Vil laggio Sanatoriale  di Sondalo, i l  
17 giugno 7955. ~m n. H~ 

50. 

S u m m a r y  
¢9 

F r o m  e x t r a c t s  of pu r i f i ed  b i r d  t h r o m b o c y t e s ,  o b t a i n e d  ~ ,0. 
b y  d i f f e ren t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  of c h i c k e n  a n d  goose blood,  "~ ao. 
i t  h a s  b e e n  poss ib le  t o  s e p a r a t e  a m a t e r i a l  w h i c h  
c o r r e s p o n d s  p e r f e c t l y  in  chemica l ,  s p e c t r o p h o t o m e t r i c ,  "~ 

20" 
and  b io logica l  p r o p e r t i e s  to  5 - O H - t r y p t a m i n e .  B i rd  .o 
t h r o m b o c y t e s ,  t he re fo re ,  as f a r  as t h e  v a s o c o n s t r i c t o r  
f ac to r  is conce rned ,  a re  phys io log i ca l l y  iden t i f i ab le  w i t h  N ~0- 
m a m m M i a n  p l a t e l e t s .  

La press ion intrar6nale chez l 'homme 

P. I. R. = 0, l i t  Tens ion  a r td r ie l l e  m o y e n n e  + 9,0 

Tens ion  a r t6 r ie l l e  h u m d r a l e  m o y e m l e  

P res s ion  i n t r a r 6 n a l e  e t  t en s ion  ar tdr ieI le  chcz  8 p a t i e n t s .  

L ' h y p o t h 6 s e  q u ' u n e  a u g m e n t a t i o n  de p ress ion  i n t r a -  
r6nale  (p.i.r.),  i n t e r f 6 r a n t  a v e c  l ' i r r i g a t i o n  s a n g u i n e  de 
l ' o rgane  e t  la f o r m a t i o n  de  l ' u r i ne ,  pu i sse  j oue r  u n  r61e 
au cours  de  d ive r se s  n 6 p h r o p a t h i e s  n ' a  j a m a i s  6t4 
6 tay6e  p a r  des  n le su res  ob j ec t i ve s .  Et le  e s t  n 6 a n m o i n s  
d6 fendue  p a r  c e r t a i n s  a u t e u r s  t qu i  r e c o m m a n d e n t  de 
t r a i t e r  les a n u r i e s  a igu~s  e t  les n 4 p h r i t e s  in te r s t i t i e l l e s  
c h r o n i q u e s  p a r  la  d 6 c a p s u l a t i o n .  

L a  p.i .r ,  g loba t e  a 6t6 m e s u r 6 e  chez  l ' a n i m a l  n o r m a l  
pa r  que lques  i n v e s t i g a t e u r s k  El le  es t  en  m o y e n n e  de  
14 m m  de m e r c u r e  chez  le l ap in  a e t  de  21 ~ ou 25 m m  ~ 
chez le ch ien .  E l le  d 6 p e n d  de  la  diur6se,  de la  press ion  
ar tdr io la i re ,  de  la  p r e s s ion  v e i n e u s e  e t  p e u t - 4 t r e  de  ta 
press ion  in t e r s t i t i e l l e .  E l le  ne  v a r i e  pa s  s e n s i b t e m e n t  au  
cours  de n 6 p h r o p a t h i e s  e x p 6 r i m e n t a l e s  c o m m e  Fin-  
t o x i c a t i o n  au  t a r t r a t e  de soude ,  a n  sub l im6,  au  ferri-  
c y a n u r e  de  p o t a s s i u m ,  ou la  g l o m 6 r u l o n 4 p h r i t e  de 
Masugi  ~. 
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N o t r e  appa re i l  se c o m p o s e  d ' u n  m a n o m 6 t r e  cap i l l a i r e  
m e r c u r e  reli6 p a r  u n e  t u b u l u r e  semi - r ig ide  ~, u n e  

se r ingue  et  ~ u n e  aigui l le  5 p o n c t i o n  l o m b a i r e .  L a  t u b u -  
lure  e t  la s e r ingue  s o n t  r e m p l i e s  de  N a  CI i s o t o n i q u e  
c o n t e n a n t  3% de  L i q u ~ m i n e  Roche .  G r a c e  ~ u n  r o b i n e t  
s ~ p a r a t e u r  on  p e u t  re l ier  ~t v o l o n t 6  la s e r i n g u e  au  m a n o -  
mcXtre ou ~ l ' a igui l le  e t  le m a n o m b t r e  ~ l ' a igui l le .  - Les  
mesu res  s o n t  p r a t i q u ~ e s  su r  u n  s u j e t  assis,  e o m m e  lors  
d ' u n e  p o n c t i o n - b i o p s i e  d u  re in .  L a  s i t u a t i o n  du  r e i n  
d ro i t  a ~t~ pr~eis6e a u p a r a v a n t  p a r  u n e  u r o g r a p h i e .  
Aprbs  anes th~s ie  locale, l ' a igui l le  p o u r v u e  de  son  m a n -  
d r i n  es t  i n t r o d u i t e  d e p u i s  l ' an g l e  c o s t o l o m b a i r e  d a n s  la  
d i r ec t i on  vou lue ,  j u s q u ' ~  ce q u e  l ' on  s e n t e  u n e  r6sis-  
t a n c e  61ast ique q u e  l ' on  s u r m o n t e  en  e n f o n ~ a n t  e n c o r e  
l ' a igui l le  d ' l - 2  cm. A c e  m o m e n t ,  le s e g m e n t  l ib re  de  
l 'a igui l le  d~cr i t  avec  c h a q u e  m o u v e m e n t  r e s p i r a t o i r e  u n  
t r a j e t  e l l ipsoide  e a r a c t ~ r i s t i q u e  p r o u v a n t  q u e  s o n  ex-  
t r~mi t6  se t r o u v e  dons  le p a r e n c h y m e  r~nal .  O n  r e t i r e  
le m a n d r i n ,  on  rel ic l ' a igui l le  ~ la t u b u l u r e .  O n  i m p o s e  
au m a n o m 6 t r e  une  p ress ion  de  50 m m  de m e r c u r e  e t  o n  
le m e t  en  c o m m u n i c a t i o n  a v e c  l 'a igui l le .  Le n i v e a u  d u  
m e r c u r e  s ' a b a i s s e  a lors  l e n t e m e n t  j u s q u ' ~  u n e  c e r t a i n e  
va leur ,  pu is  s ' immobi l i s e .  Le z6ro de  l ' a p p a r e i l  es t  o b -  
t enu  en  r e t i r a n t  c o m p t b t e m e n t  l 'a igui l le .  

Les r6su l t a t s  o b t e n u s  chez  8 p a t i e n t s  (Tab leau )  d o n -  
n e n t  des  v a l e u r s  compr i se s  e n t r e  23,5 e t  41,5 m m  de  
mercure ,  s ans  qu ' i l  a p p a r a i s s e  de  d i f%rence  s i g n i f i c a t i v e  
e n t r e  d ive r ses  a f f ec t ions  rdna les  c t  des  re ins  ~ peu  prbs  
n o r m a u x .  C ' e s t  le cas  en  p a r t i c u l i e r  de 2 a n u r i e s  a igu6s  

Press ion  in t r a r~na te  chez  8 p a t i e n t s  

P res s ion  
N ° Age  D iagnos t i c  in t ra r f ina le  

m m  de H g  

55 
33 
14 
20 
18 
24 
31 
43 

Ndphroangioscl6rose discrete . . . 
Pydlon6phrite chronique discr6te . . 
Glom~rulon6phrite subaigu6 
Glom~rulon6phrite ehronique . . . 
Glom~rulon6phrite ehronique . . . 
Anurie posttransfusionnelle 
Anurie post pa r tum 
Py61on6phrite h6matog6ne chronique 

Tens iou  Azote  noli  
art~riel le p ro td ique  
m m  de H g  illg°o 

170/ 95 25 
i25/  85 31 
130/ 80 25 
150/ 80 149 
170/120 156 
150/110 104 
170/ 95 252 
135/ 95 304 

32 
24 
34,5 
36 
41,5 
31 
30 
23,5 * 
24,5** 

* A v a n t  d 6 c a p s u l a t i o n  ** Apr6s d6capsulation 

l~x per. 3 


