
34 Br~ves communications -- Brevi comunicazioni [EXPERIENTIA VOL. X I V/I] 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

I d e n t i f i c a z i o n e  c r o m a t o g r a f i c a  del la  fo s for i l -  
co l ina ,  - e t a n o l a m i n a ,  - s e r i n a ,  del la  t t -g l i cer i l -  
f o s f o r i l - c o l i n a ,  - e t a n o l a m i n a  e de l la  c i t id ind i -  
f o s f a t o c o l i n a  ne l l ' ence fa lo  di ratt i  in a c c r e s c i -  

m e n t o  

I1 f i l t ra to  v e n i v a  di t a n t o  in t a n t o  ag i t a t o  af f inchg la 
Nor i t  res tasse  in sospens ione  e l ' ope raz ione  era  c o n t i n u a t a  
per  7-8 ore. D u r a n t e  q u es t o  pe r iodo  il t i l t r a to  d i v e n t a  
l impido ;  alia fine esso v en i v a  cen t r i f uga to  ed il soprana-  
t a n t e  raccol to  in un  pal loncino.  La  Nor i t  v e n i v a  l ava t a  
a sua  vo l t a  con H20 e cen t r i fuga t a .  I1 s o p r a n a t a n t e  di 
q u e s t ' u l t i m a  era r iun i to  al p r imo  e l ' ins ieme v en i v a  
l iofi l izzato (frazione B). 

Dal  s i s t em a  ne rvoso  cen t ra l e  sono s taf f  e s t r a t t i  a lcuni  
corpi  fosfora t i  liberi, p a r t e c i p a n t i  v e r o s i m i l m e n t e  al 
m e t a b o l i s m o  dei fosfa t id i  in qualit/~ di p recursor i  dei 
m e d e s i m i  od a v i c e n d a  di p r o d o t t i  di loro degradaz ione .  
Ess i  sono:  la Io s fo r i l e t ano lamina  t e la glicerilfosforil-  
e t ano l amina~ ;  ~ s t a t a  anche  s egna l a t a  la p re senza  della 
fosfor i lcol ina  3 e del la  gl iceri l fosfori lcol ina 4. In  ques t i  
u l t imi  t e m p i  ino l t re  sono s t a t e  i n d i v i d u a t e  nel  Iegato  di 
r a t t o  piccole  q u a n t i t ~  di c i t i d ind i fos fa toco l ina  e c i t id in-  
d i fos fa toe t ano lamina~ ;  secondo  gli au to r i  ques t i  c i t id in-  
c o m p o s t i  p a r t e c i p a n o  alla s intes i  dei  fosfat idi ,  c o n t e n e n t i  
co l ina  ed e t a n o l a m i n a ,  qual i  i m m e d i a t i  precursor i .  In -  
fine ~ s t a t o  possibi le  sepa ra re  dal  s i s t ema  ne rvoso  cen-  
t ra le  m e d i a n t e  c r o m a t o g r a f i a  su c a r t a  singoli  fosfa t id i  
alcal i- labil i  ( fosfat idi lcol ina,  f o s f a t i d i l e t a n o l a m i n a  e 
fos fa t id i l se r ina  6) e s t ud i a r e  in  vivo in quel  a p p a r a t o  la 
loro veloci t~ di , t u r n o v e r ,  d u r a n t e  i p r imi  giorni  di v i t a  
del  r a t t o  e nel le  sue et~t c o r r i s p o n d e n t i  a 100 g di peso 7. 

Lo scopo  del la  p r e s e n t e  r icerca  ~ s t a t o  quel lo  di sepa-  
ra re  da  uno  s tesso  piccolo c a m p i o n e  di t e s su to  nervoso  
il magg io re  n u m e r o  di c o m p o s t i  c i t a t i  s o p r a  e di s t ud i a r e  
in  vivo la velocitX di , turnovers> di c i a scuno  di essi. Con 
ci6 fu poss ibi le  prec isare  la pos iz ione  da loro o c c u p a t a  
nel  ciclo me tabo l i co  di a lcuni  fosfat idi .  

U n  encefa lo  di r a t t o  di 3 oppure  di 13 giorni  di  v i t a  
(340-610 rag) v e n i v a  f r a m m e n t a t o  per  2 min  in un  piccolo 
o mogen i zza to r e  (4000×g) ,  c o n t e n e n t e  6 ml  di H20 
bol lente .  La  f r a m m e n t a z i o n e  era  c o n t i n u a t a  pe r  a l t r i  
5 min  s o s t i t u e n d o  il b a g n o - m a r i a  bo l len te  con a c q u a  
gh iacc ia ta .  L ' o m o g e n a t o  e l ' a cqua  di  lavaggio  de l l ' omo-  
gen izza to re  e r ano  raccol te  in una  p r o v e t t a  e c e n t r i f u g a t e  
pe r  15 rain a 4000 × g. I1 s o p r a n a t a n t e  di  colore  c i t r ino  
e l e g g e r m e n t e  opaco  ven iva  f i l t r a to  a t t r a v e r s o  c a r t a  da  
f i l t ro S.S. 589/2 ~ 7 cm e raccol to  in una  p r o v e t t a ,  con-  
t e n e n t e  600 m g  di Nor i t  A p r e c e d e n t e m e n t e  l ava t a  con 
N HC1. Alia fine della f i l t raz ione  la c a r t a  da  f i l t ro  e 
l ' es iguo p r e c i p i t a t o  del la  cen t r i fugaz ione  v e n i v a n o  ac- 
c u r a t a m e n t e  lava t i  con H20,  la quale  era  poi agg iun t a  al 
f i l t ra to .  10 ml  di me tano lo -c lo ro fo rmio ,  1/2, e r a n o  
ve r sa t i  nel la  p r o v e t t a  c o n t e n e n t e  il p rec ip i t a to ,  p r ev i a  
a g g i u n t a  del la  c a r t a  da  f i l t ro (su di essa  in fa t t i  si 
s t r a t i f i c a t a  d u r a n t e  la f i l t raz ione  u n a  pell icola di I ram-  
m e n t i  c o n t e n e n t i  lipidi). In  ta le  m o d o  fu poss ibi le  
e s t r a r r e  u n a  quan t i t / t  di fosfa t id i  alcali- labil i  s e m p r e  
suf f ic ien te  pe r  la loro success iva  ind iv idua l i zzaz ione  
(frazione A). 
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Autoradiogramma di composti contenenti 32p (frazione B), estratti 
da nn eneefalo di ratto di 88 ore di vitae separati mediante eromato- 
grafia su carta; l'animale ~ stato saerificato dopo 16 ore dalla som- 
ministrazione di NaH~32PO4. Composti: 1) fosforilcolina; 2) Iosforil- 

etanolamina; 3) fosforilserina. TemFo di esposizionc: 21 giorni. 

10 ml di  p i r id ina  al 10% v e n i v a n o  agg iun te  alia Nor i t  
e t a  p r o v e t t a  era  a g i t a t a  di t a n t o  in t a n t o  pe r  20 min .  
Dopo  cen t r i fugaz ione  il s o p r a n a t a n t e  v e n i v a  racco l to  in 
un  sepa ra to re ,  p rev ia  f i l t raz ione  a t t r a v e r s o  c a r t a  S,S. 
589/1 ~ 7 cm. La  Nor i t  era  n u o v a m e n t e  t r a t t a t a  con 
5 ml di p i r i d i n a  al 5% per  10 min,  poi c e n t r i f u g a t a  e:t il 
s o p r a n a t a n t e  raccol to  per  f i l t raz ione  nello s tesso separa -  
tore,  Pe r  e l iminare  la p i r id ina  il f i l t ra to  v e n i v a  s b a t t u t o  
e n e r g i c a m e n t e  con  25 ml  di  c lo ro formio  e cib per  t re  
vol te ,  r i m u o v e n d o  ogni  vo l t a  la fase c o n t e n e n t e  cloro- 
formio.  Alla  f ine la Iase a cq u o s a  e l ' a c q u a  di  l avaggio  dei 
s e p a r a t o r e  e rano  c e n t r i f u g a t e  ed, il s o p r a n a t a n t e  l impido  
era  raccol to  in un  pa l lonc ino  ass ieme a l l ' a cqua  di la- 
vaggio  del  p r e c i p i t a t o ;  il t u t t o  alla f ine era  l iofi l izzato 
(frazione C). 

Dal la  f raz ione  A,  prev ia  b l a n d a  idrolisi  a lca l ina  dei 
fosfa t id i  8, e rano  sepa ra t i  m e d i a n t e  c r o m a t o g r a f i a  su 
c a r t a  i I r a m m e n t i  fosfodies ter ic i  del la  fosfa t id i lcol ina ,  
f o s f a t i d i l e t ano l amina  e fos fa t id i l se r ina  7. 

La  f raz ione  B era  r id i sc io l ta  in 0,3-0,4 ml di  H20;  da  
essa  e rano  p re l eva t i  0,01 ml  m e d i a n t e  mic ros i r inga  
m i c r o m e t r i c a  Agla  e d e p o s i t a t i  su c a r t a  pe r  c r o m a t o -  
graf ia  W h a t m a n  n ° 1 p r e c e d e n t e m e n t e  I ava t a  con 2N ac. 
acet ico.  P e r  la p r i m a  corsa  (18 h) ~ s t a t o  u s a t o  il s o l v en t e  
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fa t to  di fenolo /acqua ,  80/20, (p/v), e per la seconda 
corsa (10 h) etanolo/NH3/H~Og,60/20/10,  o pi~t ra ramente  
co l l id ina / lu t id ina /acqua ,  100/100/100. Sulla car ta  sono 
s ta te  i n d iv idua t e :  la fosforilcolina,  la fosforiletanol- 
amina ,  la fosforilserina, la L-~-glicerilfosforilcolina, e la 
L-~-gl iceri l fosfori letanolamina.  

La  frazione C era  r idisciol ta  in 0,2-0,3 ml di H ,O;  da  
essa e rano  pre leva t i  0,005-0,008 ml e deposi ta t i  su car ta  
per  c roma togra f i a  S. S. 2045/a p receden temente  lava ta  
con 2N ac. acetico.  Per  la p r ima  corsa (10 h) ~ s ta to  usato 
il so lvente  f a t to  di acetone/0,005 N ac. acetico, 50/50, e 
per  la seconda  corsa  (20 h) il so lvente  di KREBS e HEMS l° 
senza versene  (ac. isobutirrico/N NH3, 100/60). Sulla 
car ta  ~ s t a t a  f inora  ident i f icata ,  fra gli al tr i  nucleotidi ,  ta 
c i t id indifosfatocol ina .  

I da t i  o t t enu t i  possono essere cosl r iassunt i :  

1 ° ~: s t a to  possibile separare  con t emporaneamen te  da 
piccole q u a n t i t ~  di tessuto  nervoso (340-610 mg) un 
notevote  n u m e r o  di corpi  fosforat i  tiberi (alcuni giA 
conosciut i ,  a l t r i  poco o non conosciuti) ,  i quali  parteci-  
pano ve ros imi lmen te  al me tabo l i smo di alcuni fosfatidi 
in qualitb, di precursor i  dei medes imi  od a v icenda  di pro- 
do t t i  di loro degradazione .  

2 ° Essi  sono:  la fosfor i le tanolamina  e la L-~c-glicerit- 
fos for i l e tano lamina  (gi& conosciuti)  n ,  la fosforilcolina e 
la L-~-glicerilfosforilcolina (poco conosciuti) t2' la fos- 
forilserina e la c i t id indi fosfa tocol ina  (non conosciuti) .  In- 
ol tre  sono s ta te  separa te  dallo stesso campione  di tessuto 
la fosfatidil-colina,  - e t ano lamina  e -serina. 

3 ° T u t t o  lascia supporre  che al t r i  corpi fosforati,  
spec i f i ca tamente  la glicerilfosforilserina, la ci t idindifos- 
f a to -e t ano lamina  e -serina ancora  non ident i f icat i  siano 
present i  sui c r o m a t o g r a m m i .  

4 ° Sulla  base di p rove  col la teral i  sembra  che il 
me todo  di es t razione e di f r az ionamento  de l l ' e s t ra t to  
acquoso (frazioni B e C) non alteri ,  nei I imiti  del l 'errore 
sper imenta le ,  q u a l i t a t i v a m e n t e  e q u a n t i t a t i v a m e n t e  i 
compost i  fosforat i  r icercati .  

5 ° La  concen t raz ione  media  (76 animali)  di alcuni 
compost i  fosforat i  nel l ' encefalo  di r a t t i  compresi  fra il 
3 ° ed il 13 ° giorno di v i t a  ~ cosi r i su l ta ta :  fosforilcolina 
76 :]7 13 /,g P /g  di tessuto  fresco; fosfor i le tanolamina 
91 :[: 7 pg P /g ;  fosfori lserina 29 :t: 8 p g P / g ;  L-a-gliceril- 
fosfori lcolina 42 ± 14 pg P/g ;  L-c~-glicerilfosforiletanol- 
a m i n a  32,4 :t: 11 /~g P/g.  Nel  calcolo non ~ s ta to  t enu to  
con to  delle pe rd i te  che ciascun compos to  subisce duran te  
la separaz ione  c romatogra f i ca  su carta .  

N. MIANI 

Istituto di Anatomia, Universit~ di Padova, il 16 Set- 
tembre 1957. 

Summary 

A m e t h o d  is descr ibed whereby  the  phosphoryl-  
choline, - e thano lamine ,  -serine, the  t -a -g lycery lphos-  
phoryl-chol ine ,  -e thanolamine ,  the phosphat idyl -cho-  
line, - e thano lamine ,  -serine and also the  cyt id inedi-  
phospha techo l ine  m a y  be separa ted  in the  bra in  of a ra t  
a few days  old (340-610 mg). 
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P R O  E X P E R I M E N T I S  

Electrophoretic Analysis  of  Clinical Dextrans  

Tim clinical value  of dex t r an  depends  on its molecu la r  
weight.  The mean molecular  weight ,  however ,  is a v e r y  
unrel iable index of the  the rapeu t i c  proper t ies  unless  
supplemented  by the  analysis  of the  po lyd i spers i ty  of  
the dex t ran  preparat ion.  

We have  recent ly  shown tha t  dex t r an  dissolved in a 
bora te  buffer exhib i t s  e lec t rophore t ic  mob i l i t y  and t h a t  
a mix ture  of two homogeneous  d e x t r a n  f ract ions  of 
different  molecular  weight  can  be pa r t i t i oned  in t he  
electric field with a good recovery  of each c o m p o n e n t  t. 

I t  appears  t ha t  e lectrophoresis  of dex t r an  m a y  afford 
means of es t imat ing  bo th  the mean  molecu la r  weight  
and the polydispers i ty  of a dex t r an  prepara t ion .  

Materials and Methods.-Electeophoresis was carr ied  
ou t  in a Foka l -B  appa ra tus  (Str i ib in  & Co., Basle) a t  
+ 2.5°C, using white  l ight and a s t andard  85 m m  Tiselius 
type  cuve t te  2. The percentage  compos i t ion  of a mix tu re  
was eva lua ted  by f i t t ing Gauss ian  curves  to the  en-  
larged pat terns.  
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Borate bu//er was prepared by ad jus t ing  a boric acid 
solution to pH  10.0 (glass e l e c t r o d e ) w i t h  sod ium 
hydrox ide ;  the  final concen t ra t ion  of bora te  ion was 
0.05 M in all exper iments .  

Molecular weights were ca lcula ted  from the  combined  
diffusion constant ,  intrinsic viscosity and partial specific 
vo lume  de te rmina t ions  s. 

Purified dextran /raclions were obta ined  f rom acid-  
hydrolysed na t ive  dex t r an  by repea ted  e thano l  f rac t iona-  
tion. The final lyophil ised prepara t ions  were  d isso lved  
in the bora te  buffer and exhaus t ive ly  d ia lysed against 
the same buffer. 

Results.-Electrophoretic mobil i t ics  of purif ied dex-  
t ran fractions were de t e rmined ;  the  mean  values,  cal- 
cu la ted  from ascending and descending boundar ies ,  are  
p lo t ted  against  molecular  weights  of the  f rac t ions  as 
shown in Figure  1. The da t a  on 'Macrodex ' - f rac t ions ,  
k indly  donated  by P h a r m a c i a  A.G.,  Uppsala ,  Sweden,  
are included in this graph and marked  wi th  crosses. I t  is 
ev iden t  t ha t  e lec t rophore t ic  mobi l i ty  is l inear ly  de- 
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