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The immunological reactions indicated with an apostrophe refer to the corresponding numbers of the electrophoretic runs. Besides each 
bird examined, the immunoelectropherogram of Sturnus vulgaris (starling} was represented (s} to allow a comparison with the most 
complete inlmunological reaction, d = dextran (rel. mob. = 0); a = human serum albumin (rel. mob. = 1); ag = antiserum groove; ig=in" 

sertion groove; c¢ = ot-crystallin. 

Fig. 1. In a Passeriform lens pherogram, characterized by the 0.60 
fraction which is found, for instance, in Accipiter nisus (sparrow 
hawk), almost all components give an individual precipitation line 

Fig. 8. Immunoelectropherogram of Sula bassana (gannet). Besides 
the one of the =-erystallin, the simple reaction shows a characteristi- 

cally curved precipitation line. 

Fig. 2. Immunoelectropherogram of CochIearius cochlearius (boat- 
bill heron) showing the Anseriform type: a long extended fused 
precipitation line corresponding probably, as in ducks, to the mul- 

tiple antigens of the FISC (RABAEY4). 

Fig. 4. Among other types, Cuculus canorus (European cuckoo) 
represents an apparent reduced lens pherogram, the less visible com- 
ponents of which, however, are revealed by a more complete im- 

munological reaction. 

of glycogen in i ts  lens s. Whi le  all Charadr i i fo rm lenses 
con t a in  glycogen,  i t  is no t  found  wi th  Sphenisc i formes  
and  ' P e t e c a n i f o r m e s '  ( i . e .  ganne t s  and  cormoran t s ,  for 
Pelecanus has  a glycogen-posi t ive ,  heron- l ike  lens phero-  
gram,  and  p e r h a p s  should  r a t h e r  f i t  in t he  Ciconiiformes;  
cf. t he  old concep t ion  of GADOW, 1893S). Mole  de ta i led  
r epor t s  u p o n  th is  m a t t e r  will soon be publ i shed  else- 
where L 

Zusammen /as sung .  Mit I m m u n o e l e k t r o p h o r e s e  und  
Mikro-Agare lek t rophorese  we rden  die L insenpro te ine  ver-  
sch iedener  Voge lgruppen  un te r such t .  Der  Vergleich der  
R e a k t i o n  der  L i n s e n e x t r a k t e  m i t  a n t i - S t a r - A n t i s e r u m  
e r l aub t  n ich t  n u t  Riicksehlfisse auf  die V e r w a n d t s c h a f t  
mi t  den  Singv6geln;  auf  Grund  ihrer /~hnl ichen Reak t ion  

kann  auch  die gegensei t ige V e r w a n d t s c h a f t  der  un te r -  
such ten  A r t e n  beur te i l t  werden .  

H.  GYSELS 

I n s t i t u u t  voor Dierkunde-Sys lemat iek ,  Ri~ksunivers i te i t  
Gent (Belgium),  November 1, 7963. 

a M. RABAEY, Nature 198, 206 (1968). 
s H. GADOW, in BRONN'S Klassen und Ordnungen des Tkierreichs, 

VSgel II (1898). 
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A z i o n e  d e l l h c E p i d e r m a l  G r o w t h  F a c t o r ~  su l l a  
s in t e s i  di ac idi  nuc le i c i  e p r o t e i n e  

deWepi te l i o  c u t a n e o  t 

J~ di  recen te  acquisizione il f a t t o  c h e l a  cresci ta  e la dif- 
ferenziazione di  a lcuni  t ip i  cellulari  6 d i r e t t a m e n t e  in- 
f luenza ta  e regola ta  da  specifici ~, g rowth  factors  ~. I1 p r imo 
di ques t i  f a t to r i  ad  essere i nd iv idua to  e ca ra t t e r i zza to  
nel la  sua s t ru t t u r a ,  agisce s e l e t t i vamen te  sulle cellule 
nervose  s impa t i che  ed ~ r i p o r t a t o  nel la  l e t t e r a t u r a  come 

N G F  (LEvI-MONTALClNI e COHEN~; LEVI-MONTALCINI e 
ANGELETTIS). P ih  r e c e n t e m e n t e  6 s t a to  isolato un  al t ro  
f a t t o re ;  che agisce s t imolando  spec i f i camente  la cresci ta  

i I1 presente lavuro 6 stato rcalizzato con fondi del NtH e della 
Merck Sharp-Dohme Co. 

2 R. LEvI-MoNTALCINI e S. COHEN, Ann. N.Y. Acad. Sci. 85, 324 
(1960). 

8 R. L~vI-MONTALClm e P. U. ANGELETTI~ Quart, Rev. Biol. 36, 99 
{1961). 
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degli  epi te l i  cu t ane i  ed  i processi  di  che ra t i n i zzaz ione  
(COHEN4,6). A n a l o g a m e n t e  a l l ' N G F ,  a n c h e  ques to  f a t t o r e  
di  c resc i t a  de l la  pel le  a p p a r e  essere di n a t u r a  p ro t e i ca  e si 
t r o v a  in  a l t a  c o n c e n t r a z i o n e  ne l la  g h i a n d o l a  sa l iva re  del  
t opo  masch io ,  d a  dove  p u b  essere e s t r a t t o  e pur i f i ca to .  

L a  in iez ione  di  piccole  q u a n t i t A  di  q u e s t a  p r o t e i n a  
d e t e r m i n a  u n  r a p i d o  a c c r e s c i m e n t o  di t u t t o  l ' epi te l io  
c u t a n e o  e m a r c a t o  i spe s s imen to  dello s t r a t o  che ra t i noso .  

Nel  p r e s e n t e  l avo ro  ~ s t a t o  s t u d i a t o  l ' e f fe t to  d i  q u e s t o  
f a t t o r e  ( d e n o m i n a t o  E G F  = e p i d e r m a l  g r o w t h  factor) ,  sul-  
la  s in tes i  degl i  ac idi  nucleici ,  p r o t e i n e  e di  a l cune  a t t i v i t ~  
e n z i m a t i c h e  de l ia  ep ide rmide .  

ParLe sperimentale. L ' e s t r a z i o n e  e ta pur i f i caz ione  de l la  
p r o t e i n a  b i o l o g i c a m e n t e  a t t i v a  e r a n o  esegui te  secondo la  
p r o c e d u r a  d e s c r i t t a  a l t r ove  in de t t ag l io ;  in  t u t t i  gli esperi-  
m e n t i  qu i  r i p o r t a t i  ~ s t a t a  u s a t a  u n a  p r e p a r a z i o n e  d i  
<~epidermal g r o w t h  factor~> (EGF) ,  p u r i f i c a t a  sino al ia  
e luzione a t t r a v e r s o  c o l o n n a  di S e p h a d e x  G 75 (CoHEn4). 

Pe r  ogni  e spe r imen to ,  r a t t i n i  a p p e n a  n a t i  e r ano  i n i e t t a t i  
ogni  g io rno  s.c.,  con  E G F  in soluzione acquosa ,  nel la  
q u a n t i t A  di 2 ~g/g di peso corporeo  e pe r  la  d u r a t a  di 5 
giorni .  

P e r  ogni  e spe r imen to  e r ano  usa t i  a n i m a l i  d a  s tessa  
n id i a t a ,  m e t ~  dei qua l i  v e n i v a n o  usa t i  come cont ro l lo  e 
l ' a l t r a  metA s o t t o p o s t a  al  t r a t t a m e n t o  con  E G F .  A1 te r -  
m i n e  del  t r a t t a m e n t o  gli a n i m a l i  e r a n o  sacr i f ica t i  pe r  de-  
cap i t az ione  e la  cu te  e ra  i m m e d i a t a m e n t e  r imossa  e 

d i s t e s a  su appos i t i  p i an i  r a f f r edda t i  c o s t a n t e m e n t e  a 
3-4°C.  Da l l a  pelle cosi d i s t e sa  v e n i v a n o  qu ind i  sez iona te  
a ree  c i rcolar i  del  d i a m e t r o  di  2 cm, m e d i a n t e  u n a  l a m a  
c i rcolare  a p p o s i t a m e n t e  cos t ru i t a .  

L a  sepa raz ione  del la  e p i d e r m i d e  da l  d e r m a  si o t t e n e v a  
q u i n d i  i n c u b a n d o  Ie sezioni  di pelte in  u n a  so luz ione  
d i l u i t a  di t r i p s i n a  (2%)  in t a m p o n e  Krebs- fos fa to ,  pe r  
c i rca  30 min .  Dopo  t a l e  t r a t t a m e n t o  la  e p i d e r m i d e  e ra  
f ac i lmen te  s e p a r a t a  da l lo  s t r a t o  s o t t o s t a n t e  di  de rma ,  si 
l a v a v a  a c c u r a t a m e n t e  in  soluzione fisiotogica e inf ine  le 
so t t i l i  sezioni  e r ano  usa te  pe r  le va r i e  ana t i s i  ch imiche .  

P e r  la d e t e r m i n a z i o n e  degli  Acidi  Nucleici ,  ogni  pezzo 
di ep ide rmide  era  e s t r a t t o  con  ac ido  t r ic lorace t ico  al  5 %  
a 0°C, qu ind i  l a v a t o  t r e  vo l t e  con  miscugl io  a lcool-e tere  
ed inf ine  con  etere.  

I c amp ion i  cosi p r e p a r a t i  e r ano  q u i n d i  lasc ia t i  seccare 
a l ia  t e m p e r a t u r a  di  50°C e q u i n d i  n u o v a m e n t e  e s t r a t t i  
con TCA al  5% (2 ml  pe r  ogni  campione) ,  in  u n  b a g n o  
t e r m o s t a t a t o  a 90°C pe r  15 min .  

L ' ac ido  r ibonuc le ico  e ra  d e t e r m i n a t o  in a l iquo te  di 0,2 
cm 3 di  ques to  e s t r a t t o  u s a n d o  la  reaz ione  a l l 'o rc inolo  pe r  
i pen tos i  secondo il m e t o d o  di VOLKIN e COHN e, m i s u r a n d o  
la  D.O.  a 660 m ~  in  uno  s p e t t r o f o t o m e t r o  B e c k m a n  DU.  

P e r  ogni  e s p e r i m e n t o  e ra  f a t t a  in  pa ra l l e lo  u n a  c u r v a  
s t a n d a r d ,  con  p u r o  R N A  (Sigma).  Nel  calcolo dei  r i s u l t a t i  
s i  t e n e v a  c o n t o  di u n  f a t t o r e  d i  correz ione  pe r  il colore 
p r o d o t t o  da l  D N A  nel la  reaz ione  con  t 'o rc inolo ,  dopo  a v e r  
d e t e r m i n a t o  che  7,4 ~z di  D N A  d a v a n o  u n a  reaz ione  
e q u i v a l e n t e  a que l l a  di  1 ~g di  R N A :  

P e r  la  d e t e r m i n a z i o n e  del  D N A  si u s a v a  la  r eaz ione  
a l la  d i f e n i l a m i n a  pe r  i desoss i -pentos i ,  secondo  il m e t o d o  
di Di sch  e Schwarz ,  mod i f i ca to  d a  VOLKIN e Comq 7, 
u s a n d o  a l i quo t e  di  1 c m  8 d e l l ' e s t r a t t o  con  TCA. L a  den -  
s i t~  o t t i c a  dei  c a m p i o n i  e ra  l e t t a  a 540 m/z, in  u n  B e c k m a n  
D U  ; per  ogni  e s p e r i m e n t o  si  d e t e r m i n a v a  u n a  c u r v a  s t a n -  
dard ,  u t i l i z zando  u n a  soluzione s tock  d i  D N A  o t t e n u t o  
da l la  Sigma.  

P e r  la  d e t e r m i n a z i o n e  d e l l ' a t t i v i t £  enz ima t i ca ,  le sezioni 
di  ep ide rmide  e r a n o  omogen i zza t e  in  NaC1 al 0 . 9 ~  (0.5 ml  
pe r  ogni  sezione di pelle di 2 cm di  d iamet ro ) .  Gli omo-  
g e n a t i  e r a n o  cen t r i f uga t i  pe r  5 m i n  a 3000 rpm,  ed il 

s u p e r n a t a n t e  u sa to  p e r  le anal is i .  Gli  enz imi  presi  in  e same  
e rano :  fosfa tas i  ac ida ,  i s t idas i  e de id rogenas i  l a t t i ca .  

Pe r  la  d e t e r m i n a z i o n e  del la  fosfa tas i  a e i d a  ~ s t a t o  se- 
gu i to  il m e t o d o  di  BBSSEY e t  al. s pe r  l a  i s t idas i  i l  m e t o d o  
di  TABOR e MEHI.ER 9 e p e r  la  de id rogenas i  l a t t i c a  il m e t o -  
do  d i  KORNBERG x0. 

P e r  la  d e t e r m i n a z i o n e  del  peso secco e de l l ' a zo to  to t a l e ,  
secondo il m e t o d o  di  K je ldah l ,  e r a n o  usa t e  sezioni  i n t e r e  
di  e p i d e r m i d e  (d i ame t ro  c m  2), o t t e n u t e  l ibe re  da l  d e r m a  
m e d i a n t e  t r ips in izzaz ione .  

Risul tat i  e commento. L ' in i ez ione  del  f a t t o r e  di  c rese i t a  
de l la  cu te  (EGF) ,  nelle dosi  s o p r a  ind ica te ,  d e t e r m i n a  u n a  
r a p i d a  r i spos t a  degli  ep i t e l i  c u t a n e i  gi~ a p p a r e n t e  al  set -  
t i m o  g iorno  di  t r a t t a m e n t o ,  p e r  la  p recoce  e ruz ione  dei  

(Sopra) Sezione di cute di ratto a 5 giorni. (Sotto) Sezione di cutedi 
ratto iniettato per 5 giorni con E.G.F. (2 ~g/g). Em. Eos. 65 x. 

4 S. Coi~E~, J. biol. Chem. 2a7, 1555 (1962), 
S. COHEN e G. A. ELLIOT, J, invest. Derm, 40, 1 (1963). 

0 E. VOLRI~ e W. E. COIl>r, in Methods ol Biochemical Analysis (Ed. 
D. GLICK, Interseience Publ. Inc., New York 1954), vol. I, p. 298. 
E. VOLK~N e W. E. CoHu, in Methods o/Biochemical Analysis (Ed. 
D. GreeK, Interseience Publ. Inc., New York 1954), vol. I, p. 299. 

s D. A. B~sssv, O. H. LOWRY e M. J. BROCK, J. biol. Chem. 164, 
321 (1946). 

9 H. TABOR e A. H. MBHLER, in Methods in Enzyrnotogy (Ed. S. P. 
COLOWICK, N. O. KAPLAN, Acad. Press Inc., New York 1955), 
p. 228. 

C0 A. KORNBERG in Methods in Enzym0/ogy (Aead. Press Inc., New 
York 1955), vol. I, p. 441. 
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dent i  incisivi  e per  la precoce aper tu ra  della r ima  palpe-  
brale, fenomeni  en t r ambi  dovut i  al ia cherat inizzazione 
dei  r i spet t iv i  epiteli  di r ives t imento.  

Al l ' esame istologico l ' iperplasia  della cute  negli an imal i  
t r a t t a t i  appare  ev iden te  e ma rca t a  ovunque ,  cost come la 
ipercheratosi  (Figura). 

Nel la  Tabel ta  sono r ipor ta t i  i r i su l ta t i  deUe de te rmina-  
zioni degli acidi r ibonucleico e desossir ibonucleico nell 'epi-  
dermide  degli an imal i  t r a t t a t i  e degli an imal i  controllo.  I 
valor i  sono espressi in te rmine  di Mg/Unit~ di area, essendo 
ques t ' u l t ima  una  sezione e sa t t amen te  circolare di 2 cm di 
diametro.  

Come si osserva, il t r a t t a m e n t o  con E G F  de t e rmina  un 
significante aumen to  sia de l I 'RNA,  come del D N A  ed il 
r appor to  t r a i l  va lore  medio  sper imenta le  e i l  valore  medio  
di controllo r isul ta  essere di 1,33 per  il D N A  e di 1,31 per  
I 'RNA.  

Ancora  p i t  sensibile appare  invece l ' a u m e n t o  a carico 
del peso secco, come si osserva nella Tabella .  Per  il peso 
secco infat t i ,  il r appor to  t r a  sper imenta le  e controIlo 
r isul ta  essere 1 ,65,  men t re  il con tenu to  percentua le  in 
azoto r imane  invar ia to .  

Nel la  Tabel la  infine, sono r ipor ta t i  i va lor i  della deter-  
minazione  di alcune a t t i v i t£  enzimat iche  ; si osserva come 
nel l ' ep idermide  degli  an imal i  sper imenta l i  Ia ist idasi  e la 
fosfatasi  acida e la deidrogenasi  l a t t i ca  sono cos tan temente  
e m a r c a t a m e n t e  aumen ta t e .  

I r i su l ta t i  del presente  lavoro d imos t rano  che l ' iniezione 
di E G F  s t imola  se l e t t i vamen te  l ' accresc imento  del ia  epi- 
dermide,  confermando le precedent i  osservazioni  morfolo- 
giche. L ' e f fe t to  deI Ia t to re  si r i f le t te  in un significante 
aumen to  del con tenu to  di prote ine  ed acidi  nucleici]unitk 
di a rea  di cu te  negli animat i  t r a t t a t i ;  ta le  a u m e n t o  appare  
pa r t i co la rmente  marca to  (fuori del 100%), quando  si con- 
s iderano i valor i  re la t iv i  al  peso secco]unit~ di area,  fa t to  
ques to  dovu to  alia abbondan te  chera t in izzazione  che si 
osserva neg!i an imal i  sperimental i .  

I n  conclusione,  la iniezione so t tocu tanea  di piccole dosi 
di E G F  s t imola  v i v a c e m e n t e  i processi di sintesi  e di 
accrescimento delle cellule epi tel ial i  del la  cu te ;  il mec-  
canismo a t t raverso  il quale  si ver if ica tale  effet to  r imane 
ancora  da  spiegare;  la sua delucidazione po t rk  forse por-  
tare  un notevole  con t r ibu to  alia chiarif ieazione di quei  
processi che regotano la cresci ta  e la differenziazione 
cellulare. 

Effetto deU'EGF sugli acidi nucleici, proteine ed enzimi della epi- 
dermide di ratto. Ogni valore rappresenta la media di 6 esperimenti 

ControUi Sperimentali Rapporto s.c. 

Peso seeeo mg/unith 
di area a 9 4- 1,5 15 =k 1,4 1,65 
N% 14,9 15,01 + 1,0 
DNA tzg/unit~ di area 277 4- 21 371 4- 41 1,38 
RNA ~.g/unit~ di area 529 =[= 36 693 4- 86 1,31 
Istidasi U/ml/h b 485 + 59 849 =h 48 1,8 
Fosfatasi acida U/ml/h I8,9 =h 1,5 24,5 4- 3,8 1,7 
Lattieo-deidrogenasi 
l~m/ml/h 28,5 :h 2,6 41,34-4,2 1,4 

s UnitA di area = 3.14 cmz. b UnitA arbitrarie. 

Summary. The  biological  effect has  been inves t iga ted  
of a specific pro te in  wi th  a g rowth-s t imula t ing  ac t i v i t y  on 
ep idermal  cells. 

In jec t ion  of minu te  amount s  of this factor  (EGF) into 
newborn  ra ts  produces  hyperp las ia  of the  epidermis  wi th  
a marked  increase in the  prote in  and nucleic acid con ten t  
per  uni t  of skin area. The  ac t i v i t y  of a number  of epi- 
de rmal  enzymes  per  uni t  area  is also increased by  the  
ep idermal  growth  factor.  

P. U. ANGELETTI, IVL L. SALVI, 
R. L. CHESANOW e S. COHEN 

Istituto Superiore di Sanith, Laboratori di Chimica 
Biologica e Facolta di Medicina e Chirurgia, Universitg~ 
Cattolica S. Cuore, Roma (Italia), il 18 novembre, 7963. 

The  M e a s u r e m e n t  of  the  R e n a l  C learance  of  
7 . E m i t t i n g  T r a c e r s  b y  the  U s e  of  E x t e r n a l  

C o u n t i n g  

Introduction. The renal  c learance ra te  of substances 
which undergo e l imina t ion  t h rough  the  k idneys  is usual ly  
measured  by  venous  infusion of the  tes ted substance and 
collect ion of the  ur ine b y  means  Of ure thra l  ca theter iza t ion .  

I t  seems possible, if the  indica tor  subs tance  is labelled 
wi th  a 7-emi t t ing  isotope, to  der ive  t he  d a t a  requi red  for 
the  calculat ion of the  clearance ra te  t ak ing  counts  over  
t he  Madder ,  thus  avoid ing  the  need of u re th ra l  c a the t e r i -  
zat ion and cont inuous  infusion 1. 

The  purpose  of th is  note  is brief ly to repor t  the  ex- 
per iments  which h a v e  been  made  in order  to  t e s t  such a 
possibil i ty,  the  technique  which has been developed,  and 
the  resul ts  obta ined.  

Method. The renal  clearance of a substance c i rcula t ing 
in t he  blood and  e l iminated,  a t  l ea s t  in par t ,  by  the  kid-  
neys is : 

Ct = AXE 
t+ zit (1) 

/x~(t) d t 
t 

where AXE is the  a m o u n t  of t he  substance e l imina ted  
dur ing  t h e  t ime  in te rva l  At, and  xp(t) t he  p lasma concen-  
t r a t ion  of the  substance.  When  ~,-emitting t racers  are  
used, AXE can  be eva lua ted  by  ex te rna l  count ing  over  t he  

1 C. BIANCltI and P. TONI, RadioM~tive Isotope in Klinik und For. 
schung, Sonderbd, Strahlentherapie 53, 301 (1963). 


