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2e expdrience 
Culture par agrandissement. Souche Ar. 3. Liquide de culture A 

double concentration de sels nutrltifs. Concentration de la cholest6- 
fine: ~ par 1000. Volume final ~ 4900 cm a. Dur6e de l'exp6ricnce: 
18 jours. Substance totale rccueiUie = 9,071 g. Portion c6tonique 
= 1,239 g (rend. 13,64°o). Le produit recristallis6 de l'atcool m~thy- 
liqne-ac6tone (3:~) donne p. f. = 80-81°C qui n'est pas abaiss6 par 
le m~lange avec le z] 4 cholest6none. 

3e expdrience 
Culture par agrandissement. Souche Ar. 3. Liquide de culture h 

double concentration de sels nutritifs. Concentration de la cholest6- 
fine: 0,625 par 1000. Volume final = 4000era 3. Dur6e de Fexp6rience'. 
1 ranis. Substance totale recueillie = 2,14I g. Portion c6tonique 

0,236 g (rend. 11,02%). Le produit recristallis6 de l'alcool m6thy- 
lique-ac6tone (3:2) donne p. f. = 80°C en m61ange. 

n r6su l te  de ces o b s e r v a t i o n s  que  le p o u v o i r  o x y d a n t  
des  m i c r o o r g a n i s m e s  a p p a r t e n a n t  au  genre  Flavobacte- 
r i u m  a r 6 e l l e m e n t  une  e x t e n s i o n  r e m a r q u a b l e ,  p u i s q u ' i l  
ag i t  m ~ m e  su r  des  s u b s t a n c e s  qui ,  c o m m e  le choles t6rol ,  
p r 6 s e n t e n t  une  g r a n d e  r6s i s t ance  a u x  a t t a q u e s  des mic ro -  
o r g a n i s m e s  e t  des enzymes .  I1 es t  donc  t o u t  A fa i t  jus t i f i6  
de p o u r s n i v r e  e t  d ' a p p r o f o n d i r  les expe r i ences  e n t r e -  
pr i ses  avec  ce bacil le .  

CARLO ARNAUDI e t  CESARINA COLLA 

I n s t i t u t  de mic rob io log ie  g6n~rale,  agr icole  e t  t e ch -  
n i q u e  de l ' U n i v e r s i t ~  de  Milan ,  le 23 s e p t e m b r e  1948. 

S u m m a r y  

C o n t i n u i n g  h is  e x p e r i e n c e s  u p o n  t h e  o x i d a t i v e  a c t i v -  
i t ies  of o r g a n i s m s  b e l o n g i n g  t o  g e n u s  Flavobacter ium,  t h e  
a u t h o r  r e p o r t s  t h e  c o n d i t i o n s  in  w h i c h  Flavobac ter ium 
mar l s  effec ts  t h e  o x i d a t i o n  of cho les t e ro l  to  cho l e s t enone .  
T h i s  t r a n s f o r m a t i o n  is o b t a i n e d  w i t h i n  20 d a y s  w i t h  
y ie lds  w h i c h  v a r y  f rom 11 t o  13 %. 

O n  the Hemagglut in ins  of Beans and 
of Influenza Virus 

W e  h a v e  e x t r a c t e d  t h e  h e m a g g l u t i n i n  c o n t a i n e d  in  
t h e  seeds  of .Papilionacea~ 1 in  t h e  f o r m  of a s u b s t a n c e  
so lub le  in  o rgan ic  so lven t s ,  a n d  h a v e  a p p l i e d  e s s en t i a l l y  
t h e  s a m e  m e t h o d  to  t h e  e x t r a c t i o n  of t h e  h e m a g g l u t i n i n  
of i n f l u e n z a  v i r u s  ~. T h e  t e s t s  were  m a d e  b y  SALK'S 
m e t h o d  ~. 

The  v e g e t a b l e  h e m a g g l u t i n i n  was  e x t r a c t e d  b y  soak-  
ing  a n d  g r i n d i n g  c o m m e r c i a l  d r i ed  b e a n s  in w a t e r ,  
p r e c i p i t a t i n g  a t  PH 5 -0 w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  of e t h a n o l ,  
a n d  t r e a t i n g  t i le  p r e c i p i t a t e  w i t h  i so -p ropano l .  A f t e r  
t h o r o u g h  s t i r r ing ,  t h e  m i x t u r e  was  c e n t r i f u g e d ,  a n d  t h e  
r e s u l t i n g  w a t e r - c l e a r  s u p e r n a t a n t  f o u n d  to  h a v e  h e m a g -  
g l u t i n a t i n g  a c t i v i t y  in  h i g h  t i t e r .  T h e  s o l u t i o n  cou ld  b e  
d r i ed  a n d  t h e  a c t i v e  m a t e r i M  red i s so lved  in  o r g a n i c  
s o l v e n t s  w i t h o u t  loss.  

W i t h  i n f l u e n z a  v i r u s  t h e  m e t h o d  was  as  fo l lows:  T o  
50 m l  of  i n f ec t ed  a l l a n t o i c  f lu id  was  a d d e d  1-25 m l  of  
N ace t i c  acid,  w h i c h  lowered  t h e  PH to  5.0.  To  t h i s  w as  
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University Press, 1945), p. 5. 
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t h e n  a d d e d  50 m l  of e t h a n o l  a n d  t h e  m i x t u r e  was 
a l lowed  to  s t a n d  some  t h i r t y  m i n u t e s  u n t i l  c lea r  floc- 
c u l a t i o n  occur red .  T h e  p r e c i p i t a t e  was  co l l ec ted  by 
c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  s u p e r n a t a n t  d i sca rded ,  a n d  t h e  tubes  
a l lowed  t o  d ra in .  T h e  p r e c i p i t a t e  was  t h e n  t r e a t e d  with 
5 ml  o[ i so -p ropano l .  T h e  w a t e r - c l e a r  s u p e r n a t a n t ,  
o b t a i n e d  a f t e r  s t i r r i n g  a n d  c e n t r i f u g a t i n g ,  c o n t a i n e d  the 
h e m a g g l u t i n i n .  A~ w i t h  b e a n  h e m a g g l u t i n i n ,  the 
so lu t ion  cou ld  be  d r i e d  a n d  t h e  a c t i v e  m a t e r i a l  redis- 
so lved  in  o rgan i c  so lven t s .  T h e  m e t h o d  was  equal ly  
successfu l  w i t h  v i r u s  p u r i f i e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  
w h e r e a s  n o r m a l  a l l a n t o i c  f lu id  y i e lded  a h a r d l y  visible 
p r e c i p i t a t e  a n d  no  a g g l u t i n i n .  

T h e  apparen t  yield  of t h e  p r o c e d u r e  was  in general  
m u c h  h i g h e r  t h a n  wou ld  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  f r o m  the 
or iginal ,  s u g g e s t i n g  t h a t  r e d  cells were  m u c h  more 
suscep t ib l e  to  t h e  a g g l u t i n i n  in  f ine ly  d i spe r sed  suspen-  
s ion t h a n  to  t h e  s a m e  s u b s t a n c e  a t t a c h e d  to  par t ic les  
( w h e t h e r  v i ru s  or  g r o u n d  seeds), so t h a t  t h e  a c t u a l  per- 
c e n t a g e  of h e m a g g l u t i n i n  r e m o v e d  r e m a i n e d  u n k n o w n .  
B o t h  b c a n  a n d  v i ru s  pu r i f i ed  h e m a g g l u t i n i n s  p roved  
e x t r e m e l y  s ens i t i ve  to  t r a c e s  of n o r m a l  s e rum.  Normal ,  
as wel l  as g r o u p  A i m m u n e  fe r re t  s e rum,  in  d i l u t i on  of 
1 :20,000,  st i l l  c a u s e d  a p p r e c i a b l e  i n h i b i t i o n  of g roup  A 
v i ru s  e x t r a c t e d  h e m a g g l u t i n i n .  

The  p u r i f i e d  h e m a g g l u t i n i n s  cou ld  be  r e m o v e d  f rom 
so lu t ion  b y  a d s o r p t i o n  o n  r ed  cells, b u t  t h e  a m o u n t  of 
r e d  cells n e e d e d  was  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  t h a t  
r e q u i r e d  for  t h e  a d s o r p t i o n  of v i r u s  u n d e r  t h e  same 
cond i t ions .  R e d  cells f r o m  w h i c h  v i r u s  h a d  b e e n  eluted,  
a n d  w h i c h  h a d  become ,  as  s h o w n  b y  HIRST, u n a b l e  to 
a d s o r b  v i rus ,  g a v e  o n l y  s u g g e s t i v e  e v i d e n c e  of  be ing  
less ab le  to  a d s o r b  a s m a l l  a m o u n t  of e x t r a c t .  Cells 
a g g l u t i n a t e d  b y  a n  excess  of v i ru s  e x t r a c t  cou ld  be 
r e t u r n e d  t o  t h e i r  n a t i v e  s t a t e  s i m p l y  b y  h e a t i n g  to 
45°C for  a few m i n u t e s .  

These  fac t s  s h o w  t h a t  t h e  h e m a g g l u t i n i n s  of Pap i -  
l ionacew a n d  of i n f l u e n z a  v i r u s  a re  n o t  p ro t e in s ,  and  
sugges t  t h a t  t h e  two  s u b s t a n c e s  a re  of  s i m i l a r  na tu re .  
A c c o r d i n g  to  Bt~RNI~T a n d  c o l l a b o r a t o r s  1 t h e  hemag-  
g l u t i n i n s  of v a c c i n i a  a n d  of e c t r o m e l i a  v i r u s  a re  phos-  
pho l ip id ie  complexes .  J .  BOURDILLON 

F r o m  t h e  Div i s ion  of L a b o r a t o r i e s  a n d  Resea rch ,  New 
Y o r k  S t a t e  D e p a r t m e n t  of H e a l t h ,  A l b a n y ,  N o v e m b e r  
30, 1948. 

Rdsumd 

On a o b t e n u  l ' h 6 m a g g l u t i n i n e  des  semences  de 
papf l ionac6es  e t  celle du  v i r u s  de l ' i n f l u e n z a  en  so lu t ion  
darts  les so lven t s  o rgan iques ,  p a r  e s s e n t i e l l e m e n t  la 
m S m e  m ~ t h o d e  d ' e x t r a c t i o n .  Ces d e u x  subs t ances  
s e m b l e n t  ~t re  a p p a r e n t 6 e s .  

1 F. M. BtYRNET, Nature 1,58, 119 (1946). - F. M. BURNer and 
W. C. BOAKE, J. Immunol. 53, 1 (1946). - F. M. BURNET and J. D. 
STONE, Australian J. Exp. Biol. 24, 1 (1946). - J. D. STONE, Austral- 
ian J. Exp. Biol. 24, 191 (1946); 24, 197 (1946). 

Un nuovo metodo  specifico di determinazione 
della attivit~ ant ianemico perniciosa 

L ' u n i c a  p r o v a  spec i f ica  e dec i s iva  de l t ' a z ione  ant i -  
p e r n i c i o s a  di u n a  s o s t a n z a  ~ d a t a  da l l a  s u a  capac i t~  di 
a v v i a r e  l ' emopo ie s i  m e g a l o b l a s t i c a  ve r so  la  n o r m o b l a -  
s tos i ;  m a n c a  p e r b  s ino a d  oggi  u n  m e t o d o  f o n d a t o  su 
t a l e  capac i tY;  che  d in  pe rc ib  ga ranz i e  di  specificitY, se 
si e sc ludono  le p r o v e  s u l l ' a m m a l a t o  di a n e m i a  perni-  
ciosa.  
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La m a n c a n z a  di t a l e  ,test~) h a  r a p p r e s e n t a t o  s e m p r e  
una delle m a g g i o r i  diff ieol t t t  p e r  lo s t u d i o  del p r inc ip io  
an t i anemico  ~. 

In  q u e s t a  n o t a  c o m u n i c o  i p r i m i  r i s u l t a t i  di  u n  n u o v o  
metodo f o n d a t o  su l la  m i s u r a  de l la  s p i n t a  ve r so  la  n o r m o -  
blastosi  che  si i n d u c e  nel  s a n g n e  c i r e o l a n t e  di e m b r i o n e  
di pollo t r a t t a t o  con  s o s t a n z e  d o t a t e  di az ione  a n t i a n e -  
mico pern ic iosa .  Q u e s t o  m e t o d o  o l t re  a d  a v e r e  il v a n -  
taggio di essere f a c i l m e n t e  a t t u a b i l e  in l a b o r a t o r i o  a n e h e  
per esper ienze  in  serie,  m i  s e m b r a  s t r e t t a m e n t e  specif ico 
perch6 in esso si i m p i e g a  c o m e  s u b s t r a t o  u n a  p a r t i c o l a r e  
cu l tura  p u r a  di m e g a l o b l a s t i .  

Tecnica  

U n  ce r to  n u m e r o  di  u o v a  di pol lo  (p. es. 24) ga l ta te ,  
fresche v e n g o n o  d iv ise  in  q u a t t r o  g r u p p i :  u n  g r u p p o  
serve da  con t ro l lo ,  gli a l t r i  t r e  p e r  s agg ia re  l ' a t t i v i t k  de l la  
sos tanza  in  e s a m e  a d i lu iz ione  d ive r sa .  

Nelle u o v a  di c o n t r o l t o  si i n i e t t a  con  t e c n i c a  a d a t t a  
0,1 cm ~ di so luz ione  f is io logica  s te r i l e ;  i n  c i a s c u n  u o v o  
degli a l t r i  t r e  g r u p p i  si i n i e t t a  lo s tesso  v o l u m e  del la  
sos tanza  in  e s a m e  a d i lu iz ion i  va r ie ,  T u t t e  q u e s t e  m a n i -  
polazioni v e n g o n o  esegu i t e  con  le m a s s i m e  cau t e l e  de l la  
asepsi. Si c h i u d o n o  i fori  p r a t i c a t i  ne l le  u o v a  con  p a r a f -  
fina o col lodio  s ter i l i  e si l a sc i ano  r iposa re  le u o v a  in  
luogo fresco p e r  5 -6  ore  in  m o d o  c h e l a  s o s t a n z a  dif-  
fonda;  ind i  v e n g o n o  messe  in  i n c u b a t r i c e  a 39 ° ed  iv i  
lasciate f ino  al lo s cade re  de l la  60 a ora.  

A ques to  s t a d i o  (2 g io rn i  e m e z z o  d ' i n c u b a z i o n e )  n o n  
dov rebbe ro  es is tere  n o r m o b l a s t i ;  i n f a t t i  gli AA.  (4-5) 
che si sono o c c u p a t i  di  q u e s t o  a r g o m e n t o  c o n c o r d e m e n t e  
a m m e t t o n o  che  a l la  t e rza ,  q u a r t a  g i o r n a t a  c o m p a i a n o  
le p r ime  cel lule de l la  s e c o n d a  g e n e r a z i o n e  o g e n e r a z i o n e  
emoglobin ica  (no rmob la s t i ) ,  H o  i n v e c e  c o s t a t a t o  nel  
2,5 % dei casi  la  p r e s e n z a  a q u e s t o  s t a d i o  d ' i n c u b a z i o n e  
(60 ore) di n o r m o b l a s t i  in  p e r c e n t u a l e  da l  5 al  15°~/o, 
osservazione  di cui  b i s o g n a  t e n e r e  c o n t o  ne l l a  v a l u t a -  
zione dei d a t i  s p e r i m e n t a l i  o t t e n u t i .  

Alia 60a o ra  di i n e u b a z i o n e  si a p r o n o  con  t e c n i c a  ade-  
gua ta  le u o v a  e da l  cuore  d e l l ' e m b r i o n e  con  p i p e t t e  capi l -  
lari so t t i l i s s ime  si a s p i r a  il s a n g u e  e lo si s t r i sc ia  a v e n d o  
a v v e r t e n z a  di fare  seccare  gli s t r i sc i  i m m e d i a t a m e n t e  p e r  
impedi re  la  emol is i  del le  cellule.  

E necessar io ,  d u r a n t e  la  l e t t u r a  del  p r e p a r a t o ,  d e b i t a -  
men te  co lora to ,  t e n e r e  p r e s e n t i  le c o m u n i  a v v e r t e n z e  p e r  
la r i l evaz ione  s t a t i s t i c a  dei  da t i ,  po ich6  lo s t r iscio ,  pe r  
q u a n t o  e segu i to  c o n  t e c n i c a  c o r r e t t a ,  p r e s e n t a  s e m p r e  
differenze di  d e n s i t k  degl i  e l e m e n t i  ne i  v a r i i  p u n t i  del 
ve t r ino .  A d  ogn i  modo ,  la  l e t t u r a ,  se sa rk  e s e g u i t a  cor-  
r e t t a m e n t e ,  d a r k  u n a  r a p p r e s e n t a z i o n e  f ina le  del le  d i s t r i -  
buzioni  assa i  v i c i n a  a l ia  reale .  I1 n u m e r o  m i n i m o  di  cel- 
lule d a  p r e n d e r e  in  c o n s i d e r a z i o n e  6 di  500 p e r  ogn i  
ve t r ino .  

Sugli  s t r i sc i  di  s a n g u e  co lo ra t i  col m e t o d o  M a y  G r u n -  
wa ld -G iemsa  si pos sono  ca lco la re  s ia  le p e r c e n t u a l i  dei  
vari i  t i p i  degl i  e l e m e n t i  e m a t i c i  p r e sen t i ,  s ia  m i s u r a r n e  
le d imens ion i .  Ora ,  il r i l i evo  q u a n t i t a t i v o  in  ba se  ai  
c a r a t t e r i  morfo tog ic i  del le  eel lu le  e m a t i c h e ,  n o n  ~ :facile 
in q u e s t e  cond iz ion i  s p e r i m e n t a l i  pe rch6  s o t t o  lo s t imo lo  
delle s o s t a n z e  a n t i a n e m i c h e  c o m p a i o n o  cel lu le  a c a r a t -  
ter i  morfo log ic i  i n t e r m e d i i  t r a i l  m e g a l o b l a s t o  ed ' i l  nor -  
mob la s to  con  ta l i  s f u m a t u r e  di  pas sagg io  d a  r e n d e r e  dif-  
fieile u n a  c lass i f icaz ione  ed  u n a  i den t i f i c az i one  e s a t t a .  

I n f a t t i  il t r a t t a m e n t o  con  ae ido  folico o con  e s t r a t t o  
epa t ico  p r o v o c a  n e l l ' e m b r i o n e  una '  r i d u z i o n e  dei  d ia-  
met r i  ce l lu lar i  dei  m e g a l o b l a s t i  e l ' a v v i a m e n t o  a l la  nor -  
moblas tos i  degl i  e l e m e n t i  c i r co l an t i  ehe  si a v v i c i n a n o  

1 G .  A S T A L D I  e M .  B A L D I N I ,  I I / a r m a c o  ( P a v i a  19-18) ,  M o n o g r a f i a .  

p e r  l ' a s p e t t o  mor fo log ico  e pe r  d i m e n s i o n i  agl i  e l emen t i  
m a t u r i  del  pol lo a d u l t o  ~. 

Po ich6  pe r6  s enza  sens ibi l i  v a r i a z i o n i  nei  r i su l t a t i ,  si 
pu6  r i co r re re  a l la  m i s u r a  delle d i m e n s i o n i  ce l lu la r i ;  con  
u n  m i c r o m e t r o  ocu la re  t a r a t o ,  ho  d e t e r m i n a t o  in p rece-  
d e n z a  le v a r i a z i o n i  del le  d i m e n s i o n i  delle cel lu le  e m a -  
t i c h e  del  pol lo  a d u l t o  n o r m a l e  su u n  g r a n d e  n u m e r o  di 
cel lule  di d i f f e ren t i  an ima l i ,  
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Le  d i m e n s i o n i  med ic  degli  e r i t roc i t i  di pol lo  a d u l t o  di 
r azza  R o d h e  I s l a n d  ( razza  u s a t a  in  t u t t i  gli  e s p e r i m e n t i )  
sono  assa i  c o s t a n t i  e c o r r i s p o n d o n o  ai s e g u e n t i  da f t  : 

nuc l eo :  d i m e n s i o n i  m e d i c / ~  • 4,15 4- 0,83, 
d i a m e t r o  c i t o p l a s m a t i c o  m a s s i m o  /~. ] 1,28 ~ 0,281, 
d i a m e t r o  c i t o p l a s m a t i c o  m i n i m o / ~  - 6 ,516 -P 1,095. 

Delle  v a r i e  d i m e n s i o n i  que l l a  che  in m a n i e r a  r a p i d a  ci 
dk  u n  s icuro  c r i t e r io  pe r  g iud ica re  lo s t a t o  di  m a t u r a z i o n e  
di un  e l e m e n t o  e m a t i c o  nel  pollo,  ~ la  m i s u r a  del le  di-  
m e n s i o n i  n u c l e a r i  t a n t o  che  se le d i m e n s i o n i  del  n u c l e o  
de l la  ce l lu la  e s a m i n a t a  sono  c o m p r e s e  t r a  4,98 e 3,32 I~ 
si p u b  con  su f f i c i en te  s i cu rezza  a f f e r m a r e  che  ci si t r o v a  
di f r o n t e  a d  u n  n o r m o b l a s t o .  

R i p o r t i a m o  ne l la  graf .  N ° I  le v a r i a z i o n i  del le  f re-  
q u e n z e  del le  d i m e n s i o n i  n u c l e a r i  di  u n  c a m p i o n e  di  san -  
gue  di e m b r i o n e  di pollo,  a l la  60 ~ o r a  di i ncubaz ione ,  di 
con t ro l lo ,  c o n f r o n t a t e  con  quel le  di  u n  e m b r i o n e  de l la  
s t e s sa  e p o c a  d i  i n c u b a z i o n e  t r a t t a t o  con  30 1' di ac ido  
folico. 1~. p u r e  r i p o r t a t a  come  r i f e r i m e n t o  la  d i s t r i b u -  
z ione del le  f r e q u e n z e  delle d i m e n s i o n i  nuc l ea r i  di  eri-  
t r o c i t i  di  pol lo adu l to .  

t~ agevo le  n o t a r e  le d i f fe renze  di d i m e n s i o n i  nei  v a r i  
casi .  L a  m i s u r a  m e d i a  n u c l e a r e  dei  m e g a l o b l a s t i  ~ di 

z G. C. PERRI, Boll. Soc. Jr. Biol. sper..~4, 422 (1948); e¢, 424 
(1948). - E. STORTI, Arch. Zool. it. 31, 241 (1935). - A. FERRATA, 
Le Emopatie (Torlno 19:¢5}. 
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8,30/~ neg l i  e m b r i o n i  di  con t ro l lo ,  in  quel l i  t r a t t a t i  con  
a c i d o  folico 6 di  4,98/~. 

T r a  le d i m e n s i o n i  t r o v a t e  s p e r i m e n t a l m e n t e  in u n  no t e -  
vole  n u m e r o  di  cel lule  t r a t t a t e  con  s o s t a n z e  d o t a t e  di 
p r o p r i e t k  a n t i a n e m i c a  (in p a r t i c o l a r e  t r a  d i a m e t r o  mas -  
s imo  e d i a m e t r o  m i n i m o ,  t r a  m e d i a  dei d i a m e t r i  c i to -  
p l a s m a t i c i  e nuc lea r i ,  i n  f u n z i o n e  di v a r i e  c o n c e n t r a z i o n i  
di a c ido  Iolico) a b b i a m o  p o t u t o  m e t t e r e  in  e v i d e n z a  u n  
l e g a m e  a n a l i t i c o  a lgebr i co  che  da l  g r a d o  e m o d o  di defor -  
m a z i o n e  dei d i a m e t r i  ce l lu lar i  e nuc l ea r i  p e r m e t t e  di s t a -  
b i l i re  con  b u o n a  a p p r o s s i m a z i o n e  la  m i s u r a  de l la  a t t i v i t k  
a n t i a n e m i c a  de l la  s o s t a n z a  u s a t a .  Q u e s t a  re laz ione  an -  
c o r a  in  corso  di  e l a b o r a z i o n e  p e r  la  t r a t t a z i o n e  m a t e -  
m a t i c a  d e f i n i t i v a  ci c o n s e n t e  gik di  c o s t r u i r e  u n a  c u r v a  
e m p i r i c a  di t a r a t u r a  u s a n d o  c o m e  s o s t a n z a  s t a n d a r d  u n a  
so luz ione  di  ac ido  folico a t i t o lo  no to ,  i n i e t t a t o  s o t t o  
f o r m a  di fo la to  sodico a PH 7,6--7,7, a va r i e  c o n c e n t r a -  
zionL 
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V a r i a n d o  le c o n c e n t r a z i o n i  di ac ido  folico, v a r i a n o  
p u r e  le p e r c e n t u a l i  di  n o r m o b l a s t i  che  si t r o v a n o  nel  
s a n g u e  c i r c o l a n t e  di e m b r i o n e  di pol lo  t r a t t a t o  a l la  60 a 
o r a  di i n c u b a z i o n e .  P e r  n o r m o b l a s t i  ho  c o n s i d e r a t o  le 
cel lute  a v e n t i  d i a m e t r i  nuc l ea r i  c o m p r e s i  t r a  3,32 e 4,98 #.  
Da i  d a t i  di  m o l t i  e s p e r i m e n t i ,  r i p o r t a n d o  le p e r c e n t u a l i  
di  cel lule  di  q u e s t o  t i p o  sul le  o r d i n a t e  e sul le  ascisse  le 
q u a n t i t ~  di ac ido  Iolico si o t t i e n e  u n a  c u r v a  del t i p o  
r i p o r t a t o  ne l la  graf .  N ° 2. 

A n a l o g o  6 l ' a n d a m e n t o  de l la  c u r v a  s e a l  p o s t o  de l la  
p e r c e n t u a l e  del le  cel lule  a v e n t i  le s u d d e t t e  d i m e n s i o n i  si 
p o n e  la  p e r c e n t u a l e  del le  cet lule a v e n t i  c a r a t t e r i s t i c h e  
mor fo log i che  di  n o r m o b l a s t i .  

t~ poss ib i le  con  q u e s t a  c u r v a  e m p i r i c a  d e t e r n f i n a r e  con  
b u o n a  a p p r o s s i m a z i o n e ;  f a c e n d o  la  m e d i a  di  a l m e n o  
c i n q u e  e s p e r i m e n t i ,  la  a t t i v i t ~  a n t i a n e m i c a  di u n a  so- 
s t a n z a  in  e same .  

H o  l i m i t a t o  la  t a r a t u r a  al  t r a t t o  c o m p r e s o  f ra  1 e 50 ~, 
p e r c h 6  al  di  lk di  q u e s t i  l imi t i  i v a l o r i  sono  m o l t o  in-  
c o s t a n t i .  

t~ in  corso di e l a b o r a z i o n e  u n a  mod i f i caz ione  di q u e s t o  
m e t o d o  b a s a t a  su l la  t r a s f o r m a z i o n e  n o r m o b l a s t i c a  del  
m e g a l o b l a s t o  di  e m b r i o n e  di pol lo c o l t i v a t o  in vitro. 

Q u e s t o  m e t o d o  6 assai  de l i c a to  e p rec i so  perchfi  t i tola 
f raz ion i  di  ac ido  folico, m a  p r e s e n t a  p a r t i c o l a r i  difficolt~ 
pe r  la facile emolis i  di q u e s t e  cel lule e rnb r iona l i  sensibi- 
l i ss ime a qua l s ias i  v a r i a z i o n e  o smo t i ca .  G. C, PERRI 

I s t i t u t o  di c h i m i c a  b io log ica  de l l 'Univers i t~ t  di Pavia, 
iI 10 o t t o b r e  1948. 

S u m m a r y  

I n  t h e  ea r ly  s tages  of d e v e l o p m e n t  ch i ck  embryo ' s  
b lood-ce l l s  a re  m e g a l o b l a s t s .  As t h e  a u t h o r  ha s  de- 
m o n s t r a t e d  p r ev ious ly ,  fotic ac id  a n d  h e p a t i c  extracts ,  
w h e n  i n j e c t e d  i n t o  f e c u n d a t e d  h e n ' s  eggs, a re  able, 
u n d e r  c e r t a i n  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  to  cause  a 
t r a n s f o r m a t i o n  of m e g a l o b l a s t i c  cells i n t o  normoblas t s ,  
t h e  a u t h o r  p roposes  to  use t h i s  p h e n o m e n o n  as a new 
t e s t  for  an t i an~emic  a c t i v i t y .  

T h e r e  is a m a t h e m a t i c a l - a l g e b r a i c  r e l a t i o n  between 
p e r c e n t a g e  of n o r m o b l a s t s  p r e s e n t  in  ch i ck -embryo  
b lood  (a t  60 h o i  i n c u b a t i o n ,  t r e a t e d  w i t h  a n t i a n m m i c  
s u b s t a n c e )  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  folic ac id  o r  hepat ic  
e x t r a c t ,  w h i c h  a l lows  t h e  a c t i v i t y  of an t i anmmic  
s u b s t a n c e  to  be  e x p r e s s e d  n u m e r i c a l l y .  

T h e  e m p i r i c a l  s t a n d a r d  c u r v e  of t h e  q u a n t i t a t i v e  
r e l a t i ons  b e t w e e n  p e r c e n t a g e  of n o r m o b l a s t s  f o u n d  and 
c o n c e n t r a t i o n s  of  folic ac id  is r e p o r t e d .  

T h e  a u t h o r  f inds  t h a t  i t  is p r e f e r a b l e  t o  c a l c u l a t e  the 
i n t e n s i t y  of a n t i a n m m i c  a c t i v i t y  f r o m  r e d u c t i o n  in 
d i a m e t e r  of t h e  ce l lu la r  n u c l e u s  of c h i c k - e m b r y o  blood- 
cells r a t h e r  t h a n  f r o m  t h e i r  m o r p h o l o g i c a l  aspec t .  

U n d e r  these  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  m a n y  cells are 
p r e s e n t  whose  m o r p h o l o g i c a l  a s p e c t  is i n t e r m e d i a t e  
b e t w e e n  n o r m o  a n d  m e g a l o b l a s t s ,  a n d  therefore  
c l a s s i f i ca t ion  is u n c e r t a i n  a n d  d i f f icul t ,  whi le  t h e  cito- 
m e t r i c  v a l u e s  of n u c l e a r  d i a m e t e r s  are  c l ea r ly  reduced 
to  n o r m o b l a s t  va lues .  

T h e  s t a n d a r d  c u r v e  is n o t  s u b s t a n t i a l l y  modi f i ed  if 
t h e  va lues  of cells h a v i n g  a 4-98 m i c r o n  n u c l e a r  dia- 
m e t e r  are  s u b s t i t u t e d  to  t h e  p e r c e n t a g e  of cells hav ing  
n o r m o b l a s t s '  m o r p h o l o g i c a l  c a r a c t e r .  

Comparative Studies on the Coagulation Process 
with Heparin and Sea-Urchin Fertilizin 

I n  t h e  course  of s tud ie s  on  t h e  je l ly  coa t  of t h e  sea- 
u r c h i n  egg, a t t e n t i o n  was  d r a w n  to  t h e  ana log ie s  in 
c h e m i c a l  c o m p o s i t i o n  of t h i s  s t r u c t u r e  a n d  h e p a r i n ,  the 
n a t u r a l  i n h i b i t o r  of b l o o d  c o a g u l a t i o n .  T h e  je l ly  coat 
c o n t a i n s  Ie r t i l i z in  1, w h i c h  is c o n s i d e r e d  e s sen t i a l  for  the 
f e r t i l i z a t i o n  of t he  s e a - u r c h i n  egg. A c c o r d i n g  to  TYLER 2 
t h e  ie l ly  c o a t  s u b s t a n c e  a n d  fer t i l iz in  are  e v e n  identical ,  
RUNNSTR6M 3 e n d o w s  fe r t i l i z in  w i t h  a n t i e n z y m a t i c  prop- 
e r t i es  in  t h e  p rocess  of f e r t i l i z a t i o n  m e m b r a n e  develop- 
m e n t ,  .which he  c o m p a r e s  w i t h  b l o o d  c o a g u l a t i o n ,  

A c o m p a r i s o n  was  t h e r e f o r e  m a d e  b e t w e e n  t h e  action 
of d i s so lved  j e l ly  c o a t  s u b s t a n c e  a n d  of h e p a r i n  on  the 
c o a g u l a t i o n  of p ig -b lood  p lasma* .  

A diluted solution of heparin (Vitrurn) (0.250 mg p. ml) and jelly 
coat solution of Echinus esculentus L. (1,050 mg p, ml) were subjected 
to (1) dialysis in a cellophane tube against distilled water, (~) heating 
in a water-bath for 90 nfinutes at 100oC, (3) oxidation with. about 

1 E. VASSEUR and B'. HAGSTRiSM, Ark. Zool. 37 A, No. 17 (1946). 
z A. TYLER, W'estern J. Surg., Obstet,, Gynecol. ao, 126 (194~). 
3 j .  RUNNSTR6M, Proc. VI. Int. Congr. Exptl. Cytol., in press 

(Stockholm 1947). 
4 j .  H. FERGUSON, Ann. N.Y. Acad. Sci. 4.0, 486 (1948). 


