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D i n i t r o c h l o r o b e n z o l  in  gu inea -p igs ,  t o  d e t e r m i n e  the  
t i m e  and  p lace  of t h e  p a t h o g e n e t i c  p h e n o m e n a ,  as  wel l  as 
t h e  o r g a n s  a n d  t i s sues  a f fec ted .  E x p e r i m e n t s  on  sk in-  
e x p l a n t s  p e r m i t t e d  t he  s e p a r a t e  i n v e s t i g a t i o n  of t h e  
d i f f e r en t  s y s t e m s ,  i.e. t h e  b lood,  n e r v e  a n d  l y m p h e ,  
p r e s u m e d  to be  i nvo lved .  

I t  was  a s c e r t a i n e d  t h a t  t h e  l y m p h a t i c  s y s t e m  is ab -  
so lu te ly  essen t ia l  for  t h e  d e v e l o p m e n t  of s e n s i t i z a t i o n ,  
a n d  t h e  b lood  p a t h  for  i t s  gene ra l i zed  s p r e a d .  

l iqu ido  ce reb rosp ina l e ,  si pos sono  v a l u t a r e  le ana log ie  e 
le d i f fe renze  che  es i s tono ,  ne i  r i g u a r d i  degli  a m i n o a c i d i  
t iberi ,  t r a  q u e s t i  t r e  l iqu id i  biologici .  

A m i n o a c i d i  del la Peri l infa 

A n c o r a  oggi le n o s t r e  conoscenze  sulIa  or ig ine ,  su l l a  
funz ione  e su l l a  c o m p o s i z i o n e  c h i m i c a  de l la  p e r i l i n f a  
sono  l i m i t a t e  ed  ince r t e .  Lo s t u d i o  de l la  c o s t i t u z i o n e  
c h i m i c a  de l la  pe r i l i n fa  6 o s t a c o l a t o  d a  a l c u n e  diff icoltA 
t ecn iche ,  r e l a t i ve  al  p r e l e v a m e n t o  del m a t e r i a l e  ed  
a l la  s ca r sa  q u a n t i t k  del  l i qu ido  pe r i l i n f a t i co  o t t e n i b i l e  
ne l la  m a s s i m a  p a r t e  degli  an ima l i .  

Po ich6  n o n  r i s u l t a  che  s i ano  s t a t i  c o n d o t t i  s t u d i  sugl i  
a m i n o a c i d i  l iber i  de l la  per i l infa ,  a b b i a m o  v o l u t o  r i ce rca re  
q u e s t e  so s t anze  a mezzo  de l la  c r o m a t o g r a f i a  di  r i p a r t i -  
z ione su c a r l a ,  Con q u e s t a  t e c n i c a  ~ s t a t o  s t u d i a t o  il 
l i qu ido  p e r i l i n f a t i c o  del cava l lo .  L a  r i ce rca  degl i  a m i n o -  
ac id i  b s t a t a  c o n d o t t a  p a r a l l e l a m e n t e  sul  s a n g u e  e su l  
l i qu ido  c e r e b r o s p i n a l e  degl i  s tess i  a n i m a l i  d a  cu i  e r a  
p r e l e v a t a  la  per i l infa ,  n e l l ' i n t e n t o  di  p o r t a r e  u n  argo-  
m e n t o  i n d i r e t t o  a f a v o r e  d i  u n a  delle d u e  t eo r i e  su l l a  
or ig ine  de l la  pe r i t in fa ,  q u e l l a  che  sos t i ene  n n a  de r i va -  
z ione e m a t i c a  e q u e l l a  che  sos t i ene  u n a  d e r i v a z i o n e  da l  
l i qu ido  c e r e b r o s p i n a l e .  

Parle sperimentale. I p r e l i ev i  de l la  pe r i l i n f a  f n r o n o  
esegui t i ,  e n t r o  15-30  m i n  da l l a  m o r t e ,  su cava l l i  dei  
due  sessi  e di  etS, t r a  i sei mes i  ed i due  ann i ,  La  pe r i l i n fa  
e ra  a s p i r a t a  con  p i p e t t e  cap i l l a r i  a t t r a v e r s o  la m e m -  
b r a n a  de l la  f i n e s t r a  r o t o n d a ,  p o s t a  f a c i l m e n t e  in  e v i d e n z a  
s e g u e n d o  la  v i a  p r o p o s t a  d a  u n o  di no iL  D a  ogn i  
o recch io  si r i u s c i v a  a p r e l e v a r e  0, 015-0 ,025  mI di per i l in fa .  
I v a r i  c a m p i o n i  p r e l eva t i ,  r i un i t i ,  e r a n o  s u b i t o  d e p r o t e i -  
n izza t i .  D a g l i  s tess i  a n i m a l i  d a  cu i  si o t t e n e v a  la  per i -  
t in fa  si p r e l e v a v a  it s a n g u e  da i  gross i  vas i  del  eollo ed  
iI t iqu ido  c e r e b r o s p i n a l e  da l  r i g o n f i a m e n t o  eerv ica le .  

.Per la d e t e r m i n a z i o n e  q u a l i t a t i v a  degl i  a m i n o a c i d i  ci 
s i amo se rv i t i  de l la  t e c n i c a  di ana l i s i  c r o m a t o g r a f i c a  
b i d i m e n s i o n a l e  su c a r l a  e l a b o r a t a  d a  CONSDEN, GOR- 
DON e MARTIN 2 e m o d i f i c a t a  da  DENT a. 

La  F i g u r a  1 m o s t r a  un  c r o m a t o g r a m m a  o t t e n u t o  con  
1 ml,  di  pe r i l in fa  di  cava l lo .  Sono  f a e i l m e n t e  iden t i f i -  
cabi l i  i s eguen t i  a m i n o a c i d i :  1, ac ido  a s p a r t i c o ;  2, ac ido  
g l u t a m i e o ;  3, f o s f o c o l a m i n a ;  4, g l i c ina ;  5, s e r i na ;  6, t a u -  
r i n a ;  7, t r e o n i n a ;  8, a l a n i n a ;  9, g l u t a m i n a ;  10, l i s i na ;  
11, a r g i n i n a ;  12, a c ido  y - a l n i n o b u t i r r i c o ;  13, p r o l i n a ;  
14, v a l i n a ;  15, t e u c i n a ;  16, t i r o s i n a ;  17, f e n i l a l a n i n a .  

L a  F i g u r a  2 m o s t r a  u n  c r o m a t o g r a m m a  o t t e n u t o  con  
1 ml  di pe r i l in fa  dopo  oss idaz ione  con  H~O z e m o t i b d a t o  
di NH4. ~ e v i d e n t e  la  c o m p a r s a  di u n a  m a c c h i a  
(no 18), d o v u t a  a l l ' ac ido  cis te ico,  che  d o c u m e n t a  la  pre-  
s enza  ne l la  pe r i l in fa  di  c i s t ina .  Si o s s e r v a  i no l t r e  u n ' a l t r a  
m a c c h i a  (n ° 19), m e n o  i n t e n s a ,  t h e  pe r  la  pos iz ione  
f a r ebbe  p e n s a r e  a l l ' ac ido  omocis te ico .  

C o m p a r a n d o  ques t i  c r o m a t o g r a m m i  con  quel l i  o t t e -  
n u t i  con  1 m l  di s angue  e, r i s p e t t i v a m e n t e ,  con  3 m l  d i  
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Fig. 1. Cromatogramma bidiinensionale ottenuto con 1 ml di perilin- 
fa. Da destra a sinistra : fenolo; dal basso in al to :cMtidina-lutidina. 

I.e macchie sono nmnerate come nel testo. 

Gli  a m i n o a c i d i  l iber i  a p p a i o n o  essere  ne l la  pe r i l i n f a  
a p p r o s s i m a t i v a m e n t e  ne l l a  s t e s sa  quan t i t /~  che  nel  
s a n g u e  ed in q u a n t i t k  magg io re  r i s p e t t o  al  l iqu ido  cere-  
b ro s p i n a l e .  A n e h e  per  que l  che  r i g u a r d a  i r a p p o r t i  t r a  i 
s ingol i  aminoac id i ,  la pe r i l i n fa  m o s t r a  no t evo l i  somig l i an -  
ze con  11 s a n g u e  e d i f fe renze  con  il l i qu ido  ce reb rosp i -  
hale .  Nel la  pe r i l i n fa  sono  p r e s e n t i  g l i c ina  e t a u r i n a  in 
n o t e v o l e  quant i t 'X,  m e n t r e  q u e s t i  due  a m i n o a c i d i  sono  
s c a r s a m e n t e  r a p p r e s e n t a t i  nel  l i qu ido  c e r e b r o s p i n a l e .  
InoI t r e ,  la  p r o l i n a  e la  c i s t ina ,  c h i a r a m e n t e  d i m o s t i a b i l i  
ne l  s a n g u e  e ne l l a  pe r i l in fa ,  sono  q u a s i  del  t u t t o  a s s e n t i  
nel  l icluido c e r e b r o s p i n a l e .  

• F ~ '  . 
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Fig. 2. Cromatogramma bidimensionale ottenuto con 1 ml di perilin- 
fa, ossidata con acqua ossigenata e molibdato di ammonio. Spiega- 

zione nel testo. 

D a  q u e s t a  r i ce rca  r i s u l t a  q u i n d i  che  gli a m i n o a c i d i  
l iber i  s o n o  l a r g a m e n t e  p r e s e n t i  ne l l a  pe r i l in fa ,  e che  
q u e s t o  t i q u i d o  biologico,  p e r  il suo  c o n t e n u t o  in  t Mi  
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sos t anze ,  si a v v i c i n a  al  s a n g u e  m e n t r e  differ isce n o t e -  
v o l m e n t e  da l  l iqu ido  c e r e b r o s p i n a l e .  

E. ANTONINI, V. CASORATI e S. CRIF6 

Istituto di Chimica Biologica ed Istiluto di Clinica 
Olorinolaringologica. Universil& di Reran, luglio 6, 1955. 

Summary 

T h e  fo l lowing  a m i n o a c i d s  h a v e  b e e n  d e t e c t e d  in t h e  
p e r i l y m p h  f r o m  horses  b y  f i l te r  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y :  
a s p a r t i c  acid,  g l u t a m i c  acid,  p h o s p h o c o l a m i n e ,  g lyc ine ,  
se r ine ,  t a u r i n e ,  t h r e o n i n e ,  a l an ine ,  g l u t a m i n e ,  lys ine ,  
a rg in ine ,  y - a m i n o b u t y r i c  acid,  p ro l ine ,  va l ine ,  leucine ,  
t y r o s i n e ,  p h e n y l a l a n i n e ,  cys t ine .  

A c o m p a r a t i v e  s t u d y  of c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  
f r o m  blood,  p e r i l y m p h  a n d  l i q u o r  s h o w e d  t h a t  t h e  
t ) e r i l ymph  is m u c h  more  s imi l a r  to  t h e  b l o o d  t h a n  to  
t h e  c e r e b r o s p i n a l  f lu id  e i t h e r  for  q u a l i t a t i v e  a n d  for  
q u a n t i t a t i v e  c o n t e n t  in a m i n o a c i d s .  

T h e  F o r m a t i o n  of  F l a v i n - A d e n i n e  D i n u c l e o t i d e  
in Liver  Cel ls  P r e p a r e d  f r o m  N o r m a l  and A l l o x a n  

Diabe t i c  Rat s  

I n  a p r e v i o u s  p a p e r  t we h a v e  s h o w n  t h a t  less F A D  ~ is 
f o u n d  in t h e  l iver  of a l l o x a n  d i a b e t i c  r a t s  t h a n  in n o r m a l  
a n i m a l s  a n d  t h a t  F M N  or R i b  q A T P  a d m i n i s t r a t i o n  
can  r e s to re  F A D  to  t h e  n o r m a l  level .  

I n  t h e  p r e s e n t  pape r ,  e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  ca r r i ed  
o u t  w i t h  t h e  o b j e c t  of r e p r o d u c i n g  in vitro t h e  a b o v e -  
m e n t i o n e d  resu l t s .  

A t t e m p t s  h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  m a d e  to  f ind  t h e  
o p t i m u m  t i s sue  p r e p a r a t i o n  w h i c h  cou ld  c o n v e r t  F M N  
to  F A D .  

I n  e x p e r i m e n t s  w i t h  l iver  h o m o g e n a t e s  u n d e r  dif-  
f e r e n t  c o n d i t i o n s  of i n c u b a t i o n ,  n o  f o r m a t i o n  of F A D  
has  b e e n  obse rved .  

F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  w i t h  p r e p a r a t i o n s  of l ive r  cells 
led us to  r e p r o d u c e  in vitro t h e  s y n t h e s i s  of F A D  f r o m  
FMN,  t h u s  c o n f i r m i n g  t h e  a b o v e - m e n t i o n e d  o b s e r v a -  
t i o n  of TRUFANOV a, b y  w h i c h  t h e  m a i n t e n a n c e  of cel l  
s t r u c t u r e  is e s sen t i a l  for  t h i s  r e a c t i o n .  T h e  cells f r o m  
t h e  l iver  of b o t h  n o r m a l  a n d  d i a b e t i c  r a t s  h a v e  b e e n  
p r e p a r e d  in t he  fo l lowing  m a n n e r 4 :  i m m e d i a t e l y  a f t e r  
r e m o v a l  f r o m  t h e  an ima l s ,  t h e  l i v e r  was  p e r f u s e d  w i t h  
an  i so ton ic  so lu t ion  of NaC1 in o rde r  to  free i t  c o m p l e t e l y  
f r o m  blood.  T h e  l iver  was  t h e n  c u t  i n t o  sma l l  pieces  a n d  
q u i c k l y  h o m o g e n i z e d  in 0.16 3 I  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  
p H  6.9 in a P o t t e r - E l v e h j e m  h o m o g e n i z e r ,  e m p l o y i n g  
a pes t l e  loose ly  f i t t i n g  i n to  a cy l inde r .  T h e  s u s p e n s i o n  so 
o b t a i n e d  was  p a s s e d  t h r o u g h  a n y l o n  f i l t e r  to  r e m o v e  t h e  
s t r o m a  e l e m e n t s  w h i c h  are  r e t a i n e d  b y  it .  

The  s u s p e n s i o n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f i l t e r  was  c e n t r i -  
fuged a t  400 × g for 10 r a in ;  t h e  s e d i m e n t  was  resus -  
p e n d e d  in t he  s a m e  bu f fe r  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1500 × g 
for 15 ra in .  T h e  s a m e  o p e r a t i o n  was  t h e n  twice  r e p e a t e d .  

The  s e d i m e n t  so o b t a i n e d ,  w h e n  o b s e r v e d  u n d e r  a 
mic roscope ,  c o n t a i n e d  m a i n l y  l iver  cells, v e r y  few b lood  
co rpusc le s  a n d  K u p f e r  cells. 

i F.  NAVAZm a n d  N. SILIPRANDI, E x p e r .  I1, '280 (1955). 
e A D P  = A d e n o s i n d i p h o s p h a t e ;  A T P  --  A d e n o s i n t r i p h o s p h a t e ;  

P P  --  P y r o p h o s p h a t e ;  F M N  -- F l a v i n m o n o n u e l e o t i d e  or Ribof lav in -  
p h o s p h a t e ;  R ib  = R ibo f l av in ;  F A D  = F l a v i n - a d e n i n d i n u c l e o t i d e .  

a A. V. TRUFANOV, B i o k h i m i y a  6, 301 (1941);  7, 188 (1942);  
Chem.  Abs t r .  35, 7499 (1941); 38, 131 (1944}. 

a W e  are  g r e a t l y  i n d e b t e d  to Prof .  M. BRACCO of t hc  B i o c h e m i s t r y  
D e p a r t m e n t  of " V i l l a g g i o  S a n a t o r i a l e  di S o n d a l o "  for  h a v i n g  sug-  
ge s t ed  th i s  p r o c e d u r c .  

All  t h e  o p e r a t i o n s  desc r ibed  were  c a r r i e d  o u t  a t  
5°C. 
T h e  s e d i m e n t  was  s u s p e n d e d  in p h o s p h a t e  b u f f e r  

0.16 2~I a t  p H  7.5 a n d  th i s  s u s p e n s i o n  was  used  for t h e  
i n c u b a t i o n .  In  e a c h  e x p e r i m e n t  t h e  s u s p e n s i o n  of cells 
was  d i v i d e d  i n t o  5 f r ac t ions .  One  was  used  for  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  of t h e  d r y  w e i g h t  of t h e  cells m a i n t a i n e d  
a t  90°C u n t i l  c o n s t a n t  w e i g h t  was  o b t a i n e d .  

T h e  r e m a i n i n g  f r a c t i o n s  were i n c u b a t e d  u n d e r  
i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s :  one  w i t h o u t  a n y  a d d i t i o n ,  t h e  
o t h e r s  w i t h  t h e  a d d i t i o n  of FMN,  F M N  -~ A T P ,  
F M N  + A T P  + in su l in  r e spec t ive ly .  

A f t e r  i n c u b a t i o n  t h e  s u s p e n s i o n  was h o m o g e n i z e d  in 
a v e r y  c lose - f i t t i ng  h o m o g e n i z e r  in o rde r  to  d i s r u p t  t h e  
ceils, a n d  F A D  was  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  to  t h e  m e t h o d  
of BESSEY et aLL 

T h e  i n c u b a t i o n  a n d  all  t h e  m a n i p u l a t i o n s  were per -  
f o r m e d  in a d a r k  room.  

F A D  c o n t e n t  of i n c u b a t e d  l iver  cells 

A d d i t i o n  

N o  . . . . . . . . .  
FMN . . . . . . . .  
FMN + AT P . . . . .  
F M N +  A T P +  insulin 

] F A D / , g / g  d r y  cells 
f rom n o r m a l  r a t s  

49.5 -~ 4.7 
60-1 + 5.8 
69.5 ± 6.1 
70.3 :t_ 6.4 

F A D  # g / g  d r y  cells 
f rom d i a b e t i c  r a t s  

35.2 ::~: 3.a 
34-1 ~ 3-5 
42-3 ± 4.O 
44-5 :~ 4"1 

The vahles represent the mean j[_ standard error of the mean 
o b t a i n e d  f ront  "20 n o r m a l  a n d  "20 d i a b e t i c  ra t s ,  

T h e  i n c u b a t i o n  mix  ture  c o n t a i n e d  30 nlg  of l ive r  cells (d ry  weight} ; 
3 0 / , M  MgC12 a n d  5 6 / t M  of p h o s p h a t e  bu f f e r  a t  p H  7 '5  in  a vo lume  
of 4 lid. T h e  s u b s t a n c e s  were  a d d e d  to the  m i x t u r e  in the  fo l lowing 
amounts: 8/ ,M ATP- 4 Na; 0-1 /zM FMN, 4 U.I. insulin powder 
(IAlly and Co.). Incubation for 3 h at 38 ~ C. 

T h e  r e su l t s  s h o w n  in t h e  T a b l e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
F A D  c o n t e n t  of l iver  cells of a l l o x a n  d i a b e t i c  r a t s  is 
lower  t h a n  t h a t  of l i ve r  cells  in n o r m a l  r a t s .  

T h e  F A D  of cells of d i abe t i c  r a t s  is n o t  a f f ec t ed  b y  
a d d i t i o n  to  t h e  i n c u b a t i o n  m i x t u r e  of F M N .  W h e n  F M N  
is a d d e d  t o g e t h e r  w i t h  A T P ,  a s i g n i f i c a n t  i nc r ea se  is 
o b t a i n e d .  T h e  a d d i t i o n  of F M N  t o g e t h e r  w i t h  A T P  a n d  
in su l in  is e v e n  more  e f fec t ive  in i n c r e a s i n g  t h e  f o r m a t i o n  
of F A D  b y  t h e  cells of d i a b e t i c  r a t s .  In  cells  of n o r m a l  
an ima l s ,  F A D  is, on t h e  o t h e r  h a n d ,  i n c r e a s e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  of F M N ,  a n d  t h e  a d d i t i o n  of F M N +  A T P  is e v e n  
more  e f fec t ive  to  i nc rease  t h e  y ie ld  of  F A D .  I n s u l i n  does  
n o t  inc rease  t h e  ef fec t  of F M N  + A T P  on ti le n o r m a l  
cells. 

These  r e su l t s  are  in  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  p r e v i o u s l y  
o b t a i n e d  in rive, e x c e p t  for  t h e  e f fec t  of F M N  on F A D  
f o r m a t i o n  b y  d i a b e t i c  l iver .  \Vhi le  in rive F M N  en-  
h a n c e s  t h e  f o r m a t i o n  of F A D ,  in vitro i t  fails to  p ro d u ce  
t h i s  ef fec t  un less  A T P  is a d d e d  a t  t h e  s a m e  t ime .  In  a n y  
case,  b o t h  c o n t e n t  a n d  f o r m a t i o n  of F A D  in a l l o x a n  
d i a b e t i c  r a t s  is lower  t h a n  in n o r m a l  an ima l s .  

T h e  m a i n t e n a n c e  of cell s t r u c t u r e  seems  to  be  essen-  
t i a l  in p r o m o t i n g  in vitro t h e  f o r m a t i o n  of F A D  f r o m  
F M N .  

N .  S I L I P R A N ] ) ] ,  F.  NAVAZIO,  a n d  
P .  I ; ' IORETTI  

Institute o/ Biological Chemistry, University o/ Rome, 
Italy, May  23, 1955. 

t O. A. BEssEv,  O. H.  LowRy ,  a n d  R. H.  Lov~ ,  J .  biol.  C h e m .  
l,~O, 757> (1949}. 

Exper. 32 


