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S IEIIO-:'\EUTUA LIZZ.\ ZIO:'\E . 

La ncut ndizzazione con i s ieri da saggiare è stata esegu ila in vitro 
:.u colture òi cellule trips iniz:t .. "lte di rene di suino preparnt c sccontlo la 
tecnica u$unle. 

I sieri sono stati inatt i,·ati per 30 ' a 5G°C; successivamente sono 
state fall e varie diluizi(llli dei sieri in ragione 2. Le vnri c diluizioni <l ei 
sieri da titolare sono state mescolate con uguali quanlil à di Yir us -di luilo 
in modo che in 0.1 cm3 fossero contenute circa 100 DCT5 0 • La miscela 
siero-vir us è stata tenuta a temperatura ambiente ~1 8-20°C circa) per 
un 'ora e quindi inoculata in tubi-co ll ura per ciascuna d il uizione nella 
quantità di 0,2 cm3 per tubo. Le letture dei risultati sono state eseguit i' 
dopo ·1-2-3-4 giorni <.!alla inoculazionc oo il t.ilolo limi te di neutral i:l.7n­
zione del siero è stato ralcolato secondo il metodo di Rced c ~lucncl1 . 

RISULTATI 

Tutti i 33 soggetti dimostrarono assenza di anticorpi al momento 
del salasse compiuto prima òella vaccinazione (presie•·o). 

Il successi,·o compo:-tamento anlicorpale nei confronti dei tre l ipi 
di virus 0-A-C (ricercato per sette c.ombinazioni nei conf•'Onti del ,·irus 
O, per 7 combinazioni nei confronti del virus A, c per 7 combinazioni 
per il Yirus C) è riportato nella Tabella n e gra ficament e r iprodollo nl'lle 
ti· e figure. 

A seguito dei diYersi ti·a tta menti Yaccinali , tulli i 33 soggetti hanno 
avuto una reazione a nticorpale, benchè in misura Yariabil c; gli anticor­
pi prodotti sono sempre l' isulluti strettamente tipo-specifi ci nel senso che 
ciasc.un tipo di ,·irus non ha mai pro,·ocato la formazione di anticorpi 
di gruppo. 

La l'eazione anticorpale di fronte alla pr ima vacc inazione è stata 
immediata dato che era già presente al HS0 giorno, però per quanto ri­
guarda il titolo anticorpale, esso non è stato molto alto; non si è superato 
in genere il valore di -J: 16. Solamente col monovalent e C si è raggiunto 
il valore di 1:32. L'andamento anticorpnle non è stato di lunga 
durata, perchè tutta la cur,·a eta ptaticamente esaurita dopo tS mesi 
circa dall ' int.ervento. 

Allorchè dopo citca 7 mesi e mezzo si è proceduto alla vaccinazion-' 
di richiamo, la maggioranza dei soggetti aveva un tenore anticotpale in­
feriore ad 1 :!1-. 
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Ln rj,posta alla init'IÌOill' di lidtianw l- -.tnta prnnla l' nella rag­
giun:ztntlo i massimi, per i trr \arrini utonM:alrnti. clal 15° al 3011 giorno. 

l"n"o:-ser,·azione inleres. anlt• è ~tat:a falla a quc ·~lo riguardo, nel 
::-•'11'0 che i massimj Yalori rnpgiunti c·on In inorula,innc di richiamo si 
:-11no in genere lh·ellati con i nw,~imi ,·alori c·on i«pmHicnli. consecntiYi 
ulla prima vnccinazionc . ..,o loml'ftl r il gr·nppo \an·inalo l'On il monova­
lrn tc O ha reagito oll'inoru lrllinnc di rkhiarno in modo abnorme. rag­
giungendo il titolo di l :IH, mrntrc ron In primo inorula1ionc non a,·eva 
c:.u pC'rnlo 1: 16. 

l soggetti inocula ti c·on il biYalc•nle 0 .\ , con il bhalcnte AC, e con 
il lrhnlente CAO sono gli unil'i r hc nbbinno òimostrato una reazione 
anti corpale molto d ebole nC'i ronfronti ri.:;pctliYarncnl<' (Ici "irus O. del 
'iru~ .\ , c <l el Yirus C. 

TI gruppo inoculato con il tr·iyn lrnlr. ACO è J"uniro che abbia rispo­
sto in maniera quasi insiguifìrnnll' nll u inoculazione <li ri chiamo nei 
rnnfronli del virus A. 

:-=.c -.i passano ad esam intu·c i l'i:,;ullati rclathi ull r 'arie combina­
lioni vaccinati impiega te, si po:;:;ono fare le ~<'gu<'nl i o~:-en·azioni: 

1) Uispo.çfa antirorpa/j• a/1,• l'an:ÌIIo::i(mi ro11 ww ~n/a prepara:ione 
ltiOtWI'alente. 

~C' i gruppi 1-2-3 il mo' •men to nn l irot pnl<' hu raggiunto il massi­
mo nei primi HS giorni per qnonto ri~uarda i 'iru!' \ l' C ed al 30° gior­
no per quanto riguarda il 'iru" O, con 'n l ori rnn ...... imi di l : l 6 per i 
\'irus O e<l A e di l :32 per il 'iru-; C. 

l Ynlori si sono mantrnuti sh\/ionnl"i lino allo !'l'Adere del 5° mese 
d n Ila ,·acri nazione, per ridursi srn..,ihi lm<'nte al lrrminf' del 6° mese, e 
qua~i completamente <lopo il 7° mr.~r. nl morrwnto dl'lln rh·accinnzione. 

Uopo la vaccinazione <.li l'ichinnw, la rcazimw nn l icMpale dei tre 
vinl l' non è stata uniforme: il 'irus O ha mpgiuuto n l Lo0 giom o il ti ­
tolo di .l :·16 ed al 30° giorno ·di l :•li'l . Il viniR A hn mf!giunto dopo io 
gio•·ni il lilolo di '1 :J6, ripi<'gnndo dopo :lO p. iorni nl tit olo di 1 :8. Il 
'irus C ha mggiunto in Hi giorni il tit olo di l ::~2 che t- rrstalo costante 
nnrh<' al 30° giorno. 

Come norma, si è chinra nwnlc O"-Sl'l'\ n lo, in tutti l' tre i grafici, che 
la cuna anticorpale pro,ocnln dal \lu·ci no nwno,alcnte si è sempre 
manl <'n uta nettamente ad un l h cii n pr i t n Ilo tl r 'lut•lla pro,·()(·ata nei 
f!I'U!Jpi inoculati con le altre combinu1ioni. 
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2) Uist:t>sla anticcn·pah• nei bot'ini. ilwclllati con due J11'<']W1'a::.iuni 
monova le11ti e co11 co1-rispoude11ti raccini bh·nlenti. 

~~ i confronti degli nnlicorpi O, si è ,·islo che mentre lu •·cu.zi onl.! 
all'inoculuziono di due n•mwn1lcnli è slnla ollima, In. reazione di dut' 
bivalenLi corTi"pomlenti è stata .cstrcmomcnlc inferiore; per qunnto ri ­
guanla il Yirus A la ùil'l' r•·enzo di comportamento non è stata significafi ­
va; per quanto riguarda il ,·irus C, in vece, la risposta n i due va cci n i mn­
novalcnti è statn pitl C\'iilcnte di qlH~ IIn consecutiva ni bivnlcnfi rciiTi· 
spondenli. 

3) Risposta an tic01·pall' nei bot·ini Ì110tlllati con Ln• 7m:paro::iom nw· 
noralrn ti o cO'n la co?·riSJ>OHrlenl e F1'l'J)(l1·a::.ione 11·ipa/cnte . 

... e si conf•·ontnno le reazioni dei soggetti inoculati con 3 pl'epnl'il ­
zioni mono,·alenli, con quelle consccu live al la inoculazione del td\ :t­
lenle, si possono trorrc i seguenti dali: 

Per il ,·irus O si è avula una r.caz}one mollo inferiore, consecuti' a 
al trivalenle. dopo la prima Ynccinozione , mcnlr·e In reuzione conS<'I'll· 
t iva alla inocu lazione di •·ichinmo è stata uguale sia per le Ire prr pn­
razioni monO\·aJenti che per il lri,·alcnte. 

J>er il ,·irus A In rcn~:it1ne olle tre preparozioni monova lcnti f. :-lata 
in ogni t·aso mo llo supCI'iore a quella ronseruth·a {lel lrivnlente. 

l'guale OS$en·azione, benehè in maniera pil1 limitata, si può far~> 

per· quanto riguaNitt il Yirus C. 

CONCLUSIO~l 

Yolr ndo trar·•·c J elle cnnclusion i -di insiNne dnll'esperi nH'n l.n rfl'r>l· 
tuato . si può in linea g:rn E' rnle nffernHll'C: 

l) la massi111a l'enzione nnlicorpnle si è vel'iricola a :;e~uil o della 
vaccinazione monovalcnt.e; 

2) a l secondo pnslo, a notc,·ole distanza, si classificano le tolllbinn ­
zioni ,·accinnti cnn dut' prepnrnzioni monm·alc11li, seguit e in t<'J'mini t•iìt 
o meno C\'ÌCh.>nli, dalle preparazioni biYnlcnli; 

3) a li 'ultimo poslo invece, ed nnehe qui senza ombm di dubbio, 
si classifkano indiffc.rentQmcntè le t·eazioni conseguenti aliR ,·acriumr.ionr 
con tre pt'CjHHa'lioni mntHwalenti o ron lfl romhin<tzione lri,·atenle: 
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'l ) l"a!!giunla ~nppll'llll'llltu·t· tki qua n l ila l l\ i di ,oJo mr~lruo ~·ne­
' iunlr ,rnza ,-irus, pmlirnln in un 'U;.!!!CIIo prr n_nt ,.:tnppo. allo scoro 
dt 'u!!::i:nr un rYenlunle polrrc l'n:ldim:lllle l'immu11itit c:ccnntlo la ron­
c·t·llnrtl' del Ramon. non lt:l mo ... trato di <tH'rl' inOu~n/.tlo in éllcun sen ... o 

la rl'<tttmlc nnticorpalc; 

~) pur ritenendo dte la pnrtt· prt'P•'tHieranl,. nel meccanismo im­
munitario <.Iella ,·irosi aflo~o. ,.io nlndnln nlla illllllunilà i-:.togena, non 
clinnw minore imporlnnza nllr no'-1 n~ o,.. ... rn n lioni ::,ic•rologichc in quan­
to l''Jli'Ìmono il risullato di rkcrchr olll'tlltlr comparnlin1mcnte ed in 
.:cric. E d'altra parte, tanto pilt ritèninmo <.li e:; .. cr·c nel ,·ero, in quanto 
i ri,ullali ottenuti, nel loro complcs ... o, ,.pit•gnno c confNmano le osser­
Yazioni rhl' erano stai~> fnltc al rigunrdo nrllo pl'illi••n dul punto di vista 
rpitoologico. 

nomn - l$liluto Supei'ÌOI'(' ·li ~ti11ÌIÌ\ • l.nhlll'alor•i oli \ 't•I('I'Ì11nrin. 
lln11111 - l$lilnli Zooprollhllli•·i dt•l L111iu t' •l••lln To~• 'll llll. 



101. V. ZAVAGLI, V. MAZZARACCHIO, E. FONT AN ELLI, Z. ORFEI, A. D'AMORE, 

L. RAVAIOLI, B. CASTAGNOLI. - l ' efficacia del vaccino antiaftoso 
per la profilassi dell'afta epizootica nei bovini cun virus pro­
dotto su cellule rena li monostratificate. 

Riassunto. - La nm:inn'lionc, efl'l'l lunln illlri cgan.J o un \'aerino 
monovn lcn le .. C u n rmH.'~ntrnz i01w '~0% di ,·iruS-(.'ollura alla dose di 
30 cm\ ha <l t' lcnllinnl o nelle boYinc dn !a ll e un nlto potere proteltiYo 
per un periodo ùi 1 :~ rnesi. :'olo al 1 1~0 mc::c .Jnllu 'nn·inazionc si è a' uta 
una panialc rotlnra dell'imnwniti1 con piì1 o meno f' Yi(l<> nli l e~ioni 

boccali accompal! nal c tln ri leYn tncnto lcrmi ('O , nHI ('!Hl nwn rnla 
gcncralinMione. 

Il numero dci bcwini ut ilizzati , la ri:;posln dci trc{liei gruppi t'fin­
Il olio, i da li crologici risronlrnli, non la..:tinno alcun dubbi o nella pÌ!'na 
effi cacia d el vut'cino impir~n to nell 'esperimento. 

Summary. - \ 'nn·inalion of milk ca! l le "il h :lO mi ùu..;c,:; nf '' 
mono"a lcnt C ,·ac<'in~ tonlninin~ 40% of Yirus-rullure, gavc good pro­
tection for 'l3 monlhs. 1'11crc "Il" a partinl lo~s in immunity onl~ dttr·ing 
thc l'l l h . monlh , wilh th c pr·odur l ion or more or lco;s appnren l ùurca l 
l~sions and ri es in tr mperature bui withoul genf'rrtl Ìj!n..; of in feci inn. 

'fil e llUlllbcr Of ea llle \I..;C{I, lhC I'C::tpon..:c Of lhi r iN• n 1'111111'01 i!I'IIIIJ'' 
and lhc serological d<tln confìrm thc full cflkacy of L il e 'nccine used in 
these cxpcrimcnl s. 

Su lle pnssibilil:ì ~li S\ iluppo drl ,·ir·us nfto:;o in colture di cc llul t• 
renali ntono lratHkalc c sua utilinazione esi~le unn numero:oi.::~ima 

bibliog rnfìll ('). 
La prirna comuni <"nzionp ~ulla utiliaazionc d e ll<' collur1• di 'irus 

oiiL•nule da ce llule r·ennli lrip!'ininalt' di .::uino per la JWCpora,ione di un 
vaccino antiafloso per bo,·ini è ~talu du noi falln n el 19!)7 (2• ~). Tnl <> 
comuni<":wionc si rirerin 1 a ric-t•rch c• pre liminari compiute su ·~2 bm·ini 
in11JlllllÌ1.7.0li con vaccini monoqllenli " O n l' con n1 ccini monnvn lcnli 
c: A 11 t•nilamcnlc a 6 bO\·ini di controllo. 

Due bov ini , furono ..;olloposl i a succt>:-siYc •·i, nccinnzioni per riJc,·n rc 
r e, enluale in:,:orgenw di fenomeni unafìlatliei c:~ usal i da soslnnze pro­
tekhe C'CIIulnl'i della coltura. 

Il tito lo medio del \i rus i m piega lo r ra ~ li l OG r cm3
: la sua per'(' CII -
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tuoi<' nel ,·nn:ino cru del 20% in llJHl pr ima ::.l"I'Ìf' ,·accinale ~ d el 30% in 
unn ~cconda serie. 

~i sono ottenuti i Tisulla li scguC'nti : 

- Per quant o s i rife•·isrc ni so~grlt • ' arci nuli Cl>n il monnYa)cnlt· 
,. O ,,, tutti i bo,·ini lrallnli sin con In prima. che ron In ~ec·onda seril• 
A moggior percentuale di ,·irus, ha nno resi"'! il n a lla inorulnzione di 
prova , pralicala dopo 22 giorni. 

- Per quanto Tiguardn im ccc i bo, ini IJ·utt nti c-ol monoq•Jcnte" A " 
è slnlo osservato cb e i -oggc.lli inoculati con la ~crie a concen trazione 
del 20% di virus, non hanno tulli rcsislilo olia infet.ionc di prova, men­
tre i bovini trattati con la serie a conccnlJ'UI.Ì.OnP del :~O% hanno tulli 
l' tlsistito a ll ' inoculazione infctln nlc. 

l d ue bo,·ini reinoculati per l'iccrcnrc c,·cnluu le sensibili zzazionc 
a nafìla llica, non hanno presentato ulcuna rt•nzionr in lui senso. 

· Tale ris nl lato è stato conrermulo da suecc~::: i,·e ri C'en:he (4
) con le 

quali è sta to dimostrato che la spec' ifiril il di ~ 1wr i e dell e ce llule mono­
sl•·atificatc ottenute per l ri p~inizzazionr ' ' Ì<' ll t' c•ompiPinmenl c perd uta . 

Questi r isultati ,·eramcntc inrorng~inn li, ti hanno c·onsig lia lo di pro­
ce<fere a<l un esperimento di , ·accinnzionc o:u pi ts lnrga ~cala utilizzando 
un cospicuo numel'o di bovini ; ci hnnno ml<'he in<.lic.1to l 'opportun i t.~ 

d ; ri"enere la t ecnica di prepa razione nel senso di ut iliaa•·e un maggior 
qua ntita tivo di Yirus e di semplHk arnc In ~cpn ra7.ion c da lle cellule . 

Dopo una serie d i controlli prnli('tlli sui hm in i per stabilire le ron­
d izion i lll igliori per ot.lenm·e un \'Hc<·ino u nwggicH'O c·onre ntrazi onc di 
virus nftoso, specialmente per quanto riguMdn lu tef'n ica di separazione­
del vir us da i residui oollul uri, nbbinmo iniziulo JH> II'nprile del 19~8, il 
previsto esperimento di vaccinazione S II bo"ini con lt' srgucnti modali tà. 

Abbiamo preparato un YOrcino mono,·olenlc '' C .. scc·ondo la clas­
sica lecn ica d i " 'aldmann con una pcrccnlua lc però del 40 % di Yirus­
coll ura e titolo di 106

•
2 fcm3

• 

La tecnica di preparazione, come ùn no• indkala a l XYI Congresso 
Mondiale Yeterinario di Madrid (l). i' -.tuta lu ·~·guenlc: 
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in nn rceipi<'nt t' di ncriaio inussiilnbi le ::i \'N sa: 

idro:s:::ido di alluminio Jilri :J8 

::olttl'iOnt- di soùn al lf ,20% litri 12 

::olu;ione di glicocolla al 

- l' <Yc / , .l o l' doruro di so<l io al 6% litri IO 

Si fa il nJOio e ::i agita P<'t' 30', quindi si aggiungono litri 40 ò i 
,·irus-collura: si a~ i t n m• l Yuolo per altri 30' e si aggiunge lo O.ti%o eli 
formalina del co rnmer'rio al 3o%, agil.a.n<lo poi per altri :30'. 

La n1escolunza n1 r~:;n in fl1u•oni , viene tcnutn in ~errnoslulo a 2t)-
260C. durante 48 h e eonserYata quindi per o giomi alla temperatura di 
frigorifero di + 4uc. 

Per quanto riguarda la sep1nuzione òt-1 virus, si è adottalo il siste­
ma di <·cn lrifugMe ln co ltura prr 3' a 3000 giri ftllrnndo poi il superna­
tante su cotone stcr·il e. Ci siamo iruJirizzali verso questa lcrnica pcrrhè 
ci siamo resi con to eh<' In filtrMione su lìlll'i El\ ~eitz, nnchc con ntri 
nccorgimenti sul pH t> sulla compo:,;i,.ionc del mc:.truo, porla,·a ad una 
noleYolr r·iduzione del tit olo del virns. Ln centrifugazione, d'altra parte, 
C'i assic· llr·ava la complr tn assen:w di qualsiasi olr mento rr llulare di' Ila 
coltura. pcrchè l 'uni co o,-tacolo prr il totale ad~orbimenlo del virus al­
l idros:;ido di nlluminio è la prt•st>nza di residui cellulari . 

Il ,·areino così pJ·cpMato. primo dell'impic~o. venivn regolarmente 
~:ontrollnlo per la steri lità e la innocuiti\. 

Ln srr lta del \'fH'dno n10no,·alcnle " ·C >> è sluta detcr·minata dalle 
srguen l i <'Onsidcrazioni di ordine ('O n t ingente: volendo fare un esperi­
mento su di un ,-n~to numero di nnimali , non abbiamo potuto comprare 
tutti i soggetti l' mant t>ncrli per un periodo <1i 1/~- l o mesi in locali se­
parati, a ll ' Istituto Zooprofilattico. :-;iccome molli grandi allevamenti da 
lnlle della prO\'incia di Homa da unni non erano sluti "accinnli con vac­
ci no anlinftoso " C>> n è- ,.i erano stati focolai di tale ,·irus. abbiamo pro­
crduto a vaccinare molti r..api in queste aziende. 

L 'nss<'nw di anti corpi ver:::o il ,•irus ''C» nel presicro <1clla qua i 
ll >la lit il degli animali ' nccinati , r stata una c.onrerma di quanto sopra; 
i pochi soggetti che prcsentanHIO anticor'pi nel siero (1 :8-1 :32) non 
'" ·evmHl una a namnesi nola. Questi però, non sono stati uliliz2ati nel­
l esperÌ('I17a. 

L'espcriem.a è stuta particoln r·mcnle rortunata in quonlo durante il 
Hlo8 ed il 19!59 non si s.ono YCI'ificati focolai di ofta da. Yirus ''C,, in 
tn li allt-vnmenti , nè ncllt' loro 'ici nanzc. 

l bovini varcina.ti hanno pe•·tnnto conlinuat o n ,.i,·ere nelle norma-



li condi1ioni di aJJc,·amcnto. ""l'l\ln alcun nrwn• iinan11ario da parte 
no:.l 1'\1. 

L 'l:; t ituto Zooprofìlall i co ha pro" t·duto ::--olnllh·lllt• mese per me ·c. 
all'acqui:::lo di akuni ::;oggelli. Jltl 'Otloporli al f'Ontrollo ùcll'cfficacin. 

~1.\TUU \LE E ~l.ETOOI . 

Il con tro11o di efficacia è .loto pratiralt) n men:o dell'inoculazione 
i11tralingunle con ' ' irus u C n ad nlln 'irulcnl{l ( la proYn <l'infettività è 
stata compiuta inoculando cm3 1 (li cpilt>lio frPsc:o a titolo 10'fcm3 in 
di\C•r·:-i punti dell 'epitelio lingualt>). 

La nculralizzazione con i ~Ìl' t' i {]n snpgiar·u (\ stula rseguila in vilro 
su colture di ocllul e lripsinizznlt' di r ene di s ui11o pr·ppnrate secondo la 
te:c nica usuale. 

I sieri sono sluli inattiva ti per ;jQ' u ~(\°C l' quirH'Ii tli luiti progrcssi­
,·n mente in ragione 2 . 

Le varie diluizioni d ci sicr·i da lit olnr·e sono stule mescolate con 
ugunli quantità di v irus diluito in modo che in 0. 1 crn3 fo scro conte­
nute circa 100 DCT~o· 

La miscela siero-virus è s lnla lt•uuln n temperatura ambiente 
( 1 8-20~c circa) per un 'ora, e quindi inc cul.lla in 1 tuoi coltura per cia­
~cuna diluizione nella qunntitt\ ùi o.~ cma pf.'r tubo 

• Le letture d ei risultati sono . tale e ... t•guitc dopo 1, 2 , 3, 4 giorni 
dalla inoculazione. ed il titolo limit e di ncutrnlimt7ionc del siero è stato 
ca lcolato secondo il metodo di Ilu:o <' ~l un:cn (•). 

Per i 37 bovini dell'csperi menlo nbhinmn nportaln il titolo neutra­
linnnte del siero preleYato il piorno pr·pc't><lr nlt• In Yat•cinazione e dopo 
GO giorni , nonchè il titolo del $icro prrlt•vnlo il giorno precedente l ' ino­
cu lmione infettante. 

Anche nei g iorni conscculi' i a lla infezione, e per un periodo c he 
,·a dn un minim o di 6 giorni ad un mn:;simo di :lB gio1·n i , s i ò proceduto 
rrgolnrmenlc al prelievo d el sn n gut~ C() nlln lilola~ion c degli anticorpi . 

RISULTATI. 

!'\ella tabella sono raccolti lutti i dati rt•ltlth i nl ronlrollo di effica­
cia r alle pro,·e di neulrnlizza7ione, nlln COillJllH'$8 deliP le ioni locali 
primarie e della generaliuazionc. 

l soggclli Yaccinati ed impie~oli per la provn di dlìcacia sono stati 
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37, ripartiti in 18 gruppi e S!\/!1-!Ìati a distanza di 2 -Jit. mesi dnl tratta­
mento vaccinate. l controlli, pure riparlili in 13 gruppi, sono stat i com­
plessivamente 270. 

Per i bovi ni controllo abhinmo riportat o so lamente il titolo degli 
anticorpi nel giom o prccrdcntl' l'infezione di pro"a in quanto e:s-;i ,·e­
ni\'ano sac•·i fì cnti dopo 21- ore per la raccolln del virus. 

P er quanto riguarda le le ioni osscr\'ale in questi soggetti. si può 
affe rmare che lnt.Li gli a 11 imali hanno prcscnlalo a lln 2'1-" ora circa, le 
caratleristiche lesioni da ,·irus <t C n; da questi abbiamo rica,vato un 
quantitali\·o regolare di ,-irus-cpitelio. 

Tutti i soggetti che erano ~ lat i sottoposti alla vuccmazione fino ad 
un periodo massimo di 13 mesi hanno resistito completamente all'ino­
culnzionc infellantc di prova, solamente il soggetto n. 6IJ:0, infettato dopo 
se i mesi dalla vaccinazione, hu presentato lesioni primarie boccali sen­
za generalizzazione, it1 t,• gio•·nata d opo l ' infezione. 

Quest'unico soggetto che non ha resistito, si deve considerare come 
un 'eccezione non significante; si trattava eviden temente di un organi­
smo ch e al momento della vaccinazione non fu capace di reagire con una 
risposta immunitaria (' ·· anche lutti gli indici serologici). 

l soggetti, infettati dopo 14 mesi dalla ' 'accinazione, hanno <limo­
strato di posse<:l ere solo un'immunità parziale. JnfaUi il n. 3004 hu pre­
sentato una lesione locale alla lingua con rilevamento termico a 40°.o 
m 4" giornata, il n. 2i 2::> ha prc!:entato lesioni locali estese a lutto l'epi­
lclio lingua le con rilevamento febbrile a t.~-0° ,7 in t1-• giornata. In entmm­
bi i soggetti però non si è avuta generalizztl7ione. 

Un soggetto vacci nato da 8 mesi c che ha completamente rcsi:stito 
all'infezione d i p•·o,·a ha r egolarmente partorito in o" giornata un vitello 
in perfette condizioni di salute. 

La neulralizzazione ha dimostralo che: 

1) i soggetti scelti per la pro,·a e ripartiti nei tredici gruppi pre­
sentavano un titolo infer iore a 1 :4; 

2) dopo 50 giorni dalla \'UCcinazione in 32 soggelti si è notato un 
aumento degli anticorpi fino ad un massimo di 1 :32; 

3) gli esami eseguiti dopo l'inoculazionc infellante di prova di­
mostrano che: 

a) su 37 soggelli solamente 4 hanno mostrato una riduzione 
degli anticorpi o.l 2° giorno della inoculazionc <:!el virus, fenom eno che 
è scoparso nei giorn i successivi; 
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b) la maggioro nza non h n m o ... t rato n kunn 'nri·11ionc d P g li an­
ticorpi nei primi 2 giorni s11rce~ ·i,i oli ìnfl·lione, ini1ianclo raumcnlo 
in :1- giornat~. 11 ma::o~iroo ti tolo ì• :;tulo ra::::iunto in ~-H' giornata, solo 
I?CCC7ionaJmente in 1 ~-2()" giornata. ~('j ~O:.!~t•lli hanno pre.-:entalo J"au­
mrnto degli nnticorpi due giorni dopo l"inf~;iom•; 

r) il titolo mn~simo nntilorpalc de~li ;tnimuli che :;ono rimasti 
solto osservazione per un tempo mngE!iOr<'. ~i è mantenuto inYariato nel 
prriodo dagli 11 ai J9 g iorni per poi d iminuirr. ~'Tadunlmenle. 

lnlere:osante è l'andament o deg li onlirorpi nt'l sog!!etti che non han­
uo r!.'!';istilo all"infezione prat icoln a 14 mesi do Ila ,·o cci nazione: 

il primo, che a,-e,·a un litolo nntirorpnll• di l : L(ì il giorno pre­
ccùcnle l'infezione, ha diminuilo gli nnlkorpi u l :8 in 72' ora, ripristi­
nando però il titolo di l : IG il gio•·no Sll ct·css ivo cJ nunwntandolo in ~· 
g10rnata o. 1 :32, in 7• giornolo a J :01, in 1:1• ft iomulu a l : 128 e mante­
nendo lalc titolo fino al mo.nent o della mncelln7ione nn·cnuta al 26° 
gior·no; 

il secondo, che ave\'a sempre dimo~tr·ato in precedenza un titolo 
inferiore a 1 :lJ- si è mantenuto a l :1 fino nl 1° ~•orno dopo l'infezione, 
Stllcnclo a 1 :8 al 5° giorno. a l : IG al on ~!Ìorno, n 1 :l~ al l :J0 giorno ed 
:. 1 : 6'~ al 19° giorno conscn ondolo fino n l momen to della macellazione 
anenula il 26• giorno. 

C:O:.\CLL'SI0:'\1 

11 ,·accino antiaftoso tipo " 'aldmann, preparato <'On 'irus coltura su 
cdlulc monostralificate, ha dimostrato un ottimo potere immunizzante. 

Jn un primo esperimento , preparazione di ,.nt·cini monovalenli O ed 
.\ si è dimostrato atti,·o ad una concenlrn1iom• del 30% di virus coltura , 
preservando gli animali vaccinati dall ' inocu lnzionc infettante di prova 
dopo 22 g iorni dalla vaccinazione. 

J.a presente prova di Yaccinazionc rutta su IMgo. scala impiegando 
un vaccino monovalente C a concentrazione 40% allo d ose di 30 cm3 si 
è rivelata meglio rispondente ng li scopi vuccinali. Tale vacci no ha pro­
vocato in tutti i soggetti contr·ollali un o.lto potere prolcltivo determi­
nando uno stato immunitario completo nc llr bo' i ne da latte per un pe­
J'Jodo di 13 mesi. Solo al J4° mese da11a Yaccinn1ione si è avuta una par­
ziale rottura della immunità con pii1 o meno evidenti le:-. ioni boccali ac­
compagnale da rilevamento termico, ma con mancata general izzazione. 
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11 numero <.Ici boYini utilizzati . la ri:-;po:;tn uni,·oco dci tredici grup­
pi controllo cd i dali sc r·olugiri raccolti, non ltlsriano alcun dubbio su lla 
piena efficacia ùel ,-accino impiegato nc·Jrespcrilllcnlo. 

La nccCS$ilà di poter <1\erc ~~mpr'c a ù i~pn~izione guanlilalivi di 
,-irus dei <.lhcrsi ('Cppi rcon i num·i virus nfrkani e-ù a,iatici) troverà 
solo con questo metodo la pratica riso lu;~io ne. 

Una piìr vasta espericnzn di tali Yaccini in campo in ternazionale po­
trà confcrma•·e l'utilità pratica <.li tale metodo. Infatti i risultati <.la noi 
qui comunicali ci consentono di affermare che si tratta di una prepara­
zione che prm·oca una completa tuione Yaccinantc con una meto<.lica più 
rispondente alle attuali esigenze. 

Roma 
Roma 

l•tiluto Superiore di Sauilù - Laboratori di \' eterinaria. 
l$liluti Zoopro(ì)altici del L:l7.io e dello Toscana. 
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102. Ernst Boris CHAIN. - Studi sul metabolismo cerebrale. 

Questo m·tirolo è uno rn~scgna dl'l 1:\\"nro ~ul mctaholismo ccrchralc 
t':;eguilo nel laboratorio <.li Chimico Biologica dell"btiluto Superiore di 
~an i là negli Lllimi 3 a nni do .\ . Bcloff-Chain , R. Catanzaro, )(. ~L 
Cohcn, I. )lasi, . Larsson, F . Pocchinri, W . Hcndiné, C. Ro~si , R. Sand­
man, O. Z. Sellinger c E. B. Chain. 

Il quadro del metabolis mo del g lucosio nel te:,sulo cerebrale (l) dif­
fcri:::ce noteYolmenle da quello osser vato in altri lt•,.,::uti q un li il muscolare, 
r epatico e J"adtposo (2· .3. 

4
), (Fig . 1). 1\l('nlrc infatti in qu est i ullimi tes­

s uti il glucosio ò principalmente lt·a~formnlo in g licogeno, oligosaccor'id i 
e acido lattico, nel tessuto cerebrale esso vic.nc in notc,·ole quantità lra-
5formato in aminoacidi, ed in particolare, in ucido l! lutommico, a cido 
n:-:pat·li co, acido y-amminobulirrico, nlaninu c glltta mmina (Fig. 2). 

La determinazione quanlitativa ò ci melnboliti radioalliYi formati è 
stata effelluata diretlamentr su carla con una apparecchiat ura automatica 
(Fig. 3) per la misura di rndiocromnlogrnmmi hidimen::-ionali , apposita­
mente realizzata presso qu esto Islilulo ($· 6). 

La distribuzione d el 14 C da glucosio, fruttosio, piruYato ed aceta­

to C· ') è mostrata nella tabella I. Il piruYalo l' il g lurosio erano i sub­
slrali che più attivamente venh·ano mclabolizzati: la trasformazione del 
pirUY8lO jn aminoacidi e in CQ2 era di gran lunga SUperiore a queJla del 
glucosio. L 'utilizzazione del frullosio, d 'altra parte, era molto più ba.;sa 

di quella del glucosio ed infìne, contrariamente aò ogn i aspettativa, l 'ace­
lato veniva utilizzato soltanto in piccolissima quantità. La formazione 
degl i amminoacidi dai carboidrati e dal piruvato è un processo stretta­
mente aerobico; in condizio ni anaerobiche la scomparsa del glucosio era 
soltanto il 7-lo% di quella in condizioni aerobiche; di questa quantità 
1'80% era trasformato in a cido lnllico c il 20% appariva come glucosio 
libero intraccllulare (1). Nella tabella Il \ Cngono parngonale le quantità. di 
acido lattico formate in ossigeno e in azoto; si vede eh iaramente che la 
formazione dell 'acido lattico in azoto è cit·ca un terzo d i quella che si 
osserva in ossigeno. 

Il metabolismo del g lu cosio è slalo anche studiato in diUerenti parti 
del cervello di coniglio (9

) (tabella lll). Si è trovo lo rhc la dislt·ibuzione del 
uc in lull~ le parti del cer,·ello sludialc era ln. s lc:;sa, ad eccezione del 
y-ammino-butirrico, la cu i forma zione nell ' ipotalamo era maggiore di 

rtuella ossen·ata nella corteccia cerebrale e m quella cerebellare. Du-
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Fig. L - AutonHiiogrnlin di cromologr·ommi su carta di estratti olcoolico-acquo$i di 
tessuti di rnllo incubnti con glucosio generalmente marcata 11C. 

(A = tessuto muscolur·e; B = tessuto epatico; C = tes~uto udiposo bruuo; n ... tc~­
t>ulo cerebrale; ps = glicogeno e oligosnccaritli; m = mallosio; g = ghH'OQio; l == nri­
dn lattico; ol = olonino; nsp = aCillo aspartico; an = miscela di aromi no acidi: arido 
~lutammico. nlaninn. nciJo y-nmmino-bu\irrico. Soh'ente : nl'itlo picl'ico: ulcool buti­
liro Leniario : acqua). 
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Fig. H. - Appnrecchinturn per In misura nutomn lica di rndiocromnlogrammi sn carla. 

rante questi studi si è scoperto un interessante effetto dello ione potas­
sio, quello cioè di stimolare enormemente la formazione della glulnm­
mina da glucosio. Questo effetto era specifico per la glutammina; le pro­
duzioni di acido glutammico, di acido aspartico e di alanina non veni­
vano infatti significativamente influenzate, mentre quella dell'acido 
y-amminobutirrico era leggermente aumentata (Fig. 4). 

In animali carenti di vitamina B6 (1°) non è stato notato alcuno 
effetto sulla formazione dell'acido aspartico, dell 'acido glutammico e 
dell'acido y-amminobutirrico, mentre si è trovata una significativa ridu­
zione nella formazione della alanina; tale effetto era anche più pronun­
ciato nella ipofisi d i ratto (tabella l V). In questo tessuto il metabolismo del 
glucosio è simile a quello del cen -ello per quel che concerne la trasfor­
mazione in acido aspartico , acido glutammico e alanina, mentre è dif­
ferente per il fatto che non si forma acido r-ammino-butirrico e si for-
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.\IET.\IlOL.IS.\10 DEL GLI"COSIO. F'ltl 'TTO .. IO. I'IRI'\' \IO En .\ CET.\TO ~ FETTJ:I\E 
J)J CE.IlYELLO DI 11 .\T'Jtl 

(\'nlori medi .= e.s. cl'pre~~i rome 11~ •li suh-lrnto lra-fnrmnlo per :;o mg di l e~~ulo 
(pe;o umiclo) dopo (iO min . el i ìncuhnl.ìonc n :li' in O in O.G mi. di un tampone dì 
fosfnl ì n pii G.~. Conrenlrnzìonc Ilei s ui.J::trolo 0.1 ",: ratl ioallh ìlìl = IO !.LC per Yn· 
>Chella. t:lucosio e fruttosio uniformemente mnrcalì t'Oil "C: pìru,nto marcato nel 
carbonio - 3. acetato nel carhunio - 2. In par~nlr-i il numero delle esperienze.t. 

~uÙPirnli 
)!etaùoliti 

formali dai subs1ra11 
Glucosio l 'rullu•io l'lrtn·ato .A~eiAIO 

(Ili (Il '"' ( U I 

-----
l 
' 

C02 55,1 + 3,8 26.5 :::: 2,1 94.3 = 5,8 1.4 = 0.1 

Acido lnllico 170,2 ± 19,4 29.0 r l ,6 191. l :t 21,7 -
Alani nn 3.9 + 0,3 1.7 + 0.1 0,5 ± 0,1 -
Acido aspartico 6,6 ± 0,3 3.8 ± 0.7 49.5 ± 2.0 tracce 

Acido glutammico 23,9 ± 1,9 9.0 = 0,5 111.7 -:;: 8,0 tracce 

Acido y-nmminobulir· 

l I'ÌCO 7,8 + 0,6 1.3 ± O. l 12,8 ± 0,8 -

mano glicogeno e ammino acidi incorporati nella frazione proleica 
(labello Y). 

Studi sulla origine dell'azoto negli amminoacidi formati da glucosio 
nel cervello di ratto sono slali eseguili con lo ione ammonio marcato 
uN ( 11

). Gli amminoacidi venivano separati su una colonna di resine a 
scambio ionico Dowex DO secondo la tecnica di l\looR.E e STErx (1 2

); per 
ognuno di essi, oltre al dosaggio chimico, veni' ano determinati il con-

TABELL.\ Il 

FORMAZIOI\'E DI ACJDO LATTICO DA GJ.llCOSIO lN FETTI:I\E DI CERVELLO DJ 
RA'ITO Il'ìCUllATE IN CO.:I\DIZIOì'\1 AEROBICHE ED A:I\AEROBICHE 

(Itisullati espressi come t-LS di ~lucosio Lrasrortnnlo in ncido lntlico per 50 mg di te,su to, 
(peso umido) dopo 60 minuti di incubazione n :\7° in 0 2 o in N, in 0.6 mi di un Lampo· 
ne di fosfnti a pH 6,8. Concentrazione del glucosio: 0. 1%; radioallivilà iO 1.1C per 
Yascbelta. Valori medi di 4 esperienze ± e.s.). 

o~ 

240,8 ± 13,8 85.1±2.7 
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T .\1\ELL\ l\' 

l:'iFLt:E:'iZA DELLA CARE:\ZA 1.:\ \"IT.-\\H:\A B. SHL.-\ FIJI\~l.\ZIO:'iE DI .Unll:'iO 
ACIDI DA GLl.:COSJO XELUPOFISI !SOL..\ T.\ E :'iELLE FETTI:\E DI CE l\ VELLO 

Df BATTO 
'alori mcdi .::: e.!>. espre~s i come !Lg di gluco5io tmsfMmato pl'r 20 mg rli ipofi5i 

1pcso umido) e pc•· t'iO m,!! di tessuto cerebrale dopo iu.:ubazione a 3i 0 in O, in un 
t;\mponc di fosfati a pii lì. ner i periodi tli tempo indif<lto. Concentra?.ione del glu· 
ro~io: 0, 1% ; radioatliYilit : IO ~LC per Yaschella. Io parentesi il numero delle espe· 
rienze). 

Tempo di !ocubAtiO!l~ 

Alanina 

.-\ rido aspartico . 

Acido glutammico 

:\rumino acidi proteici 

Acido y-amminobutir-
rico 

!poù•i 

'Xorma!e 
($) 

8.4 ~ 0.3 

3 0 1'\l 

l"a~ote .Il 
\-itamint\ U, 

,.<t 

4 ,3 = 0,5 

p < 0,001 

<.:cr~ello 

~onuole 
t l;; l 

2, 1 :::.: 0, 2 

l orn 

Cnr~nte di 
Yitamioo 116 

(23) 

p < 0 ,01 

5. 9 ;-':: 0,4 6,'i .±_ 0,8 26,0 = },2 28,5 I 1.3 

1.2 = O.Oi 

4 ,8 = 0.2 5,3 ± 0,2 

T.HtELLA \' 

)IETABOLIS)fO DEL GLL'COSIO :\ELLTPOFlSJ !SOL.\ TA E :\ELLE FETTI:'i~ DI 
CEH \' ELLO DI lUTTO 

~Risultati esrressi come ~~g di glucosio trasformato per 20 mg di temtlo (peso umido) 
dopo 3 ore dl incubazione in O, a 3i0 iu O. l rnl di un tampone di fo::falo a pH 6.8. 
Concentrazione del glucosio: 0. 1 ?~; rndioatth ità: IO t t C per ,·a,:chettn. Yalori medi 
di G esperienze z e.s.). 

Ft·:oziooe 

.\lanina 

Acido aspartico 

.\ cido glutammico 

Acido y ·ammino butirrko 

Acido lo l t i co 

co. 
Glicogeno c oligosaccaddi 

Amino acidi proteici 

T p~ li$ i 

6 ,7 =0,3 

4.7 ± 1,2 

4-.0 + 0.3 

60.5 ± 6,2 

16.6 ± 2 .2 

I. O± 0.1 

0,9=0,2 

- . 
'F~ftlo~ di c•rTcllo 

3.2± 0, 1 

4,7 ± 0, 5 

14,6± 1,0 

4,4 ± 0,4 

104,5 ± 7,8 

58,0± 7,7 
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a 

Fig. 4. - Mappe numeriche eli radiocro 
alcoolico-acc[uo~i di cervello di couiFiio illlt 
(a - in as•enza di ioni potassio; b = in P" 
mappe sono state ottenute con l "appareccbiaJI 
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tcnuLo in 15N e lo. rndi oa ltiYilà. La figura o mostra la coincidenza tra la 
curva di eluzione degli ammino acidi determinati col metodo alla nin i­
òrina e la curva della radioatti,·ità. Le attività speci fiche dei singoli am­
minoacidi sono riportate in La bella 6 ; da tale tabella appare chiaramen­
te che l' 15N proveniente dall'ammonio marcato veniYa pronlnmenle 
incorporato nell 'acido aspartico, nell'acido glutammico e nella glutam­
mina c in quantità di gran lunga inferiori nella glicina , nella alanina e 
nell 'acido y-ammino-butirrico. La percentuale degli amminoacidì rad io-

0.71 

J 
0.4 

0,3 

Q2 

0.1 

o 20 40 60 

o 

~ .. 
o. 
"' "! 
o .., 
·;:; .. 

o ·: 
u ·e 
E .. 
"'5 
c;. 
o 

.:l2 
u ... 

pH 3.42 

- )JM/ml -5 
- cprrvml •10 

m l d i eluente 

Fig. :S. - Curva di elut.ione ollcnut.a sottoponendo un estratto nlcoolico acquoso di 
cen ·ello di rallo incubalo con glucosio generalmente marcato "C a cromatografia su 
una colonna di Dowcx t>O di cm. 0.9 x 100. 

attivi - cioè a dire gli amminoacidi d i nuova formazione provenienti dal 
glucosio - contenenti 1 $N era data dal rapporto B/ A · 100 (vedi tabel­
la VI). L'acido aspartico, l'acido glutammico e la glutammina di nuova 
formazione avevano 1'15N incorporato per circa il ~0% mostrando così che 
lo ione ammonio è un attivo metabolita nel metabolismo cerebrale. La 
alanina invece men tre aveva un 'attività specifica nel carbonio molto alta, 
conteneva soltanto una piccola quantità di 15N e pertanto il rapporto 
.B/ A · 100 era molto basso; ciò .vuol dire che l'azoto dell'alanina d eve 
derivare da altre sorgenti diverse dallo ione ammonio; lo stesso si appli­
ca per la glicina e, contrariamente ad ogni aspettativa, anche per l'acido 
y-ammino-bu ti rrico. 
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In accordo con i ri sullali dì altri Aulol'ì è stato troYato che il glu­
tammico YeniYa ropidumcntc ossidato dal ccrYcllo (6) ; la quantità di C02 

prodotta dall"acidv glul.amlllico mal'ca to HC er;.~ circa metà di quella pro­
dott a dal glucosio (luhclln \"Il). L'atliYilà spcci licn del 11 t:Uz da glurn-in 

Fi~. 6 . . )lappn numerica di uo radiocromalograruma bitlimen~iona le Hl cartn tli tn• 
e::-lrallo alcoolico acquoso di cerYello di ratto incubalo con acido glutammico gene· 
rnlmente marcata 14C. (Soh·eoli : Yedi fig. 2). 

dopo un 'ora di incubazione era 0 ,6 (in relazione all 'attiYilà specifica del 
glucosio = 1) mostrando così che il 40% della COz prodotta proveniva da 
a ltri substrati (13

) . L 'a lti,·ità speciftca della 14 C0
2 

da acido glutammico era 
soltanto di 1/ 3 più bassa di quella da glucosio, prova evidente che la ,·c­
locità di ossidazione dell'acido glutammico non era di gran lunga infe­
riore a quella del glucosio. Inoltre in presenza di glucosio inerte la pro-



duzionc di 14C0z da acido glut.ammi··o ''t: non solo non d1minuiva. come 
~i !'m·cbbc potuto a~pcttarc se il j!llu·o:$it' fo~se stato preferenzialmente 
o:.::.idalo. mn. anzi. nullll'llt:t\·a (lalwllo~ \Il )(~ u). 

Hisullali simili sono stati ancht• o~<:rn·ati in studi r~cguili sulla re­
t i na isolata di ratto 1 1 ~). 

Contro ogni aspetlath·a si è tr·cwnto inollrr che l'atliYità speci fica 
òclla ''CO, da acido glutammico 14ç era la stessa sia in p1·esenza, che in 

T .\BELLA Yll 

I~TEllAZIO~E TRA LE OSSID.\ZIO~I IlEI. r;t.rCOSIO E DF.L GLlTA.\DIATO ~ 
FETTI~E DJ CEI\YEI.Lcl 01 1\.\TTO 

(Risultati c~prcssi in: a \ !l~( tli CO formai.: p.:r 200 m2 11i l l' ,.~uto tpcso umido}; 
h • alt h i là ~pcl'ifica relativa a qnclln t1ct ~uh-tr-.•lo falla u.!WIIII' ad l Il le~~uto è stato 
incubnto per 2 ore in 0: a 3i' in 3 mi rli lli111JI'''".' di ro~f;~ti a pii 1.i. Concentrazione 
del substrato: 0.1 'io· Yalori medi dì 6 c~pcrio.'lll.l' z e.:;.). 

Suùsrratl 

"C-gluc~sio . . . . . 

"C-glucosio+ glutammato 

"C-glutammato 

••C-glutammato +glucosio 

O) 

11~1 ùl co, 

l 50,2 ± 2.6 

53 .7 ::: l .o 

30,4 ::±: 2, 7 

55.3 ::t: l.l 

l 
bJ 

Alli~ìU\ apecifteG 

·l 
relativa 

0,64 ± 0,03 

0,37 == 0,02 

0,3i ± 0 ,02 

0,41 = 0,01 

&sscnza di glucosio mostrando così ~hl· in presenza dci due substrati, 
l'acido g lutammico Yeniva prefercnziolntt·nte O$ idato (tabella Yll). E ' ben 
noto che il glucosio stimola il consumo .Ji ossigeno in presenza di acido 
f.:lutammico ('s). Dato però che l'allidt;\ specifica della 14CO, da acido 
~lutammico non cambiaYa in presenta tli glucosio mentre la quantità 
totale di 14C02 prodotta dall'acido glutammico aumcnta,·a. ne segue che 
il glucosio deve stimolare non solo l' oss iòazione dell"acido glutammico, 
mu anche l 'ossidazione di altre SO!\Ianze. Il fallo che il Yalore dell'atti­
vità specifica della HC02 da glucosi(l ,.t•ni,·a ridotto in presenza di acido 
l! lulnmmico inerte (tabella Yl!), ultNionucn te prova che l'acido glutam­
mi co è ossida to preferenzialmente ul rllll·osio. 

"ello stud io sul metabolismo tkll'arido glutnmmico nel tessuto c-e­
l ebra lc si è troYato che esso venh·a principalmente t1·a sforruato in acido 
aspMtico. acido y-amrnino-hulirico t' dutammina. In prr,t>nza di glu­
cosio inerte la formazione dello glutammina raòioatti' a auwenta,·a no­
le,·oJmcnle mentre quella òcll"acidll a,partico diminuint tlabclla Ylll). 
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TAIIF.LLA VIli 

1:-ìFLUE:'\ZA OEL GLt.:COSIO St.:L ~IET.\BOLIS~IO DEL GLt,;T.\~I~IATO 1:-ì FETTI:>ìE DI 
CEIWGLLO DJ HATTO 

(Risultati espressi come 1.1g di acido glutammico lra!;formato e ttM di O, con~umato 
per 50 mg di te!'suto, u•cso tunidol dopo GO min . di incubnzione in 0 2 a 37° in O.G mi 
di un tampone di fosfati a pii i A. Radi03Uh·ilà del glutammato generalmente marcato 
14C : IO !le per vaschella; concentrazione : 0 ,06~0 in ucido glutammico. \ 'alori medi di 
8 esperienze ±. e.s.). 

Concentra· Aeido Consumo • 
&Ione del co·, Acido y-ammloobu· Glutammloa Ati do di oui,:!~oo 
glucosio &l!p&rti<O 

tirrico 
i!lulammico (Il l.! l 

o 66.0::!: 3, 9 75.6 ± 3. 9 4,2 ± 0.4 11.2± 2.6 26.0 ± 1,1 4.0 ± 0.3 

0 ,1 °/o 61,6 ± 5,6 17,7 ± 0,9 6,9 ± 0.4 34 . 6± 3,9 94, 1± 5. 1 5,4 ± 0.2 

• Valori medi di 14 esperienze. 

T>. IJELL\ lX 

INFLUE~ZA 01 ALCUNI lNTER)ffiOI DEL METABOLIS~I O DEI CARBOIDRATI SULLA 
TRASFOR.\IAZIONE DELL 'ACIDO GLUTA~nUCO IN ACIDO ASPARTICO. GLUTAmii­

NA ED ACIDO y-AmtlNODUTlRRICO IN FETTIXE DI CERVllLO DI RATTO. 

•llisultati espressi come 118 di acido ~Jutammico lra5lormalo pe.r 50 mg di tessuto peso 
umido) dopo 60 min . di incubazione in O, a 37° in 0.6 mi di un ta mpone di fosfati a 
Jl ll 7,4. Radioattività del g luta mmato gencralmcnLe marcato 14 C: 10 J.LC per vascbelta; 
concentrazione : 0.06% in acido glutammico. 

Num~ro A. dd o 
Snb11.raU agglooti delle .Acido Ac.do Glulamm•a• Y·ammino· 

upel'ien<e glutammico uportlco butirrico 

- 8 26.0 75.5 11 ,2 4,2 

Gluco~io l 8 94 .1 17.7 36,4 6, 9 

Acido piruvico 4 65.9 20,1 17.4 4, 5 

Acido o:-cbetoglutarico 4 20.0 21,8 7,0 2,4 

Acido citrico l 22,6 79,3 6.5 5,8 

Acido succinico 4 19,6 67,6 7, 1 3 ,7 

Acido malico l 20,1 60 .7 2, 2 

l 
2,6 

Acido os~alacelico 3 25 ,8 79, 4 2.0 5. 4 
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Fig. 7. - Mappa numcricn dj un radiocromalogrammo hìdimen"ionnle su carta di un 
eslralto alcoolico acquoso di cervello di ratto incubalo con acido aspartico generalmen­
te marcato 14C. (Solventi : vedi fig . 2). 

Questo effetto, era specifico per il glucosio e in minor grado anche per il 
piruvato, mentre non si ossen ·ava per nessun altro acido del ciclo degli 
acid i tricarbossilici sperimentato (tabella IX)('). L 'acido ~-chetoglutarico 
inerte diventava rapidamente e in modo notcYole rnù ioattivo (tabella X) 
in presenza di acido glutammico marcato indicando che esso era in diret­
to equilibrio enzimatico con l 'acido glutammico. Inoltre esso è stato l 'uni­
co substrato, tra quelli sperimentali, che diluiva la 14C02 prodotta dalla 
ossidazione dell 'acido glut.ammico ('). 
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l 'FLUENZA DEL PffiUVATO E DJ ..\LCU:'\1 lXTEH~IEDl DEL CICLO DEGLI .\CIOl 
TRICARBOSSILICI SULLA TRASFOR:\1..\ZIOXE DEL GLL:TA~I~L.-\TO :\EGLI .\ CLOJ 

cx-CITETOGLUT AlllCO, ~ALICO. CITRICO E Sl:CCL'iiCO 

(Risultati espressi come IJ.S di acido glutammko trasformato per !>O mg di tessuto (peso 
umido) dopo 60 min. di incubazione in O, a 3i" in 0.6 mi di un tampone di fosfati a 
pii 7,4. Radioattività del glutammato genernlmente mnrcato "C : 10 fLC per vascbclta; 
concentrazione O,OG% in acido glutammico. Concentrazione degli intermedi aggiun­
ti : O,i %). 

Acido 
Subau-atl aggiunti ct-c:boto· .Aeido Ac ido .Acido 

glutarlco 
malioo eiuico aucciulco 

Acido piruvico 22,3 4,5 2, l -
Acido ~X-chetoglutarico 206,5 16.5 - 14,9 

Acido succinico 8.0 8,3 - -
Acido mali co 4,7 26,0 tracce 6,9 

Acido citrico 2.2 5.3 1.8 2,4 

Acido ossalncetico 6,7 l - - 0,9 

INFLUE.'iZA DEL GLUCOSIO SUL METABOLIS:\lO DELL 'ASPAHTATO IN f'ETTIXE DI 
CERVELLO DI RA'ri'O 

(Risultati espressi come J.LS di acido aspartico trasformato e 11~1 di O, con~umato per 
:SO mg di lessuto (peso umido) dopo GO min. di incubazione iu 0 2 a 37° in 0,6 mi di 
un tampone di fosfati a pH 7 ,4. Radioatth i là dell'aspartato ~eneralmente marcato 
"C: iO J.LC per vaschetta; concentrazione O,O:S% in acido aspartico). 

Coocen tras:lone Acido Conaumo l del co, Ad do Y·ammlno Glutao:unina .Acido di ou~no 
glucoeio ghll:lmmlco 

butirrico 
upntlco (jl ) 

o 19,9 13,5 tracce trAcce 28.9 2, 9 

0,1°/o 77,3 60.6 2,8 8.8 42,7 6.8 

O, 2°/o 77,2 85.8 2,4 8 , 1 57,2 6,6 
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TABELL\ Xli 

EFFETII DEL GLCCOSIO ~CL ~JET,\1\0 1.1:\~10 IH FITTI:'\!-. DI CERnLLO DI RATTO 

+ indica un aumento ma;:-;!iorr di 2 vollr + + un aumrnto da :! a 4 volte e + + + 
un aumento mag_;;iore di i ,-oltc; -- indica una Jiminulione ad un terzo;. 

l 
Subat~to 

l 
l ~fetaboliti rort'Datl 

l acet3tO pzruvalo l aapnrtsto l gluuunt'Dato 

l ----l 
i 

l co. + l +++ + 
l Acido lallico ++ l : 

Acido aspnrtico l --
' Acido glutammico +++ 
l l 
l Glutammina l +++ +++ 
' l 

t 
Acido y-ammino butirrico + l ++ + + 

l l 

Si è trovato che anche !"acido aspartico wni\·a ossidato dall e fetti­
ne di cervello di rallo anche se in quonlilù di gran lunga inferiore a 

quella dell 'acido glutammico; come melabolita principale si formava 
l acido g lulmnmico (Fig. i ). I l g lucosio ::.limola'n l'os:.idazione d ell'aci­
do aspartico (circa 3-'• Yolte) e la sua lmsforma:tione in ammino acidi. 
Infatti in aggiunta all'acido glutammico in presenza di glucosio compa­
rivano anche, in note"ole quantità, la g lutammina e l 'acido y-ammino­
bulirrico presenti solo in tr·a crt• in assC'nzn di glwosio (tabella XI). 

Da tutlc queste osscrnlzion i appare ch illl'am C' nlc che il glucosio ha 
molteplici effett i specifici :: ul mr tnhnli.:mo ccrr iH'ale (tabella XJI). Essi 
sono: 1) stimolo dcllf\ produzi one d cll 'ncido lalliro ùnJrncido piruvico; 
2) s tim olo della p1·oùuzion c di glulamminn c, in minor quantittl, di quella 
dell ' acido y-ammino-butiTTico da ll 'a cido_ nspal'lic·o e <.la ll"acido glutam­
mico; 3) s timolo della formnzi onc ùi aciJo g lut ammico dall"aci<.lo aspar­
tico; 4) riduzione dclln f0rmm.ione dell 'acido a::.pal'lico dali" acido glu­
tammico. 

Homa - Istituto Superiore rli 5anilìl - L.1horulorio di Chimica biologica annesso 
al Centro lnternnzionalc 1li Chimico 'licroLiolotzica. 
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103. A. BALLIO e Serena RUSSL - La struttura del galattosil-lattosio, 
un trisaccar ide prodotto dal lattosio ad opera del Penicil· 
lium ch rysogenum T hom. 

Riassunto. - Il galattosil -lallosio, che rappresenta il principale oli­
gosaccaridc sintetizzato per azione t.lella lransgalallosilasi del Penicilliurn 
chrysogenwn Thom su l lattosio, è 1'0-,8-D-galallopiranosil-(1-+6)-0-,8-D­
galattopiranosil-{·1-4 )-D-gl ucopiran osio. 

Summary. - GalactosyJ-Iaclose, the main oligosaccha,·ide synthe.si­
zed from lactose by th e transgalactosy lase of Penicilliurn chrysogenum 
Thom , is 0-,8-D-galaclopyrnnosyl { 1- 6)-0 -,8-D-gu lactopyranosyl-(1-+4)-D­
glucopyranose. 

L 'incubazione di estratt i di Penicilliwn chry.;og<;ntmt Thom con il 
lattosio dà luogo alla formazione di numerosi oli gosacc:a l'idi riducenti (l); 
il prodotto principale di questa reazione, acca nt o al glucosio , è un tri­
saccaride (galattosil-latlosio) che si produce a seguite, del trasferimento 
{]ella porzione galal tosidica <li una molecola di lattosio ad una seconda 
molecola di lattosio. In questo laYoro \'iene chiarila in modo definitiYo 
la struttura chimica di questo tr·isaccaridc ( •). Il galallosil-lattosio ne­
cessario per questo studio (alcuni grammi) è stato isolato dai filtrati di 
colture del P. chrysogerwm S\'iluppato in lerreni contenenti lattosio. In 
un precedente lavoro e> era stato infatti dimostrato che la maggior parte 
degli oligosaccaridi sintetizzati per azione di preparati enzimatici d ella 
muffa sul lattosio, è prodolla anche in lali lerl'eni, i quali costituiscono 
ovviamente una fonte più accessibile per l ' isolamento d i questi compo­
sti in quantità sufficienti per uno studi o chimico completo. Il fraziona­
mento della miscela complessa di zuccheri si eseguiva mediante croma­
tografia su colonna di C·ellu losa o di carbone-celite (4

), ed il galattosil-
1attosio si purifi cava infine mediante precipitazione con acetone da una 
l"oluzione in alcool metilico. 

Le determinazioni del peso mo\ecolarc, eseguite con due metodi di­
versi , da\'ano Yalori in buon accordo con quelli cotTispondenti ad un 
trisaccaride. L 'idrolisi acida dava luogo a circa 2 moli di galattosio per 
mole di glucosio. La cromal~rafìa su carla dei prodotli di idrolisi par-

(•) (na noi~ preliminare era stata pubblicata nel 1!):17 (". 
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zinlC indicava la prt'~<! ni'.U . (ltTllll ln nl glUNJ~ i O l'd a ) 1!<1 laltOSÌO, Jel la\ ­
[OSÌO e del 6-0-,B-galnttopir.'lno:;il-n-~alnttopiranosio. Per ossidazione con 
ipoiod ito in ambiente alca lino. s~t:n ita ùo idrolis i acida , il lrisaccaridc 
libertl\'a un solo zucchero t•idtu·cttlt·. idcnt i co n l !!alali osio. c ac ido glu­
conico. La di mostrazione con..tu,;i' ;t Jella !:'lrultura del t;nlallo~i l-laltosio 

ern fornita dalla idcnt ifrcnzinnr:- dci prodotti ollcnuti per· idro lisi ncida 
del suo endecamet iletere. La misr·t•la di questi zuccheri met ilnt.i si po­
tt'va risolvere assai soddisfaccnlc·ntl'nte in 3 frazioni per mezzo dell'clui­
zione a gradiente con acqua-ntc·ti k lilc-hetonc da una colonna d i carbonc­
cel ite (5

) (Fig. 1). Le frn7.ion i coni~pondc,·ano a quonlità prcssocchè 

fi g. l . • :3epMtl7.ione ~ ~~ c·arh" '' •'·•·,.Jil c dl'i prodolli rli idroli~i adfln 
d(•l !.!Hia;ICI-ii-J:,;co<io me tilato 

equ i molecolari di 2.3,4-lri-0-lllcl i l-il-galattosio, 2, 3.6-tri-0-metil-D-glu­
cosio e 2 ,3,/k,6-tetra-O-metil-ll-gnlattosio. Gli esosi metilati si identifica­
vano in base al potere rotalorio. nlla mobilità cromnlografica su carla 
ed al punto di fusione dei loro prodotti di condensazione con anilina. 

I Yalori debolmente positiYi del potere rotalorio <lel trisnccoridc e 
dei due oligosaccaridi ottenuti <In es::r• per i<lrolisi acrdn. parziale, suggc­
riYano la conlìgurazione ,8 pl'r cnl r·nmbi i legami ga lnltosidici. La con­
figurazione (3 del nuoYo legfl me ~a la l losidico prese nt~ nel galn ltosil -lot­
to~io si poteYa anche predire ;,ulla base di quanto è stato gencralmcntr 
osserYato nelle reazioni enzim:tlichc di transgnlollosilnzione: il residuo 
del carboidrato tra sferito, cioè. con~rn·a il legame· anomcrico inizial­
mente presente nello zucchero che ~~n·e da substrato. C n ·ulteriore in­
dicazione a faYore della confì!:!urnzi(•IH' ,B si otteneYa dal nllore della r o­
ta~ione ottica molare del tri;acc:nidc ( + 18360), Yalorc a~sai più basso 
di quello che si può calcolare per un gnlaltosil -laltosio con lef!ame cx-U> 
( + 069'20) sommando la rotazione n10larc del latlosio ( + 17!120) ali ' in -
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cremento 1- 30000), ormai lnrgamcnlc arccttnt0 ~ G). clll' ' i o5~CrYa nel­
l'unione di un resitluo a-D-ga lallopirnno,idico a ,·ari 1uccheri. La con­
ligurnzit)nt> Òt'i legnllli gluco,id ici era infine conft•rmala anrhc i.lallo ~pel­

tro infrnro5so (in ~ujol) del trisaccnri<lc registrato frtJ /00 c 1000 cm- ' , 
intcn ·allo on• compaiono le frequente piìt cnraltt•ri:>tlr hc Jci carboid ra­
ti ('). Sono infatti stati 05~en·ati i pil'clti lipiri dei lt>gami /3 (i/9 e 
900 cm- 1

) . mentre nella rl•gionc OYI.' i legami o: danno luogo a picchi 
ben Jcfiniti (800-SGO cm-') è stato notnto un am pio minimo. 

Tutti i ri5ultali ottenuti, dunque, portano a condudcrc che il ga­
la ttosi!-lalto5io sintetizzato per azione di estratti di colture di P. clrryso­
!Jenwn su l latto::io ~in il lì - 0-/3-D-go lullop i rn n ,,~il- !. 1 - tì)-0-8-D-galntto­

piranosil-(1--+4)-D-gl ucopirrmosio. 
l'nn 5trutl ura identica crn ~tnta ::uggl'ritn dn p,zL·n per il trisarcn­

ride principnlr formalo dura1d c l'idrolisi del lntto,io ad opera di licYili 
capac i ùi fermentare: il la ttosio (3) , mo. fino ad ora non è stata pubblica ta 
nessuna proYa chimica al t' iguardo. \Y.,J,I.EXft::.LS ,. co li. (9

) ayeqmo 
ilnche ossen·ato la formazione di galu tt o~il-latt o~io {' lallotri osio') du­
rante J'incuba7.ione del lallosio con la /3-l!nlatto,ida~i di Esrllaìchia coli , 
Aspe1·yilli , J/dix pomalia cd int estino di Yitello. ma solo nel caso degli 
Aspergilli era stato isolato un trisacca l'idc ana lilicnmcnll' puro (1°); poi­
chè, però, per questa sostanza non ~ono ' late !Jllbbli(·ate l ~ costanti chi­
mico-fi:;iche, non è possibile accertare SI' esso pos~ieda o ml.'no strullura 
identica a quella ora as5l'~matn nl gn lnllosil -la tl o~io 5Ì lllt>tizzato un i 
P. chrysogenu.m. 

I ri:;u ltati di questo studio chimico. inc;iemc con J'os:;erYazione ri­
portata in un precedente Jn,·oro C) che il gnlatto~il-lctto5 i o prodotto dal 
l' . cllrysogenttm rappresenta l'oligosnccoride qunntitatiYamente più im­
portante ed il primo in ordine di tempo sintetivnto ùalla muHa durante 
l'idro! i:; i del lattosio. indicano che la formazione di legami /3- l ,6-gala t­
lo:::idici è faYorila in questa reazione enzimatica .. \ tal proposito Ya r i­
t:ordato che anche nel caso Ji ollrc trnnsfcrasi di fllllghi è stato osscrYo­
lo un preferenziale trasferimento aò opl'ra dcll'cn;dma d~l residuo non 
riducente dei disaccaridi sull'o'lsidrilc nlcoolico primario degli accet­
tori C'). 

P.\ RTE ~PERDIE~T.\LE 

I punti di fusione non sono slat i corretti. Le cromatof!ra fie su carta 
sono state eseguite su carta \Yhalman 1, con s,·iluppo discendente e im­
piegando i seguenti solventi: 

i ) alcool buti lico normnll'-piridinn-acqua (6 :4 :3); 
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2) alcool bulilico normale-acido formico 08% -acqua (lt: 1,8 :4); 

3) alcool butilico normale salurat<' con acqua; 

4) alcool butilico normale-acido acelico-acquo. (4: l :5, fase supe-
riore); 

t>) alcool butilico normale-alcool cli lico-arnmoniaca (d = 0 ,92)-ar,­
qua ('1·0 : IO :'J : /~!) , fase supcl'iore). 

Gli zuccheri veni,•ano indi,·iduali mediante il reaLtivo benzidina-acido 
lricloroacelico (12

), l'acido glucon ico con bleu di bromofenolo in alcool 
d ilico (0,01•%). 

I SOLAM ENTO DEL GALATT OS(L·LATTOSIO. - Que to CO ffip OSlO veniva 
preparat o mediante il procedimento descri lto in detlaglio in un altro la­
voro ('), nel quale sono contenuti anche i dati che dimostrano l 'identità 
del trisaccaride isolato dai filtrati di colture di P. chrysogenum svilup­
pato in terreni contenenti lattosio con il trisnccaride isolato da soluzioni 
di lattosio incubate con estratti della muffa. Dopo cromatografia su co­
lonna le frazioni contenenti il trisaccaride si evaporavano sotto vuoto, 
si riprendevano con poco alcool melilico bollente, si riscaldavano con 
carbone atli,·o, si filtravano a caldo. Alla soluzione calda si aggiungeva 
acetoni' bollente fino a comparsa d'intorbidamenlo. Dopo Jue giorni di 
riposo a ~o il precipitato bianco formatosi si raccoglieva per centrifuga­
zione, si lavava ,-arie volle con acetone freddo e si seccava a tempera­
tura ambiento sotto vuoto. 11 materiale aveva ["]rf = 31•0 (c = 1, in 
acqua) e fondeva a 187°, cominciando ad alterarsi a Jf)7°. All 'analisi da,·a: 

tro,·.% : C 39,66; H 6,70; 
40,00; 6,7 1. 

Il peso molecolare determinato mediante ossidazione con ipoiodi­
l0 (13

) dava: 

tro'. % : peso molccolare 560; 
per C1811 3 ~Ù 1 6 .2H20 cale. 040. 

Un<t conferma del valore del peso molecolare si olleneva. per via 
!-petlrofolomclrica, confrontando l'assorbimen to di una ~oluzionc ctilal­
coolica dell'osazone del lrìsaccaride con quella di una soluzione eli lalcoo-
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lica <li glucosazone (Fig. 2). Gli osnzoni si preparavano secondo i meto­
di usuali ; quello del trisac~aride, dopo cristallizzazione <la alcool etilico 
òi lui to , si presentava in lunghi aghi con p.f. '229-23 1 ~ . 

E 

0,4 

- - -::---

Fig. 2. - Speltri u. v. di soluzioni etilal· 
cooliche (2 x 10-• ~{) dj glucosazone 
( ········· ) e gala ttosil-lattosazone (--). 

InnoLISI TOTALE. - :'llilligrammi ti di trisaccari<le si riscal<lavano 2 
ore con O,tS cm3 di acido solforico N in tubo chiuso a 110°. Dopo raffred­
damento la soluzione si neutralizzava con resina Amberlite IRA-400 e 
si esaminava mediante cr·omatogrnfìa su carla . Dai cr·omatogramrni (sol­
vente 1) si eluh·ano con acqua i monosaccaridi e si dosavano con il mi­
crometodo di NELSON (16

) . Il dosaggio d:.n·a: 

t rov. 
glucosio 

galattosio 
per galattosil-lattosio cale. 

1 ,8; 

: 2.0. 

lnnOLISI P.-\RZlALE. - :\lilligrammi ti di Lrisaccaride si riscaldavano 
9 ore con 2ts cm3 di acido acetico 2X in tubo chiuso a lHY'. La cromato­
grafia su carta (soh·ente J) indica,·a la presenza di glucosio, galattosio, 
lattosio e 6-0-,8-D-galattopiranosii-D-galattosio C). Uopo allontanamen­
to dell 'acido acetico a pressione ri<l olta ed a temperatura inferiore a 3o0

• 

la soluzione si neutralizzava con r esina :\mberlite IH-4B e si frazionava 
poi su colonna di carbone-celite impiegando per l'eluizione un gradien­
te di cc•ncentrazione di a lcool eti lico in acqua C). E' stata usata una co­
lonna con diametro . di cm 3 e allezza di cm 38, un miscelatore conte­
nente cm3 tsOO di alcool et ilico ;)% ed una J'i sel'\·a con cm 3 1000 di alcool 
eti lico al 30%. 

Venivano raccolte frazioni di cm3 6 mediante un collettore automa­
tico. La cromatografia su carla (soh·ente ·1) delle singole frazioni dimo-
5trava una parziale separazione dei due disaccaridi (Fig. 3). Questi si 
isolavano evaporando sotto vuoto le frazioni omogenee e si purificavano 
ulteriormente per mezzo òella cromatografia su carta con il solYente 1. 
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Fig. 3. - Frazionamento su carbone-celitc degli w cchcri ottenuti per idrolisi parziale 
del gala ltO$il-la11 Mio. Rl è il rapporto fra il cnmmino per·corso nelle cromatogr·a lìe s u 
carta (soh·cnte lì dn ogrri singola sostanza e quello percorso dal lattosio. l numeri a<­
regnat i agli zuccheri ~ono gli ste~l:i usati in un precedente lavoro (3) c cioè: 2 per il 
~lucosi o, 3 per il 2alattosio, 4 per il lattosio, 8 per il 6-0-~-D-galattopiranosil-0-galat -

tosio, tO per il galattosil-latlosio. 

Ln tabell a I mostra che le mobilitll croma tografiche (soh·entc ·J e l.t-) dci 
disaccaridi così ottenuti sono identiche a quell e del lattosio e del 
6-0-,B-D-galattopiranosii-D-galattosio (quest 'ultimo gentilmente fornito 
dal Dr. Lindbcrg). I prodotti avevano rispetti,·amente [a~~ + ~2.0° 
(C= 1, in acqun) ([a.Ji: del lattosio è + o2,4°), e (o:]i)' + 29 ,3° (C= l in 
acqua) (BOt,;VE:'\G e LI:'>DBERG (1') danno per il o-0-p-D-galuttopiranosii-D­
galattosio [C( ]i_? pari a + 30°). 

TAIIELL., l 

Confronto delle mobilità cromatografiche (RL ) ( ' ) dei disaccal'idi ottenuti per idro­
lisi parziale del galattosil-lattosio con quelle del G-0-~-D-galoltopirano~il-D-galallosio 
c del lattosio. 

Composto 

Di~ncca ridi ottenuti nell 'idrolisi paniule del ga­
lattosil-lnttosio . . . . . . . . . . . . 

6-0-~-D-ga la ttopiranosil-D-gulat tosi o 

Lattosio 

~lveote l Soh·eote 4 

l 
i l l 0,68; 1,00 . 0,72; 1.00 

0.68 0,72 

1.00 1.00 

(• ) Raprorto fra il cammino percorso da ogni singola sostunzo c quello percorso 
dal lattosio. 

O~SIDAZIO:'\E c 
iod io 1.mg 6) e idt 
temperatura ambi 
forico 10:\ (cm3 O 
luzione limpida , 
di carbonio, ncut 
si esaminava met 
teva d imostrare 1. 
sponde,-a al galall 
la presenza ùi aci 

~[ETlLAZIO:'\E. 

secutive con solfa 
condizioni descrit 
secondo trattamen 
a 40-50°. Il prodo 

I DROLIS I E FR. 

sciroppo (g 0.37) 
Col\RAD (18

) e l ' i< 
usando per l 'elui1 
10%) di metiletilc 
parati (Fig. 1), ci; 
fie su carta esegu 
dotto. Il confronl 
che il primo pie< 
2,3,6-tri-0-metil-D 
(tabella II). I prod 

r.onfronto delle mobil 
zuccheri ottenuti per 

~le t ilesosio del pr 
2,3.4-tri-0-metil-0 

~letilesosio del st 
2.3,6-tri-0-metil-0 

Me tilesosio del te 
2,3,4,6-tetra-0-met 

( •) Rapporto fra 
dal lattosio. 
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l-triore controllo nel modo seguente. Il prodotto isolato dal primo picco, 
dopo evaporazione sotto vuoto fino a secchezza, aveva [exj~ + 111 ° 
(t:=0,2 in acqua) e per ebollizione di ~ ore con anilina in soluzione etil­
alcoolica dava 2,3,4-tri-0-metil-X-fenil-D-galallosilammina con p.f. ·163° 
(non depresso in miscela con un campi one autentico ottenuto dal Dr. 
Lindberg). Inoltre il prodotto presente nel primo picco dava luogo a for­
maldeide (identificata colorimetricamente con acido cromotropico) per 
ossidazione con periodato. Il residuo ottenuto per evaporazione del se­
condo picco aveva [ex)~ + 70° (c= 0,3 in acqua); l'attiYilà ottica di una 
sua soluzione ali '1 % in alcool metilico contenente il 2% di acido clori­
drico diminuiva fortemente a temperatura ambienl<:. Queste proprietà 
sono caratteristiche de l 2,3 ,6-tri-0-metil-D-glucosio. Lo sciroppo isolato 
dal terzo picco aveva (ex)~ + 1 HS0 (c= 0,43 in acqua) e dava luogo per 
ebollizione con una soluzione etilalcoolica di anilina ad un composto che 
fondeva a 187° ed il cui p. f. non era depresso in miscela con un cam­
pione di 2,3,4,6-tetra-0-mctil-N-fenil-D-galattosilammina (gentilme-nte 
fornito dal Dr. P. W. Kent). 

I rapporti molecolari dei tre metil-aldosi si potevano calcolare dai 
valori del potere rotatorio dei tre picchi ottenuti dalla colonna; appli­

cando al calcolo i valori di [exJn riportati in letteratura per il 2,3,6-tri-
0-metil-D-galattosio, per il 2,3,6-tri-0-metil-D-gl ucosio e per il 2,3,4,6-
tetra-0-metil-D-galattosio si ottenevano valori in ottimo accordo con 
quelli corrispondenti ad una miscela equimolecolare dei tre composti. 

Ringraziamo il Doz. Dr. H. J . Bielig, dell 'Istituto :\lax-Pianck di 
Heidelberg - Germania, il Pro f. E. L. Hirst, d eli 'Uni\·ersità d 'Edimburgo -
Gran Bretagna, il Dr. P. W . Kent dell 'U niversità d'Oxford - Gran Breta­
{!na ed il Dr. B. Lindberg del Politecnico di Stoccolma - SYezia, per avere 
f'Ornito campion i di zuccheri non reperibili in commercio. 

Roma - Istituto Superiore di Sanità - Centro Internazionale di Chimica mi­
crobiologica. 
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104. B. FRATELLO e G. SERMONTI. - Sul meccanismo della segregazione 
mitotica in Aspergillus nidulans. 

Riassunto.- La vitalità del cromosoma ricombinante nei segre­
;:unli sub-cromosomici da diploidi di Aspergillus non è signifi cativamente 
ridotta rispetto a quella dell 'omologo parentale. Quest'osservazione av­
,·alora l ' ipotesi del crossing-over mitotico come meccanismo generale 
della segregazione sub-cromosomica in Aspergillus. 

Summary. - The viability of the recombinan t chromosome in 
:'ub-chromosomic segregants of Aspergillus nidulans is nol reduced com­
pare<! with lhnl of lhe parental homologue. This supporls Lhe hypothesis 
lhal crossing-o,·er i3 the generai mechanism of sub-chromosomic segrega­
tion in Aspe1·gillHs. 

Tutti i da ti raccolti sinora sulla segregazione somatica sub-crom o­
somica in diploid i di Aspergillus nidulans indicano concordemente il 
crossing-over mitotico come causa di tale processo. Le prove portale sono 
di varia natura; la più decisiva è il r ecupero dei prodotti complementari 
del crossing-over mitotico in cloni diploid i segreganti, oltenuto da RoPEn 
c PmTCDAno (l) e da PmTCHAno (2). L' isolamento di un segregante che 
porti due cromosomi crossing-over complementari, cioè gli stessi alleli 
del diploide originale ma in diversa combinazione, è stato possibile fa­
cendo uso dell 'effetto di posizione tra pseudo-aneli. Il particolare tipo 
<ii selezione adottato, benchè comprovi definitivamente l 'occorrenza del 
crossing-over mitotico nelle muffe diploidi, non permette di stabilire se 
questo è il meccanismo generale della segregazione somatica subcromo­
somica o solo un caso particolare. La ricombinazione tra pseudo-alleli 
non può avvenire che per crossing-over, ma la segregazione somatica 
sub-cromosomica può essere il risultato di vari processi. Essa può de­
ri\·are da translocazioni somatiche (JoNES (2)] o da crossing-overs inegua­
li . Tali meccanismi possono essere supposti a maggior ragione per la 
segregazione somatic.a indotta da agenti mutageni [FnATELLO, MonPunGo 
c: SEnJ\-tONTt (4)]. 

La translocazione somatica, specie se tra cromosomi non omologh i. 
produce ampi squi libri nel genoma d ei nuclei derh·ati , come conseguen­
za di ,·aste duplicazioni e delezioni, e pertanto si può preYcdere che cssn 
genererebbe prodotti letali , mentre il crossing-oNr in-eguale produrreb-

l llii'OIIo. 
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be , nel nucleo segregant e, una br·c,·e delezione o la duplicat.ione di un 
breve tratto cromatidico che non doncbbe influenzare la vitalità de l 
nucleo diploide che rechi l'aberrazione allo stato eterozigote. La vita­
lità del risultante cromosoma ricombinante. portato allo stato aploide, 
' errebbe però ad essere ridotta o addirittura annullata. L·occorrenza di 
qu esto meccan ismo alla base della segregazione somatil·a sub-cromoso­
mica può essere saggiata esaminando il genotipo dei ceppi segr·eganti 
diploidi (sub-cromosomici), ed in par·ticolare comparando la Yitalità del 
cromosoma ricombinante con quella dell 'omologo parentale. 

PoxTECORYO (5) e Po;xTECOR YO e 1\.;\FEn C) hanno esaminato il geno­
tipo di numer osi segreganti sub-crom osomici , regola rmente repe­
r endo tutti i marcatori localinati sul cromosoma l'icombinante, in segre­
ganti aploidi di secondo or·dine. TuttaYia questo esame non è stato con­
dotto su una base quantitativa, e non è stato ossenato se la probabilità 
di reperire tra i segreganti aploidi di secondo ordine il cromosoma r i­
combi nante e l'omologo parentale fosse la stessa. 

Il presente la,·oro è stato condotto per saggiare questa eventualità. 
Sono stati impiegati , per l'esame <iella segregazione aploide <ii secondo 
or<iine, sia segreganti sub-cromosomici spontanei che segreganti sub­
cromo~omici ottenuti su agar contenente formalina [FRATELLO , :\lonPUR­
co e SErDIO:->Tr (4)]. 

:'lf.-\TEfliALI E ~l ET O Dr 

E. stato preparato un diploid e eterozigote (~1) il cui primo cromo­
soma era marcato in ambo i membri su tutte e due le braccia. con i se­
guenti marcalori: 

+ an- l + + paba- 1 y 

---------------------------0---------------------------
ribo-1 + ad- l-! pro-l + + 

Il diploide ero inoltre el·erozigoLe per il gen e w-3/, (II cromoso­
ma), mc- l f + (IY cromosoma) e nic-2/ + (Y cromo~oma). Tl significato 
dei simboli è quello adottato òa PO:'iTECOnYo t' K>: rEn ('). l man.:alori 
su ambo le braccia dci due membri del primo cromosoma permettono 
d i <listinguer e la segregazione dell' intero cromosoma (per aploidizzazio­
ne o non-disgiunzione) da qu ella di un segmento cromosomico (per 
c1·ossing-ocer o translocazione); l'aploiò izzazione è inoltre suffragata dal­
la segr·egazion e dei marcatori su altri c.tomosorni. 
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.Dopo la segregnzionc somalica d el marcalorc y il cromosoma I si 
presenta come segue: 

+ au- 1 + + pabu.- 1 y 

---------------------------u---------------------------
---------------------------0'---------------

ribo- 1 + ad-H pro-l + y 

Il segno x indica il punto di u scambio n, che può essere il luogo 
del crossing-over somalico o il punto di congiunzione di due rotture non 
precisamente corrispondenti. Ciò è appunto quello che ci si propone di 
accertare. 

ISOJ.AMEl"TO 0 1 s~;cnEGANTI soMATICJ. - I segreganti gialli << spon­
tanei ,, sono stati isolati su lla superficie di diverse colon ie del diploide 
~l . con un ago sterile, come singole teste o minute mncchioline gialle 
(gli 1\.\. desiderano ri ngraziarr la D.ssa Ardilti che ha eseguilo i prelie­
vi). Per evitare che nei cloni segreganti attraverso successivi trasferi­
mr nli eYentuali genotipi sbilanciati fossero rimpiazzati da altri genotipi 
per processi selettivi, alcuni dei segreganti gialli sono slali solloposli ad 
nn unico passaggio su terreno completo prima del saggio. 

I segreganti gialli indolli da formalina sono stati preJo,·ati come set­
tori da colonie sviluppato su agar completo contenente una dose di for­
malina (0,03%) che induce un aumento di circa 3 volle del numero dei 
segreganti SUb-CrOlllOSOmiri [FRATEU.O, MORPURGO e ERMONTI (4

)). 

I segreganti aploidi (o non disgiunzionali) di secontlo ordine sono 
stati ollenuti trattando i segreganti gialli di primo ordine con dosi di 
formalina (0 ,{)!.~--0 ,0iS%) che aumentano eleltivamenle quc=>li processi 
(FRATEI.LO, ::\fOHPURGO (> , ERMO:'\TI (4

)] e isolando una l1·enlina di SCitOI'Ì 
bianchi dalle colonie sopravYissute. Di regola la maggior parte di questi 
risullarono aploidi, benchò in qualche caso il numero di segreganti bian­
chi diploidi di secondo ordine sia risultato inaspettatamente alto. 

Cr.ASSJFICAZIONE DEl sEGR.EGA~TL - La caratterizzazione dei segre­
franli rispetto alle richieste nutrizionali è stata compiuta con le tecniche 
generalmente adottate nel no~tro laboratorio [FRATEr.r.o, l\tonPunGo e 
SERl\fONTI (4)). 

RISULTATI 

A) VITALITA' RELATIVA OEI DUE MEMURl DEL l CI10MOSOMA NEI. OIPLOI· 
DE M. - Mediante piasl1·amcnlo su agar completo con formalina (0,00%) 
è stata indotta la segrega1.ione soma t i ca del diploide M. I segreganti 

bianchi porlnnl i 1110 
due ca legori r, n se 
tavano i llltll'ca lori 
::rrondo l'nllc"n r n 
membri risulta Il~\ 
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1 •B. U. - Sc~re!!anli tli 
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~l!l'~jlAIIII 
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( 0 ) Sporilìct11ionc (10' 
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binnchi portanti marcalori Jc) primo nomo~onHl :::ono :;tali ra~gruppali in 
due categorie. o secondo del membro del primo rrornoc:oma di cui por­
tavano i marcnlori (Tab. 1). Gli allri marratori nutri1ionali scgrega,·a no 
.<rrondo l'nllc.:a c non ~ono llll'ntionnli nl'lln T11h. I. La 'ilnhili!ft Jci due 
mcmhri risulta uguale. 

T"'· l. - :3r)?re)?ant i hiand1i l w 1 •la l clipl11i•lc ctcrotismtr :\l. rmrtanti marratori Ilei 
primo aomo<:oma. 

Genorlpo l'l 

u· cyl nn pahn 

w nd pro ribo 

F..-a•eriu''-lnto t 

J l 

IO 

------ Tol~le 

J-.At..,•run~n1o :! 

10 21 

12 22 

( • 1 l lllarcatol'i me· l c nic-2. non sono mcnzionnti. ?/ ì• epi<~lnlico a w-3 e non 
espreE•o renotipicnmcnte. 

B) E sAME DEL GE="OTIPO DEl SEGtn·:(; \XTI y /y S J> OXTANEJ. - Da ognu­
no di una dozzina d i segrega nti y jy sponlanri ~ono stati indotti (con 
HCJJO) segregan ti di secondo ordine bianchi. Quelli portanti i marcalori 
d~ll 'uno o dell'altro membro del I rromo::oma ~ono stali distinti in due 
gruppi a seconda del cromosoma presen te. I dal i così raccolti sono ri­
portati nella Tab. II. do,·e non è ll}('n7ional\l In pt~rlc <lei frnolipo r·clati-

l \Il . Il. - Se~relwnti di secondo or·tline hinnl'l1i ( u• •In ~<'~rl'!!anti ~inlli !Jl prolotrofi 
di primo ordjnc del diploide ~r . porlnuti marrntori liri primo rromosoma. 

:-~l!•·egnoti 

'" J ordine 

}'requen;;" elci R~:::rej!nntl fil Il oo·<llue 

TOT 

l--- 'c_o_tll-ee_l_<·_·_' --:-1 _:_ -3- --~- __ s_,_a_ - -7- --~~- --~~-_~o_--~~- __ 12-

l, Genotipo ( ' ) ,o. (01 

w (y ) ad pro ribo 10 8 6 7 13 9 l O 2 IO 8 16 108 
w (y ) nn pnba 6 8 IO 13 11 16 7 14 15 4 9 20 132 

---- - -- ---- - -- --
x• (ipotc5i nulla) 

'-- 2.6 0.9 9.6 2.5 2.3 
- --- --- -

-~-~~ p l l l 0. 1 0.3 , <0 .01
1
0.1 

, . , Vedr nota alla Tab. l . 
( ' ' ) l ecgreganli 9, 10. il c 12 sono stati analiuuti dopo un uniro passaggio su 

terreno completo. 
(

0
) Sporificarione povera su terreno completo. 
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va ai marcat0ri m e-1 e nic-2 che non ha rilievo ai fini della prcsrnle 
ricerca. 

Nella quasi Lolnlità dei segr·cganli il rapporto tra le frequenze d i re­
perimento dei due cromosomi non risulta significa ti,·amenle di,·er·so da 
1 :L ::;olo nel segregante O la dilTercnza ~ signifucativa e il cr·omosoma 
ricombinante portante ·rib o-1 ad-14 e p7·o-1 è in gran difetto. E' da no­
tare che dallo stesso diploide sono stali ottenuti 3 segreganti por tanti 
marcatori da ambo i membri del I cromosoma ; è pertanto possibile cht• 
i due segreganti w-3 (y) 1·ibo-1 ad- 14 p1·o- J deriYino, come i tre sudde tti. 
da ricombinazionc secondm·ia, cioè non dal processo primario che ha 
determinato la segregazione somatica , quest' ultimo essendo stato pro­
babilmente accompagnato da un effetto letale. Da altr·i due segreganti. 
il ti ed il 6, nei quali la minor frequenza del I cromosoma r iconrbinanl •' 
non è significativa, tutti i segreganti bianchi di secondo ordine porta n l i 
ad-14 pro-1 ?'ibo-1 presentavano spori fìcazione limitata alla per~ feria 
delle colonie. Questa alterazione è. insorta, verisimilmente, parall elamen­
te a lla ricombinazione s0matica, rorse come conseguenza di questa. 

C) E sAME oEr. GE<"OTIPO OEI !:'EGnEGArxTr y / y I:"DOTTI OA FOnMALlNA . 

uno solo, tra dicci esaminati, presenta una sig niftco ti,·a dissimmetria 
nella segregazione ò i secontlo ordine, che peraltro è a spese del I cromo­
soma parentale (Tab. lll). La silua~i o ne embra pel'lanlo la stessa che si 
osserva per segreganti spontanei. 

1 ., n. 11 1. . Se{!re~noU di secon do ordine bianchi ( W l da segreganti ~ia lli (y l protol rofì 
del diploide M in dotti da formalinn. portanti marcutori del primo cromo>oma. 

f:iega·egant; Frequen~• clei Regreganli eli D orcliue 

di I ordio& TOT 

•codice) l t 3 4 -~ 1_6 7 s li lO 

-- -- -- -- -- -- .___._ --
Genotipo ( *) 

w (y) ad pro ribo 6 10 9 16 6 8 7 8 17 13 100 

1(1 (y l an paba 9 lO 7 13 7 9 3 7 10 6 75 

- - -- - -- -- -- -- -- ----- --
x• (ipotesi nulln) 1.6 1.8 1 14.5 3.5 

- - -- - - - - -- -- --~1 <0.01 --
p 0. 5 0.05 

(' , Yedi ootu a lln Tnb. I. 
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CO~ CLI ' :'IO:\ l 

Le o~ser\'azioni riportate portano alla conclu:-ione che la ricombina-
7ione ~omalica sub-rromosomira non produce. in pencre. un n alterazio­
ne signifìcatiYa della Yitalità del rromo~oma t•icombinante , come ci si 
a !tenderebbe se la ricombinazione a'' enisse pl't' un procesc:;o di translo­
cazione o addirittura di delezione cromosomica. In un caso. su una Yen­
l;nn di segrcgnnti esaminali, il cromn~omn l'icomhinnnh' pre.:rn tn,·a ,·ita­
lità ridotta o forse nulla. Peraltro in uno dci Sl.'grcganti indotti da for­
malina ~ il cromosoma omologo al ricombinante che risulta svantaggia­
to. Questi fenomeni possono essere il risultato di fortuit e coincidenze. 

!l crossing-ove1· milolico , per quanto si può dedurre dalla stima 
della Yitalil)) del cromosoma rirombinnnt e, rimane l ' int.erp1·etazione più 
plausibile e risulterebbe il meccanismo generale ne lla segregazione so­
malica sub-cromosomica in A spe1·gillu.ç. Ciò non esclude la rara occor­
renza di altri processi, la cui indiYiduazione richiN.Icrà però particolari 
atcorgimcnli selettivi per esser fatta su più largo sca ln; ciò solo potrà 
ronsentire di Yalutarc se la ridolla Yilalilà del cromo:.'oma ricombinant~ 
in alcuni segreganti è doYuta al processo stesso della ricombinazione o a 
semplice coincidenza di due processi indipendenti . :\E' l primo ca~o l'in­
tera questione potrebbe essere risollc,·ata. se cio~ lo scambio senza alt~­
razione signifìcatiYa di Yitalità è un caso limite di un generale processo 
di translocazione, o un fenomeno completamente distinto. 

Le conclusioni r elat ive alla segrrgazione somatica indotta da for­
malina potrebbero ricalcare le precedenti. l'na limitazione alla esten­
sione delle considerazioni fatte derh·o dalla dillkoltn di stimare l'effetti­
YU entità dell ' incremento della segregazione sub-cromosomica ad opera 
della formalina [FRATELLO, Monpunco c ~ER)IO:"Tl c·)~ : ciò rende ptoble­
malica la stima di quanti , tra i segreganti ottenuti in presenza di forma­
lina , siano realmente cc indotti u da qu e::ta. 

l'n definitivo chiarimento sullo nolnt·a della se!ln~gazione somatica 
sub-cromosomica in Aspe1·gillu.s nidulans. polrù deriYarc soltanto dal re­
golare reperimento di macchie gemelle (tu;in-spots) segreganti comple­
mentari. l dali sinora raccolti sono comunque lutti io accordo con l'ipo­
tesi del crossing-ove1· milotico, avanzatn da Po:--n.con,·o (l), sul motlel­
lo del crossing-ove1· mitoti co in Dl'osophila [~TEnN ( 6)] . 

llomn - l ~ tituto Sureriore di Sanità - Centro lnterna7ionale di C'himio-a ~li­

crobiolo~ica. 



- 13QO -

BIBLIOGRAFIA 

( ' ) ROPER J . A. e PRrrcn.•RD R. Il. - :'\a lure. li5 : G!l!l (l!l55ì. 
(' J PRITCilARD R. H. - ll e redit~· . !) : 3.13 cl!)55). 
(') JoNEs O. F . - Prot·. :'\al. .\e<td. Sci.. 24: 208 (1!138). 
(')FRATELl-O B. , MORPUnco G. e Sr.n~t o;-;n G.- Genetics . 45: i85 cHl60 •. 
( 5 ) PONTECORvo G .. RoPER J. A., H&~t~tON S L. ~r.. ~IAC DONALO e Benor .·\. \\' . J. · 

Adv . io Gcnctics, 5: 141 ( t9~3 J. 
( 0 } STERN C. - Gen etics. 21 : 625 fi93Gl. 
n P ONTECORVO G. e Kù' ER E. - .-\ d\'. in Genelic5. !l : ii. (-1958). 

Direttore responsabile: Prof. DoMENICO MAROTTA 

Reg. Stampa · Trib . di Ro111a TJ · 15:14 del t4 luglio 1956 


