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CLiNicA MEpicA DELLA R, UNIVERSITA pI TORINO
direttore prof. Sen. FERDINANDO MICHEL].

Sulla ricerca della colina libera nel éangue.

Dott. C. Giorpano e Dott. L. RIGOLETTI.

I primi AA. che si occuparono della ricerca della colina- nel sangue ricor-
sero a metodi biologici, fondati sulla trasformazione di quella sostanza in ace-
tilcolina (GUGGENHEIM € LOFFLER, HUNT, PAGE e SCHMIDT, ecc.). Questi me-
todi hanno l'inconveniente di una limitata precisione, di una non sicura spe-
cificita e di notevoli perdite di colina.

Tra i procedimenti chimici merita il primo posto quello di KAPFHAMMER,
BISCHOFF e GRAB, i quali partendo da un fillrato alcoolico dealbuminizzato di
1 litro di sangue hanno precipitato il « reineckato » di colina e di acetilcolina
e da questo hanno preparato il cloroaurato. Questo metodo, applicato anche da
altri AA. con poche varianti nella tecnica della preparazione del filtrato deal-
buminizzato di sangue (DUDLEY, VOGELFANGER, ETTINGER ¢ HALL, LoacH, KAHL-
SON), non & — secondo AMMON — cosi specifico come sostengono gli AA. che
lo hanno escogitato e ad ogni modo richiede quantita di sangue troppo forti ed
¢ troppo complesso per poter essere impiegato nelle ricerche cliniche.

WREDE e BRUCH, basandosi su precedenti ricerche di WREDE, STACK e
BORNHOFEN, hanno istituito un procedimento col quale dal sangue defibrinato
e dealbuminizzato con acqua bollente o con alcool si precipita un sale doppio
di colina e di cloruro di mercurie, che viene poi trasformato in cloroaurato.
Anche questo metodo non & stato esente da critiche ed esso pure ha l'inconve-
niente di abbisognare di almeno 500 cc. di sangue.

Infine sono stati proposti metodi basati su quello di RomaN, che consiste
nella formazione di ennaioduro di colina, il cui iodio viene dosato mediante
tiusolfato sodico. Dal metodo originale di J. SCHMITH, SHARPE sono derivati quel-
lo di Maxim e quello di BoHN, SCHLAPP e STERN su piccole quantita di sangue
{10-20 cc.); la complessita delle manipolazioni, {ra cui una dialisi che puo ca-
cionare forti perdite della sostanza ricercata, ¢ la possibilita di combinazioni
dello iodio con altre sostanze oltre che con la colina rendeno mal sicuri que-
sti metodi.

La Borarr1 ha ideato un procedimento, impiegato su 5 ce. di siero, che
deveebbe semplificare molto la ricerca della colina nel sangue, evitando labo-
riose operazioni richieste da una completa deaibuminazione ¢ dall’estrazione
dei lipoidi: dal filtrato aicoolico del siero si precipita il fosfowolframato di co-
lina; questo sale viene scisso mediante ebollizione con idrato di hario ¢ la
cclina cosi liberata viene combinata con lo iodio seeondo il metodo di Rovan.

Gli AA. hanno provato il metodo della BoLAFFI su 5-20 ce. di siero, ma
hanno econstatato che esso, ben lungi dal possedere la sensibilita ¢ la precisione
dichiarata dallideatrice, ¢ assolutamente infide per lincostanza dei risultati
ottenuti da campiom dello stesso siero. .

Gli AA. si sono quindi dedicati alla ricerca di un metodo che permetta un
preeiso desaggio della colina su quantith di sangue non troppo erandi, ispi-



randosi per la fase finale del procedimento alla tecnica di LINTZEL e ForMIN
per la determinazione delle leciline del sangue, basata sulla trasformazione
della colina in trimetilamina.

Dapprima, nell’intento’ di ottenere un composto il piu possibile puro, gli
AA. hanno ideato una serie di manipolazioni che dovevano condurre alla for-
mazicne di un sale doppio di colina e bicloruro di mercurio: 1G0 cc. di sangue
venivano versati direttamente dalla vena in 9GO cc. di alcool etilico a 95%; il
filtrato alcoolico veniva tirato a secco a temperatura ambiente in un ampio re-
cipiente sotto corrente d’aria; il residuo ripreso con acqua era ripetutamente
trattato con cloroformio per allontanare i lipoidi; dopo lestrazione clorofor-
mica si faceva passare una corrente d’aria attraverso al liquido, reso legger-
mente alcalino al tornasole con carbenato di sodio, allo scopo di asportare
Peventuale trimetilamina libera. Con acido fosfowoliramico si precipitava il
fosfowolframato di colina; questo sale — liberato dal liquido sovrastante —
era trattato a caldo con acido cloridrico fino a secchezza. 11 residuo contenente
clorurc di colina era ripreso con alcool e filtrato. Dal filtrato alcoolico si pre-
cipitava, mediante l'aggiunta di soluzione satura di bicloruro mercurico, il sale
doppio di cloruro di colina e bicloruro di mercurio. Questo ultimo composto
ora trattato all’ebollizione e sotto aspirazione con idrato potassico e permanga-
nato potassico in un distillatore a cui eranc asseriati un recipiente contenente
formalina e idrato potassico e un recipiente contenente una quantita nota di
acido solforico N/50 destinato a legare la trimentilamina fcrmatasi per idrolisi
dalla colina. Dalla titolazione icdimetrica dell’acido solforico non legato alla
{rimetilamina si risaliva alla quantita di colina contenuta nel sale doppio.

Prove preliminari di distillazione di 4,6 mgr. di trimetilamina hanne dato
una perdita inferiore al 10 %. Prove di scissione di 510 mgr. di cloruro di co-
lina hanno rilevato una perdita del 15-20 %.

Gli AA. hanno verificato la necessity dellimpiego del permanganato po-
tassico e di una lunga ebollizione per I'idrolisi deila cclina, perche questa so-
«lanza in soluzioni molto diluite resiste anche all'ebollizione con alcali forti.
Infine gli AA. hanno constatato che il sale doppio di cloruro di colina e di Li-
cloruro di mercurio ¢ il meno adatto, perche da luogo a perdite troppo forti
e si sono convinti che era miglior partito procedere all’idrolisi diretta della
colina contenuta nel filtrato di sangue dealbuminato e sgrassato.

Gli AA. hanno pure osservato che il semplice passaggio per 6-8 ore di una
corrente d’aria attraverso a 5 cc. di soluzione N/50 di acido solforico, sia pure
dopo gorgogliamento in una miscela di idrato potassico e formalina, provoca
una perdita di circa il 5% di acido solforico. Di questo fatto va tenuto conto
nel vagliare i risultati della determinazione.

Infine gli AA. hanno sostituito all'estrazione cloroformica 1'ultrafiltrazione
attraverso membrana di collodio della soluzione acquosa del residuo secco
ottenuto dall’estratto alcoolico. Per quel che riguarda la specificita del proce-
dimento ¢ da notare che oltre alla colina, I'acetilcolina, la neurina, l'aldeide
betainica e la carnitina danno luogo a formazione di trimetilamina per idrolisi
in ambiente alcalino ed in presenza di permanganato potassico (LINTZEL e
FormIN). Tutte queste sostanze hanno azicne simile a quella della colina e
difficilmente possono essere isolate dalla colina anche con le precedenti
tecniche.

La prova con l'aggiunta di 10 mgr. di cloruro di colina a 50 ce. di sangue
ha permesso la dimostrazione di circa 1'80 % della sostanza.

Ulteriori esperimenti sono in corso per affinare il metodo in ogni suo par-
ticolare e renderlo di facile attuazione nella ricerca clinica.
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