SOCIETA® NAZIONALE DI SCIENZE, LETTERE E ARTI IN DAPCLI

RENDICONTO
DELL'ACCADEMIA DELLE SCIENZE
FISICHE E MATEMATICHE

SERIE IV - VOL. L/2 - ANNO CXAll

(1983)

LIGUORI EDMTORE










T [
L_I III




RENDICONTO
DELL'ACCADEMIA DELLE SCIENZE
FISICHE E MATEMATICHE






SOCIETA NAZIONALE DI SCIENZE, LETTERE E ARTI IN NAPOLI

RENDICONTO

DELL’ACCADEMIA DELLE SCIENZE
FISICHE E MATEMATICHE

SERIE IV - VOL. L/2 - ANNO CXXII

(1983)

LIGUORI EDITORE



Pubblicato da Liguori Editore
Via Mezzocannone 19, 80134 Napoli

© Liguori Editore, S.r.l.,, 1984

I diritti di traduzione, riproduzione ¢ adattamento totale

o parziale sono riservati per tutti i Paesi. Nessuna parte

di questo volume pud essere riprodotta, registrata o trasmessa
con qualsiasi mezzo: elettronico, elettrostatico, meccanico.
fotografico, magnetico (compresi micrafilm,

microfiches e copie fotostatiche).

Prima edizione italiana Maggio 1984
9876543210

1990 1989 1988 1987 1986 1985 1984

Le cifre sulla destra indicano il numero e U'anno
dell’'ultima ristampa

Printed in Italy. Liguori Editore, Napoli

ISBN 88 -207 1335 7




INDICE

N,

Scherillo — Commemorazione di Giuseppe Imbo
Commemorazione letta da Antonio Scherille nell'lady
nanza del 7 Novembre 1081 .sscsececncescsassssacnae

Rigutti - Commemorazione di Tito Nicolini (1899-1981)
Commemorazione letta da Mario Rigutti nell'adunan-
za del 6 FEbbr'aiO 1982 2 08 0 0B B BAseY DO OE D00 GOS0 ES

Avena, T, De Ruvo - Alcuni teoremi di singolaritd elimi-
nabili per soluzioni deboli di equaziconi non linea
ri quasi—ellittiche e s coPenee0002IDOBSCE00EEBES0DE

Dragotti -~ Una costruzione per particolari =l-sets .sase

Dragotti — Sulle strutture differenziali parziali di un

microfibrato su una varietd PL ecccssseccsssscassscss
]

Bader - Sull'isomorfismo di H-Anelli dotati di un modulo
irriducibile e quasi fedele cocsceesesssasscvnsacans

Finamore, L..Minale, M.Ali Mohammed - The Sterols of the
Somalian Sponge Pieraphysilla Papyracea scsesseess

Di Nocera, B., Russo, M. Torre - I depositi marini del ci
clo pliocene inferiore-medio nei dintorni di Vie=

tri di Potenza ..ceceesesssscsncvcsnsacscssscacanasn

T, Quagliariello, G. Napoleone - Dalla revisione del gran
de terremoto "mapoletano" del 16 Dicembre 1857 un
criterio di zonizzazione sSiSmiCa cesscssccssscacnas

. Zamparelli, L. Brancaccio, P, Di Girolamo - Nuove consi

derazioni sul terrazzo marino de 'La Starza' pres

S0 POZZ10ll ,ccevcscossssssonsccsnscssscsanccssacssy
Dragotti - Ostruzioni ad estendere strutture differenzia
bili Illll.ll-...ll.l.lI'.I.".llll....lﬂ‘.lll.l.--

De Simone, G. Di Maio — Alcune osservazioni su una clas-
se di assiomi di separazione pil deboli di Ty «css

Renzi — Un'osservazione sulle funzioni assolutamente con
tinue con derivata prima a variazione limitata ...

Caradonna - Sui sistemi di equazioni non lineari alle de
rivate parziali del secondo ordine di tipo iperbo-
lico, in due variabili indipendenti cssce0vsccss00e

Leone, M, Maj, = Gruppi finiti non submodulari a quozien
ti pPOPPi submodulari .e.cesecescsscecesssnsscscccss

Benedetti, E. Broccoli, P, Grimaldi - Restricted rotation
in tertiary Amides. The Crystal structure of
N-i-Propyl, N-Benzyl-o-Bromobenzamide .e.coseseccss

10’

11"

13.

14.

15.

16.

18

19:



l

#. Capasso, P. Morrica, E, Ramundo, V., Santagada, C.D. Vinci
‘guerra - Derivati 1,5-Naftodiazepinici a potenziale attivita

blologica @ 8908008 000 OO0 9O 0OANO0NSIEOONEB000BSSEYAGANDROE DS

L. Di Fiore, S. Freni -~ Su qualche proprieta delle varieta

Segre @eof e 00 BN @PRENAe $EOEsS0 0SS 00 PSS EBERSI0ORdRS ROSN

M. Adinolfi, G. Barone, R, Lanzetta, G. Laonigro, M. Parril

1i, L. Mangoni - Influenza dell' alogeno sulla reazione di
formazione di epossidi per azione di alogeno e ossi
do di argento su alcheni trisestituiti steroidici

M., .Adinolfi, G. Barcne, R, Lanzetta, G. Laonigro, M. Parril-
1i, L. Mangoni - Componenti Diterpenici della Stachys Recta

Le e 0 89 08 98000 ED S 80 8090 080CREOP IR ERIORESIOT RSED

M. Adinolfi, G. Barone, R. Lanzetta, G. Laonigro, M. Parril
1i, L. Mangoni - Decorso sterico della addizione di alogenu-
ri di iodio all'i-Metil-4-t-Butilcicloesene: influen
za della specie elettrofila <.sessscscesccsscoscsons

M, Adinolfi, G, Barone, R. Lanzetta, G. Laonigro, M. Parril
1li, L. Mangoni - Struttura di un glocoside estratto dai bul
bi di Muscari COMOSUM sescssesescosssvsosaossans ac 85088

M. Adinoifi, G. Barone, R. Lanzetta, G, lLaonigro, M, Parril
i, Ls Mangonl - Struttura di due nortrlterpenl a scheletro
lanostanico estratti da bulbi di Muscari Comosum .

G. Barone, M. Belardini, R. Lanzetta, G. Laonigro, M., Parril
1i - La 7-0-Metil-3,9-Diidropunctatina: un nuovo omoisoflava
none dal Muscari COMOSUM sesssescstsscsssnsccsnssncenss

R. Caputo, P, Monaco, G. Palumbo, L. previtera, L. Mangoni =
Selective debromination of substituted Vic-Dibromides .sss0e

0. Fiodo - Problemi quasi-ellittici nel semispazio dipenden-
ti da un parametro e perturbazioni singolari .esees

A. Gobbetti, A. Polzonetti-Magni, M. Zerani, M. Paclucci -
vitellogenin Synthesis Induced by Estradiol 17 8'in the Green

PPOg -..0----.---.-----dl---oln--.l----Q-ncnncooe.-

M.Ce Grimaldi, A. Pica, S, D'Ippolito, F. Della Corte = La
pelle delle Torpedini ( Torpedo marmorata Risso e
Torpedo ocellata Rafinesque) con particolare riguar
do alllistochimica del secreto epidermico e dei rag
gi cartilaginei delle pinne e pettorali ..scescssce

A, Incoronato - Paleomagnetic Study of the Red Flysch Forma
tion (Southern Apennines, TEALY) slewecwmenas o on saenioe

P, Morrica, C., D!'Ambrosio, T, Behar - Reazioni di Trichetoni
ciclici con nuclofili bifunzionali = T ssscecsssssas

P, Morrica, C. Ferreri - Reazioni di Trichetoni ciclici con
nucleofili bifunzionali = Il sccsssesccsecscsnscsscsasn

P, Morrica, C. Ferreri - Reazioni di Trichetoni ciclici con
nucleofili bifunzionali = TIII sscescsceeeeccssscsscss

Pag,

247

%259

281

285

289

293

295

297

299 ‘

301

3190

325
137
349
353

357



G, Nardi - Paleomagnetic Evidences of Early Diagenetic Forma-
tion of the Ammonitico Rosso of Western Sicily saees

A, Pica, - M. Consiglio Grimaldi, S, D!Ippolito, F, Della Cor-

te - I valori ematologici e le cellule del sangue di Scylio-
rhynus Stellaris L.: Varietd di forme e prime osser-
vazioni citoistochimiche scsscosnssscscesssssvosnsasnas

0, Picariello, M. Paolucci - Comparative FElectrophoretic Aan-
lysis of Esterase Molecular Forms in the Digestive
Gland of Some Venerids (Mollusca:Bivalvia) seassese

P. Quesada, G, Pontarelli, A, Meduri, M. Merola, B. Farina -
Studies on Ribonucleases from HelLa Cells Nuclei soascecscsess

P. Quesada, H, Suzuki, B, Farina - Mechanism of ADP-Ribosyla
tion of Seminal RibonuCIEHSé 62 00 ORBOE ODSELLDEDND @D

A, Bolognese, R, Maglione - Formazione degli N-0Ossidi della
Trifenodiossazina per azione dei peracidi: isolamen
to e caratterizzazione P60 0000 RO RGOS BSOPINING DS RS

A. Bolognese, C. Piscitelli, G, Scherillo ~ TIsolamento di un
ommocromo fotolabile dagli occhi della "Musca dome-
stica", Trattamento con acidi di alcuni composti mo

dello I EIEEETEEXEE Y R o SO O N B T I B R I R L T I

A. Bolognese, , C, Piscitelli, G. Scherillo - Sulla chimica de
g}i ommocromi, Spettri HNMR di 3H-fenossazin-j3-oni

e fenoSSHZine EE I EEEEEEE T I N E N E AR R R LR

G . Colaps - Un semigruppo generato da un operatore differen
ziale quasi-ellittico degenere c.ssssssssssscniscase

V. Piscitelli - Polimerizzazione isostatica del propilene:
analisi mediante R,M.N. del 13¢ dei gruppi termina-
1i, derivanti dall'iniziazione su legami Mt-CgHg, ©
del relativo composto modello secssessscsasesscssas

V,.Leone — Relazione sui lavori compiuti dall'Accademia del-
le Scienze Fisiche e Matematiche durante 1'annc 1983
.Letta nell! Addunanza del 31 Gennaio 1984 dal Prof,

V. Leone

Pag.,

371

381

239

405

409

415

410.

441

453







5 a
DERIVATI 1,5-NAFTODIAZEPINICI A POTENZIALE ATTIVITA' BIOLDGICA( )

Nota di: Francesco CAPASSO1, Patrizia MORRICAZ, Eliseo RAMUNDO2
Vincenzo SANTAGADAZ, Carmine Donato VINCIGUERRA2
Presentata dal socioc Ordinaric Lorenzo Mangoni

Adunanza dell'11 Giugno 1983

Riassunto: Al fine di ottenere sostanze di interesse biologico,
/iene descritta la sintesi di alcuni nuovi derivati 1,5-naftodiaze
yinici variamente sostituiti, in vista delle loro probabili proprie
td farmacologiche e dei loro rapporti strutturali con le piu note
| ,4-benzodiazepine.

La preparazione di questi composti & stata effettuata condensan-

1o la 2,3-diamminonaftalina con vari ed appropriati chetoni solforati.

La struttura di tali derivati & stata confermata mediante 1'esame
degli spettri IR, UV, PMR, di massa, nonché dallo studio delle Toro
nroprietd chimiche.

Viene riportata 1'attivita antiinfiammatoria nell'edema da carra-
genina nel ratto di alcuni di questi prodotti.

Abstract: In order to obtain biologically active compounds, a series
of new |1H|-2,3-dihydro-4-substituted-naphto-|2,3-b||1,4|-diazepin-2-
-thiones was prepared, in view of their probable interesting pharmaco-
logical properties and their structural connections with the more
known 1,4-benzodiazepines.

These products were obtained by condensing the 2,3-diamminonaphtalene
with several and appropriate sulphurated ketones.

The structure of these derivatives was confirmed by their spectral
data (IR, UV, PMR, MS) and chemical properties examination. Preliminary
pharmacological studies on the anti-inflammatory activity angainst
carrageenan edema of some of these compounds are reported.

{°)Comunicazione poster presentata in occasione del III Convegno Nazionale-Div. di Chin
ca Farmaceutica della Societd Chimica Italiana-lontecatini Terme, 18-21 Ottobre 198¢

]Istituto di Farmaco1ogfa Sperimentale-Facolta di Farmacia-Universita di Napoli.

2Istituto di Biorganica-Facolta di Farmacia-Universita di Napoli
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Le sostanze contenenti i1 nucleo della 1,5-benzodiazenina sono

. : ; : o ol
tate particolarmente studiate in questi ultimi anni , pur essendo
eno note delle corrispondenti 1,4 le quali costituiscono un impor-

ante gruppo di farmaci psicotropi per le loro proprieta sedative-ipno-

iche e tranquillanti
Recenti ricerche nel campo delle 1,5-benzodiazepine fanno perd
itenere che anche questi derivati posseggono diverse ed interessanti
roprieta farmacologiche. In particojjﬁe 50no0 stat; descritti numerosi
erivati sia ad azione analgesica ed Wnfiammatoria® che antibatterica
orrispondenti rispettivamente, ad alcune (4H)-diidro-5,6(5)-triazol-
(4,3-a)-1,5-benzodiazepine variamente sostituite (I) e a una serie

i alogenuri di 2-dia1chi1ammon10a1chi]tio-4-ari1—3H-1,S-benzodiazepine

8,9
11)°*7:
Ar (7 ™ ¥
7 X
N-——-/ b=
y H Q/x
(1) (11) ;
o 1
(ot 1, ~0CH.5 R= M, -CH Y= <SECH,Y —0 R.; n= 2 o
3 3 2% *\\\\ 2
\r= residuo aromatico R
eventualmente sostituito X2 H.-C1.-Br.-0C.H_.-SC_H -SCH C_H._.-SR
o ] ] r’ 6 5’ 6 5! 2 6 5’

Pertanto, nell'ambito delle nostre ricerche miranti alla sintesi di
quove sostanze ad attivita antiinfiammatoria e in considerazione di una
presumibile positiva influenza di una parte aromatica piu estesa e
planare del sistema benzodiazepinico sulle proprieta farmacologiche,
abbiamo ritenuto interessante sintetizzare derivati aventi i1 nucleo
naftalenico e racanti nella posizione 4 dell'anello diazepinico arili

Jariamente p-sostituiti, un cicloesile, un naftile-2 o radicali eteroci-

2l e
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Le 1,5-naftodiazepine sostituite sono state oreparate per riscal-

damento a ricadere per 2-3 h ed in atmosfera di azoto di una soluzio-

ne toluenica contenente quantita equimolecolari di 2,3-diamminonafta-

lina e di chetone solforato (Schema I).

SCHEMA 1

£ \\\ NH,
l\ [ + RceH=C
iy, o - i
-~ NH, O
R= C6H5 -p—C6d4CN
-p=C_H, Cl St LE
6 4 p C6H4 S C6H5
-p-C_H Br g
6 4 C6HH
-p-C_H
P CG 4CH3 -3 -paftile
-p-CsH40CH3 -a-furile

-a-tienile
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I chetoni solforati sono stati ottenuti secondo i metodi descrit-
il T letteratura' 0711 o si presentano tutti come solidi gialli, fa-
cilmente ossidabili all'aria, tranne quello derivante dal cicloesilme
tilchetone, un olio viscoso di colore rosso scuro e di difficile
purificazione.

L'idrogeno legato all'azoto in posizione T delle naftodiazepine
preparate & particolarmente acido e quindi facilmente protonizzabile.
Tale considerazione ci ha spinto ad impiegare la titolazione in sol-
venti non acquosi come ulteriore metodo per 1la determinazione del
peso molecolare e quindi della purezza dei comopogti  in esame. Come
titolante abbiamo impiegato una soluzione di idrossido di tetra-n-bu
t%]ammonio e come solvente dimetilformammide. I pesi molecolari tro-
vati sono risultati in ottimo accordo con quelli calcolati.

Le caratteristiche basiche esibite contemporaneamente da queste
sostanze ne hanno anche consentito la titolazione in acido acetico
mediante acido perclorico; si ottengono curve di titolazione con vi-
raggi molto netti, ma affette da una minore precisione nei valori
dei pesi molecolari.

Detti composti sono stati ulteriormente caratterizzati medianto
1'esame deqgli spettri IR, UV, PMR e di massa. I risultati ottenuti,
in buon accordo con quanto riportéto in precedenza in letteratura !
per composti analoghi, hanno confermato le strutture proposte.

Nella Tabella I si riportano i dati spettrofotometrici relativi
agli assorbimenti avutisi all'uv delle 1,5-naftodiazepine preoarate,
mentre nello Schema Il vengono riassunte, ad esempio, le frammenta-
zioni pid importanti riscontratesi per il derivato |1H|[-2,3-diidro-4-

-(p—hetossifeni])-nafto-|2,3-b|]1,4|—diazepin—2-tione (16)
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TABELLA 1

Composto .

T R xmax{nm) ]Oqs
1:2 6 5 224;276;307;346 4,42;4,55;4,56;4,14
?? p- C6 4C1 222:281:305:342 4,25:4,41;4,39;4,02
14 p- C6 4 222;282;302;442 4,3834,55;4,52;4,15
15 p- C6 4 226;287;302;343 4,41;4,56;4,56;4,14
16 p- C6H400H 206;230;342 4,54;4,29;4,08
17 p-Ce H CN ' 280;348 4,52;4,14
18 p- CGH4SC6H5 224;2763307;346 4,42;4,55;4,56;4,14
19 -cicloesile 236;296;337 4,50;4,55;:;4,25
20 -B-naftile _ 244;298;302;333 5,08;4,52;4,55;4,25
21 -o-furile 222;305;349 4,38;4,65;4,23

22 - -a-tienile 230;281;306;395;410 4,42;4,26;4,36;4,34;4,2]
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SCHEMA 11
-RC_H,CN
m/e 199 69 +
’ . MY, m/e 332 . ne 274
CyoMghs: 4+ C. W, NoOF
CEDH16N205' 18142
ICH -
3 *CH,
-HS*
m/e 317 m/e 299 m/e 259
C. H..N,0s* C. Hy N0 CCLH. N0
1971372 207152 177112
-HS" .
=Ly
m/e 256 m/e 231
m/e 284 ¥, g
o il C1gfr2"2 Creiia
0 o T e



PARTE SPERIMENTALE

I punti di fusione (p.f.), non corretti, sono stati determi-
nati con un apparecchio Kofler. Gi1 spettri IR sono stati esequiti
con uno spettrofatbmetru Perkin-Elmer 177 (Nujol); qli spetiri UV
-(Etanolo) con uno spettrofotometro Perkin-Elmer, Coleman 575; gli
spettri PMR con un apparecchio Perkin-Elmer R-24 a 60 "Hz in so-
luzione di d5-p1ridina e con Me45i come standard; gli soettri di
massa con uno spettrométro AEI mod.MS 902 (introduzione diretta in
sorgente a temperature variabili tra 80 e 130°C, energia di ioniz-
zazione 70eV),

Le titolazioni in mezzo non acquoso sono state condotte po-

o tenziometricamente con un apparecchio Radiometer mod, pHM23a,equi-
paggiato con un sistemd elettrodico vetro-calomelano modificato.
L'elettrodo a calomelano & stato ﬁod1f1cato sostituendo l1a soluzio-
ne acquosa satura di KC1 con una corrispondente metanolica, oppure
con una soluzione di 1itio cloruro in anidride acetica.

3,3-dimercapto-2:-propen-1-oni-1-sostituiti.

Metodo generale _

Ad una soluzione raffreddata in ghiaccio di 0,1 moli di
t-tubilato sodico’ in 80 ml di benzene anidrificato su sodio metal-
1ico vengono introdotte mediante imbuto separatore, goccia a goccia
e in ca. 30', 0,05 moli di chetone e 0,05 moli di cs, in 10m1 di
benzene anidro.

I1 precipitato che si ottiene viene so]ubiliizato in 15-20 ml
di acqua fredda; lo strato acquoso separato§1 viene dibattuto con
Et.0 e,successivamente, acidificato con acido solforico 24. Dopo

2
riposoafreddo, ¢i filtra i1 chetone insaturo ottenutosi che viene

lavato con acqua e seccato su PZOS‘
(1H)-2,3-diidrn-gafto-(2,3-b)-1,4-diazepin—2-tioni-4—sust1tuit1.

Metodo generéle
Una miscela di 0,01 moli di 3,3-dimercanto-2-nropen-1-one-

1-sostituito, di 0,01 moli di 2,3-diamminonaftalina e 40 ml di
toluene viene réscaldata a 100-110°C sotto azoto per circa 2 h.
Dopo raffreddamento, si raccoglie alla nompa i1 precipitato for-

matosi che, lavato con etere di petrolio e poi nuovamente con acqua,

viene cristallizzato da etile acetato.

253
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Tutti § prodotti preparati vengono descritti nelle Tabb.Il

e III.

TABELLA Ii

3,3-dimercapto-2-propen-l1-oni-1-sostituiti

Famposto
n.

- O O 00 ~N o W N =

|1H|-2,3-diidro-nafto]2,3-b]|1,4|-diazepin-2-tioni-4-sostituiti.

R

-CeHg

p-CyH, L1
p-CgH,Br
p-CgH,CH,

p-C H,OCH

p-C.H, CN

64

p-CgH,SCH,

€51
B-naftile
a-furile

a-tienile

Resa
(%)
84
92
88

71 1

0 |

63
52

pats
(°cy
63
99-101
105
84-85
98
01-102
35-86

olio
73-175d
29-231
57

69-70

TABELLA 111

Formula
qrezza

c,H, 08
C,H
CH

2
C10S

9
9
g Br05

o

107272

@I X XX T~ ~w o
[=)
w
TN NN

P.H.

196
230
275
210
226
221
304
202
278
186
202

Composto
n.
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

-C6H5
p-C6H4C1
p-CGH4Br

p-CGHqCH3

p—C6H40CH3

p-CeH,CN

p-CeH,SCH

4776 5

~Egtty
B-naftile
a-furile

a-tienile

ﬁesa

(%)

68

55
58
61
56
83
34
51
76
64
54

[0 8
(°c)
221-223
224-225
222-224
219-222
214-216
236-237
204-206
155-157
193-195d
221-222
220-223

Formula
grezza

2

P.M.

302

-336

381
316
332
327
410
308
352
292
308
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Analisi titrimetrica in mezzo non acquoso
* Nelle titolazioni alca1imetfiche si & usata una soluzione di

jdrossido di tetra-n-butilammonio in benzene/metanolo (10:1; v/v),
preparata col metodo dell'ossido di argento14’15 e standardizzata con
acido benzoico discioite in niridina.

2 Nelie titolazioni acidimetriche sono state usate soluzioni 0,1100N
di acido perclorico in diossano, controllandone 11 titelc con ftalato
acido di potassio sciolto in acido acetico.

11 derivato naftodiazepinico 1n entrambi i1 casi viene pesato
(40-50 mg) direttamente nella cella di titolazione e solubilizzato in
circa 30 ml1 di solvente.

L'accuratezié raggiunta su cinque determinazioni @ stata di circa
+0,3% nelle titolazioni alcalimetriche e di ca.:2% in quelle acidi-
metriche.

Attivitd antinfiammatoria )
L'attivitd antinfiammatorfa & stata valutata in base alla inibi-

zione de11'edem$ sperimentale della zampa del ratto. Sono stati im-
ptegati ratti albini di ceppo Wistar-Nossan, di sesso maschile e di
peso compreso tra 1 120 e 130 g. -

L'edema & stato provocato iniettando 0,1 ml di una sospensione
all'1g di carragen1nn]& in so1uzione fisiologica nell'aponeurosi
plantare di una delle zampe posteriori del ratto.

11 volume della zampa & stato misurato immediatamente pfima della
iniezione di carragenina, utilizzando un pletismometro a mercurio
(Basile,Milano). Le suécessive misurazioni del volume della zampa
trattata, effettuate ogni ora fino alla quinfa,'forniscono i1l volume
dell'edema per sottrazione del volume iniziale.

I prodotti in esame sono stati somministrati per via orale, alla
dose di 20mg/kg un'ora prima dell'iniezione di parraqenina; per

1'indometacina, usato come farmaco di riferimento, la dose era di

o)

5mg/kg.
Le sostanze sono state sospese in un volume pari a 5ml/kg di

soluzione di carbossimetilcellulosa all'l%,
611 animali di controllo hanno ricevuto solo carbossimetilcellu-

losa. In ogni caso i ratti erano a digiuno da 12-18 ore.
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L'azione delle sostanze in esame & stata volutata sia sull'edema

alla 32 ora dopo 1'introduzione della carragenina, sia sull'"area

del1'edema” fra 11 tempo zero e la quinta ora, cioé sull'area sottesa
della curva formata dai volumi dell'edema in funzione del temno.

In entrambi i casi i risultati{ vengono espressi come varfazioni
percentuali medie rispetto ai valori degli animali di controllo.

Ogni dato corrisponde alla media di sei ratti,

Dato i1 carattere preliminare di questa ricerca le sostanze 12,
14,15, 19 e 20 non sono state sottoposte a sperimentazione farmacolo-

gica. I risultati ottenutisi vengono raccolti nella Tab.IV.
L]
TABELLA 1V
Effetto del pretrattamento con alcune sostanze riportate in Tab.I11
sulla formazione dell'edema da carregenina.
Dose somministrata: 20 mg/kg di ciascuna sostanza;
Indometacina: 5 mg/kg.

Composto R Variazgone % dell'edema Variazione % dell'edema

n. alla 3" h fra i1 tempo 0 e Ta 5 h
13 p-C6H4Cl 21,87 33,76
16 p-C6H40CH3 14,06 : 16,24
17 p-CgH,CN 45,31 47,42
18 p-C6H45l36H5 20,31 14.?6
21 a-furile 40,62 43,73
22 g-naftile 17,19 14,95

Indometacina:58%

Tutte le sostanze saggiate presentano una lieve azione inibitrice
nei confronti dell'edema da carragenina sebbene quest'attivitd apnare
maggiormente concentrata nei composti n.17 e 21. 11 confronto delle
attivita dei fenilderivati p-sostituiti indica come la lipofilia del
sostituente sia importante ai fini dell'estrinsecazione dell'azione
antinfiammatoria; non dotato di rilevante attivitd @ risultato i1
derivato 4-(B-naftil)-sostituito.

In conclusione 1'evidenziamento di una pur debole attivita antin-
fiammatoria in alcuni dei derivati 1,5-naftodiazepinici saggiati ed
11 variare di essa in funzione della natura dei sostituenti nella
posizione 4 del nucleo azotato lasciano sperare che, con ulteriori

modulazioni strutturali, possano ottenersi derivati di pid cosnicua

attivita.
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SU QUALCHE PROPRIETA' DELLE VARIETA' DI SEGRE

*
Nota di Lora Di Fiore e Sveva Freni

Presentata dal Socio Alfredo Franchetta

Adunanza dell'11/6/83

Riassunto. Si considera la varieta di Segre relativa a due spazi proiettivi

Uh,vk ¢ Su un campo algebricamente chiuso di caratteristica zero, stabilendo
alcune proprieta dei suoi sr{r+1)—secanti 1% = irmin(h,k)) e della varieta
che tali Sr riempicno. Si caratterizzano poi le varieta di Segre subordinate

a una data. Infine si studiano le quadriche passanti per alcune particolari
varieta di Segre e si deducono, dai risultati ottenuti, varie proposizioni
relative agli iperpiani tangenti a certe varietd di Grassmann.

Summary. In this paper we consider the Segre variety product of two projective
spaces Uh’vk over an algebraically closed field of characteristic zero, dealing
with some properties of its (r+1)-secant §.'s (1 = r < min(h,k)) and of the

variety filled up by them. We also characterize the Segre varieties which are
contained in a given one. Finally we study quadric hypersurfaces containing
some particular Segre varieties: from the results we get, we deduce a few pro-
positions concerning the tangent hyperplanes to some Grassmannians.

§ 1. Siano Uh e Vk due spazi proiettivi, delle dimensioni h e k, su un campo K
élgebricamente chiuso di caratteristica zero. Se uy (i = 0,...,h) sono coordi-

nate di un punto u di Uh (se Vj (3 = 0,...,k) sono coordinate di un punto v di

Vk)' indicheremo con u (con v) i vettori di componenti u (rispettivamente vj).

Detto T, un ultcriore spazio proiettivo su K, di dimensione d = (h+1) (k+1)-1,

indichiamo con x.. le coordinate di BN suo punto x e con Wg X
. r

2 la varieta di
17

* Istituto d1 Matematica "R. Caccioppoli", Napoli.
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Segre, ali indici h e k, rappresentata dalle equazioni

(1) Xgq = UyV4e
Le (1) definiscono un'applicazione invertibile, che chiameremo canonica e indi-
cheremo con ¢, di Uy, ¥V, su wﬁ ki con Yy e “indicheremo le applicazioni di
’ u v

N su U_ e su V, che associano dd un punto x di W , rispettivamente, il
hek h k = h,k

punto di U e il punte di V| che costituiscono la coppia ¢_1(§). E' noto che,

o ol e s} ;

se Ur e VS sono sottospazi di Uh e Vk r ¢(Urx VS) e Pné wr,s , subordinata a

(e] x . — =
wh'k ; riducendosi ad un SS se r = 0, ad un Sr se s = 0.

Considerata la matrice X = (xij), indicheremo con x5 le sue righe e %) le

sue colonne, sicché le (1) possono scriversi in una delle forme

(2) X3 =wv , x° = uvj;
jo"'ju i
indicheremo inoltre con Xi i il minore di X determinato dalle righe
D"i v 3
Xy v--si¥y € dalle colonne x G,...,x Y e con mu(x) il rango che X assume nel
o] 14
punto X.

E' noto che 1l'insieme dei punti di Ty per i quali #(x} < r+1 (0 < r =

imin(h,k)},cheindicheremocon w; % & una varietd irriducibile. Essa coincide
ovviamente con Td per r = min(h,k), mentre per r < min(h,k) & rappresentata

dalle eguazioni

Jo=""Ir41

X
10"‘ir+1

= 0,

risultando intersezione completa delle ipersuperfici d'ordine r+2 che esse

. Toeman
- ;e o .
rappresentano. Indjicheremo tali ipersuperfici ancora con o ir 1. Esse sono
(o Baata <& g |

: i 3 ; 7 : r ; oo
linearmente indipendenti ed il sistema lineare, I , che esse individuano com-

prende tutte le ipersuperfici d'ordine r+2 che contengono WE k"
’

: : : o
La Wﬁ g r con r > 0, risulta essere il luogo degli Sr(r+1)—secant1 Wk oo
‘ i
intesi come S, che hannc in comune con wi K r+1 punti linearmente indipendenti
X
(che chiamerceme r-ceorde di WE & 2 tndiahc reme  con Cr) o comungue appartenenti
r

alla chiusura di Zariski dell'insieme degli S_ anzidetti 1] <
Poiché una WE « & proiettiva ad una Wﬁ , & lecito supporre, zome faremo
r r

costantemente nel seguite, h < k.
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Nel numero 2 di guesto lavoro ci occuperemo delle r-corde di una Wg Kk che
’
passano per un punto x di w; K pervenendo a dimostrare, fra l'altro, che se x
£ 5 ; &
non appartiene a wr-1 esse sono r-corde di una W’ subordinata a W e con
h.k ;s h,k

cid ad estendere ad h, k e r qualungue una proposizione dimostrata in [2] per
h=1er=1.

Nel numero 3 si dimostranoc alecune proposizioni relative agli spazi tangen-

ti a una Wi x © si osserva che le W- , che sono ipersuperfici di un
r

r+1,r+1
, hanno.la particolaritd di coincidere colla propria hessiana.

S (r41) (r+3)

Nel numero 4 si caratterizzano le varietd di Segre subordinate a una Wg,k
dimostrando che una ngs c wﬁ.k o & del tipo ¢(Ur_xvs) © & l'immagine in ¢ del
prodotto di un punto di uno dei due spazi uh,vk per una Wg’s contenuta nell'al-
tro.

Nel numero 5 si studia il sistema delle guadriche per una wﬁ'k caratteriz-
zando gli spazi doppi delle quadriche specializzate in esso contenute e di qui,
nel numerc 6, avvalendosi della rappresentazione spaziale di Semple delle wva-
rietd di Grassmann [3], si deducono delle proprietd degli iperpiani tangenti a
una G(1,n) che riflettono proprieﬁa note di complessi lineari di rette di un
s, [4]1,(5]. Nel numero 7 si stabiliscono proposizioni riguardanti’ le gquadriche
per una Wg'Z ed esse vengono poi applicate allo studio degli iperpiani pluri-
_ﬁangenti la varietd di Grassmann G(2,5) dei piani di un 55 , ritrovando e com-

pletando i risultati ottenuti in proposito da C. Segre in [6].

§ 2. Sia x un punto di Tq © sia (xi pean Xy ) un sistema massimo di righe
1 7 {x)

linearmente indipendenti della matrice X. Consideriamo i punti Xy semeeXy di
x ) w (x)

v, Lo spazio che 1li congiunge ha dimensione &(x) = 7(x)-1 ed @ individuato dal

K-
punto x. Lo indicheremo con Sv(x). Al punto x resta anche associato il sotto-
spazio s (x) di u, . anch'esso di dimensione ¢(x), che congiunge i punti che

hanno come vettori coordinati le colonne di X costituenti un sistema massimo

di colonne linearmente indipendenti.

[e] r 5
Siano ora X,...,X r+1 punti di wg x © supponiamo che lo spazio che li con-
’
: . L i 1] L
giunge contenga il punto x. Ponendo u = Lu(ﬁ) ev =y (x) (£ =0,...,r), per

le (2), s1 ha
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& guindi, per valori opportuni di Agereoedy € Hopon-

Questo comporta che lo spazio {i] congiungente i punti ﬁ contiene 5%(x) e, ana-

i1
logamente, lo spazio [v] contiene sV (x). vale dunque la

1%H

PROPOSIZIONE 2.1. Se x appartiene allo spazio congiungente i punti g,...,
ya ; ; ; i ; L : c
az WE K ? gli spazi congiungenti © punti wu(x) e ¢V(§) contengono rispettivamen=—
r — -

te sU(x) e s¥(x).

Se x & un punto di Wi % lo spazio Sv(x) ha dimensione &(x) < r. Fissati in
r
Vi r+1 punti indipendenti ﬁ_in modo che sY(x) sia contenuto nello 5. che 1i con-
"giunge, ma non in un 8-y che congiunge r soltanto éi essi, si ha, per valori

opportuni delle-\zii v

¥
L. &
(4) Xg =1, uyv.
0
| : & : : . ; .
I vettori u di .componenti u; sono non nulli e determinati a meno di un fattore dai
. L ; - o . ; .
punti X e V. Sono pertanto univocamente determinati i punti u, di vettori coor-

i [l % 2 -
dinati u. Consideriamo i punti x = ¢(u,v) di Wﬁ K" In conseguenza dell'indipen-
— r

I3 ;
denza dei punti v essi risultanc indipendenti e, per le (4) , la r-corda Cr che

1i congiunge contiene x. 5i ha dungue la

PROPOSIZIONE 2.2. Per ogni X appartenente a Wi | passano delle xr-corde di
'

Wn k-

Passiamo ora a considerare le r-corde di Wﬁ,k che passano per un punto X
di wﬁ,k che non appartenga a Wi:; , tale cio& che 6(x) = r. Sia C,. una r-corda
di Wﬁ,k per x. Se i punti i (% = [ FPRROR . I & Wg’k costituiscono una base di C.

' appartenente a Wﬁ'k si ha, per la prop. 2.1, che gli spazi lﬂu(i)],[gv(ﬁll con-—
tengono rispettivamente sYx) e sV(x) e guindi, essendo ¢(x) = r, coincidono
con essi. Ne segue che i punti yu(i) e Ev(i) sono indipendenti. Pertanto si
ha la

(8 = Ozx awpr)

1

i
ba e ]

=

= |

B

™,
I5¢ 1=

PROPOSIZIONE 2.3. Se X appartiene a W. . - Wy
= h,k iy
di W costituiseons una base di una r-corda 4i We ver X, T punti ¥ [i)
= MRk ) - ; * B e 55 =2 ik Syt ’
L : . 5 = .
¥)] eeincidone rispcttiva-

L B 2 . . i L
Y, (X) cono indipendenti e gli spazi [y, (2] ¢ [g ¢

mente eon ST (x) e 8Y(x).
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Con 1l'argomentazione usata per stabilire la prop. 2.2 si prova poi subito
Vla

PROPOSIZIONE 2.4. Se X appariiene a W;'k-— Wi:;, fissata comunque una ba-
se (ﬁ) di S%(x) (una base (%) di s¥(x)) resta determinata una base (%) di 8¥(x)
(una base (ﬁ) di s%(x)), tale che i punti é = ﬁ(%,&) di w;,k costituiscono una
base per una r-corda di Wﬁ'k passante per X.

Si ha, di piua,

PROPOSIZIONE 2.5. *Se X appartiene a Wﬁ,k = WE:; una r-corda Cr per X ha

. o z :
in comune con W, t+1 punti soltanto e, per 0 < s < r, ha in comune con Wi %
I z P K

soltanto le s-corde che congiungono s+1 dei punti anzidetti.

) 2

Detta infatti (ﬁ) una base di C,. appartenente a WE K poniamo &=wu(x),
o 2 e
2 .
i = ¢v(x). Se g & un punto di Wﬁ & (0 < s < r) appartenente a CI, detta Cs
hicka L
una s-—corda di wg'k per ¥ indichiamo con {&) una sua base appartenente a wﬁ k

m ' - h £

m m -
e poniamo ﬁ = iu(i), v = iv(g). Si ha allora, per valori opportuni delle lg

e delle M
T L% s

(5) X =3, quve=) u
0 0

Per la prop. 2.3 i punti é sono indipendenti. Esistono guindi dei valori

igee-enip di i tali che

o X
BV, cacsssnasa u

Yo io
................ # 0.
O r
U; svecancaas u

ir ir

Supponiamo che le Al diverse da 0 siano Al ,...,A! « con t > s. Allora, dalle
' o Lt 2
(5) relative a io""'ir’ si deduce che i punti !O,...,gtsono dipendenti e que-

sto & assurdo per-la prop. 2.3. Il punto g appartiene quindi allo spazio deter-
L
minato da s+1, al pid, dei punti X.
Dalla prop. 2.3 seque che, assegnato un punto x di we 4= wi‘; 1 punti
S ’ r

d'appoggio di una qualungue r-corda di WE x Per x appartengono a s (8% (x) xsV (x))
’

. Esiste dungue una wo , determinata da %, tale che ogni r-corda

o
che & una W
r, ) % o

r

di wﬁ k Per x & r-corda di WO . Siccome, ovviamente, ogni r-corda di tale Wg
r r

r,r r

& anche r-corda di wg Kk si ha che
r
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- - T - ”r—1 e = i =0

TEOREMA 2.1. Se x appartiene a Wh,k h,k 1'insieme delle r-corde di wh,k

per x coineide ‘con 1'insieme delle r-corde per X di una Wg & subordinata a Wﬁ K
== r r

o

S che, a norma del teorema
'

OSSERVAZIONE 2.1. Indichiamo -con w? LX) la W
)

precedente, contiene i punti d'appoggio delle r-corde per x della Wﬁ k" E' ou~
= i

. . " =0 SR o, - =0 o
vio che se si considera una qualungue Wr,r di wh,k si ha Wr,r = Wr'r(x), per

tutti: e seli i punti x dello spazio di appartenenza di ﬁg i che non appar-
= ’
=y
tengeono alla wr,r'

OSSERVAZIONE 2.2. Per h = r = 1, dal teorema 2.1 segue la proposizione
di Bonera al n. 19 della nota [2]-secondo la guale le corde di una W?,k che
passano per un punto dello spazio di appartenenza della varieta senza apparte-
nere alla varieta stessa sono tutte e sole le rette di un 55 per il punto a-
vente in comune con la w?,k una guadrica, ludgo dei punti d'appoggio delle

corde anzidette.
OSSERVAZIONE 2.3. Consideriamo il caso h = k = r, cioé una Wg " La va-
r

rieta Wi 3 @ allora lo spazio d'appartenenza o di Wg - Si vede facilmente
L} N r

o O —_— 2 " 3 ;
che le r-corde di W_ _ che passano per il punto generico X di 0 Yiempiono 0.
. ’

Per dimostrarlo basta provare che fissato un ulteriore punto generico y di o

(o]

esistono delle r-corde di-wr + che contengono x e y e cio2 che esistono due
. » = .t .

3.
sistemi linearmente indipendenti di r+1 vettori (&) e (v) tali che

ove le A, sono opportuni scalari.

L

. 3 e . 3
Osserviamo ora che assegnare i vettori v significa fissare un riferimento
- . \ 1 o r ; ;
in V_ nel quale il punto x; ha coordinate (@;,...,uy) e il punto y, ha coordi-

s o I h : i . 5 : :
nate (Aoui,...,ﬁrui). Consideriamo un'omografia w che muta i punti x; nei punti

Yy che, per la genericita dei punti X; e Yy pud ritenersi di tipo generale. Si
L

pud allora determinare un riferimento (v) in modo che la matrice dell 'omografia

sia di tipo diagonale. In tale riferimento le coordinate dei punti x; ey} sa-

ranno nella relazione richiesta.

Riprendiamo ora a considerare una gqualunque wg k un punto x-di Wg kww;';
[} e S ’ ’
) o . . TR 7 L)
e la relativa Wr’r(x). Dimostriamo che spanic J7 appertesensa o q1 Wr'r(x)

-
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interseca Wg 1 soltanto in Wg r(x). Per l'osservazicne 2.1 il punto x pud ri-
' . :
tenersi generico in o. Allora, per guanto si & visto, le r-corde di Wg r(x) per
. ’

s un punto y non appar-

0

X riempiono o. Supponiamo che ¢ abbia in comune con W
=== ’

=]

o

tenente a W (x) . Esistono dungue delle r-corde di W r(x) per x e y ed esse

) o 5

avrebbero in comune con wﬁ K r+2 punti e cid contraddice la prop. 2.5.
r

. =1 : . o}
= € r ~ > w .
Supponiamo ancora x LU ‘wh,k e consideriamo un punto y della r,r(X)

La retta xy non pud intersecare wﬁ_i fuori 4i Wﬁ k- Infatti se z fosse un punto
i ’

o
h,k

i A A, ; o}
passante per z. Tali punti, con y, determinerebbero una (r-1)-corda di W, .

di Xy esternoc a W , esisterebbero r-1 punti di Wﬁ K congiunti da un 5. _,
L

contenente la retta yz e quimdi x, sicché x apparterrebbe. a wﬁ“l , contro 1'ipo-
[

tesi.
. wr—1 P o . ' )
La retta zy interseca W_ ., fuori di W. .+ in un puntc (e uno scltanto).
I Ls
Infatti, nello spazio di appartenenza di wg o Wi_; & un'ipersuperficie di
r L

ordine r+1 che passa con molteplicitd r per w? 7 [1] . La retta xy interseca
-
pertanto Wi_l in y, contato r-volte, e in un ulteriore punto x' (a meno che
I
: : qr—1
non sia tangente in y a W_ ).
.

Per x' passano delle {(r-1)-corde di wg , (e quindi di wz kJ e, per il
. ’ . r

O

-1 ,0-1" Cli spazi

teorema 2.1, i loro punti d'appoggio appartengono ad una W
congiungenti tali (r-1)-corde con y (o, se si vucle, con x) danno r-corde di
WE'R. Ogni r-corda per x e y si ottiene nel modo anzidetto. Infatti se Cr e

una r—corda per x e y, detti By = ¥i¥anis el i suoi punti d4'appoggio, si ha

che Yqre-ea¥, determinano una (r-1)-corda che interseca xy in un puﬁto che

coincide col punto x' anzidetto. Si ha dunque il

_ S 5. (o] i . r=1
TEOREMA 2.2. Le r-corde di wh,k per un punto x di Wﬁ'k = wh'k e per un

. o 2l 2 pn . ’
punto generico y di W_ (%) Fanno gli ulieriori punti d'appoggio sulla
e r
Wg_1 _ relativa al punie X' in cui xy interseca, fuori di Wg - la Wi—l-
r - —_— r ’

OSSERVAZTONE 2.4. Supponiamo ora che x sia un punto di Wi‘; = Nﬁhi e,
r r

< 50 . ’ 4 L + :
detta Cr una r-corda di W x PBr %, indichiamo con (X) una base di Cr appar-—
,

o . i1 L 4 L :

tenente a W . Ponendo, come di consueto, u = ¢ (x), v = ¢ _(x), si vede su-
h,k = u e v

i L. 5 5 c T 2 .
bito che s¢ x non appartiene alle spazic delerminato da ¥ dei punti X, uno

1 3 - i . - i £ . 3 - R . R
almenc dei duwe silseemi (u) e (v) ¢ dipendenie. Supponiamo infatti che uno

dei due sistemi, ad esempio (v), sia indipendente. Allora si ha

(6) Xy =

or~H
(=4
e
<
-
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le ﬁi sono le coordinate del punto x; in un riferimento di [é] che ha come
vertici della piramide fondamentale i punti &. Se nelle (6) manca una &i i pun-—
Th %y appartengono allo spazio dgterminato da r degli r+1 punti § e il punto
x appartiene ad una (r-1)-corda di ngk congiungente r dei punti %. Se invece
ognuna del}e éi compare in almento una delle (6) i punti ﬁrsuno dipendenti
perché i punti Xy determinano uno spazio di dimensione‘r-1. A

Se x appartiene allo Sr—1 cﬁe congiunge r dei punti é, Cr si ottiene con-

giungendo il detto Sr_1 . che & unar(r—1)-corda di wﬁ,k per x, con un punto
della varietd ad esso esterno. Se (é) & dipendente lo spazio [5] coincide con
s%(x), di dimensione r-1, mentre l%] o coincide con SY(x) o ha dimensione r e
contiene propriamente Sv(x}. Ne segue che i punti ; possono appartenere ad un
. gqualsiasi spazio di dimensione r di Vk pas;énte per SV(x); Cid che si pud af-
fermare in guesto caso riguardo i punti é 8 che essi appartengono alla Wg_1'k
immagine tramite ¢ di s%(x) x Vk. Se invece spno i punti é ad essere dipen-

L
denti, i punti x appartengono alla wﬁ riet ¥ immagine mediante ¢ di Uhx sV (x) .

. jo"‘jr+1
§ 3. Consideriamo ora 1'ipersuperficie X,

o’ e indichiamo con Er una del-

el
Co o Vo o i |
le r-corde di Wg k in essa contenute e con X (£ = 0,...,r) i relativi punti
=l X

‘d'"appoggio. Un punto i di Er ha vettore coordinato

Tenuto conto che

i e S
axD L i z .
0" Tr+l . XJ seedyeeedryg
s T s r
5% . L EERE e
ulv
o "jr+1 n . e
l'equazione dell'iperpiano tangente a X, 5 in x &, con ovvio significa-
o’ r+1
to del simbolo,
wdgm ned <]
E Xi ) xiO iJ ir+1 = O
qu o’ po o T+

ma, essendo

Re
o1+
(i
< -

ig
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risulta

ove Ui =] Vj sono i determinanti delle matrici che si ottengono da

u e=r ]
i
Q E 3 fe] o
uy uy v - A e R
o (=} Jo r+i
- - e - s s s o=
o T E r
“W PR Wi w o (=3 Ny
a
tr+1 r+1 Io Ir+1 J

sopprimendo rispettivamente la riga di posto iu e la colonna di posto jv'

s JIRS.
Ne segue che l'iperpiano tangente a xio ir 1
o "tr41

La proprieta si estende, ovviamente. ad ogni ipersuperficie del siste-

e fisso lungo Er'

vir midpgeq

3
ma zr, determinato dalle xio ¢« sicché vale la

o "t
PROPOSIZIONE 3.1. Un'ipersuperficie di it ammette un iperpiano tangente

- " ; . e
fisso lungo ogni r-corda di W g-
’

Jor I

@ intersezione completa delle ipersuperfici X,

Poiché la W- i

h,k oty g

lo spazio ad essa tangente & fisso lungo ogni r-corda di Wﬁ X" .
r

Consideriamo ora una w? subordinata a Wg x- Il suo spazio di apparte-
r v . .

X

nenza o & luogo di r-corde di wg - guindi di wﬁ Kk ¢ sicché & contenuto in
. r T

Wﬁ k- Di pild si dimostra la proprietd seguente, gid contenuta in [1].

PROPOSIZIONE 3.2. La varietd Wo

o ha spazio tangente [fisseo Lungo lo spa-
r

. ; S o : o
zio di appartenenza di una W subordinata a W ox-
’ r

I

Siano infatti x e y due punti generici dello spazio di appartenenza c
;D , ! o R - ;
di wr'r. Si ha allora W o = Wr’r{g) ed esiste qgualche
r-corda per x e y (Osserv. 2.3). Ne segue che gli spazi tangenti in x e in y
coincidono per la prop. 3.1
Consideriamoc ora una w§+1,r+1 ; che & un'ipersuperficie di ordine r+2
di S(r+1)(r+3). La prop. 3.2 comporta she tale ipersuperficie & a punti

r(r+2)-parabolici. Essa pertanto fa parte della propria hessiana con molte-

plicita almenc uguale a r(r+2) (cfr. ad es. [7]). D'altra parte 1l'ordine
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r

2
+1, 041 e r(r+2)“. Ne segue la

dell'hessiana di W

:ontata r{r+2) volte, coincide con la

PROPOSIZIONE 3.3. La WL, i .14
’

'
ropr’a Logsiana.

Per r = 1, questa proposizione risponde ad un quesito formulato in [1B] =

§ 4. Abbiamo gid ricordatoc che, data la varietd di Segre Wﬁ 1o e rappresentata
’
dalle (1), e detti Ur 5 vs due sottospazi di Uh e Vk , 1'immagine in ¢ di

o
U_ = Vs & una Wr,

=

5" In questo numero dimostreremo un teorema che inverte par-

zialmente la proprietad anzidetta.

A gquesto scopo cominciamo col ricordqre che alla “g,k appartengono il si-
stema, di dimensione h, di spazi lineari Sk ; immagirni mediante ¢ del prodot-
to di un punto u di Uh per Vk e un sistema, di dimensione k, di Sh , immagini

mediante ¢ del prodotto di un punto v di Vk per U . Indicheremo gquesti siste-

i e A ’ u 3 o ;
mi di spazi rispettivamente con I e V. Due spazi di uno stesso sistema sono

sghembi, due spazi di sistemi diversi hanno un punto, & uno soltanto, in co-

mune; per ogni punto di Wg } Passa uno spazio, ed uno soltanto, di ciascuno
r

dei due sistemi. Si ha inoltre che gli spazi di ognuno dei due sistemi pun-

teggiano proiettivamente gli spazi dell'altro [9].
Gli spazi lineari dei sistemi " e £V sono massimali per WE . nel senso
I
che ogni spazio lineare appartenente a Wﬁ k & contenuto in uno spazio di uno

dei sistemi I, I'. Una semplice dimostrazione di questa proprietd & la se-
1

= o i O oo e
guente. Sia r una retta appartenente a Wy . Detti X = ¢(u,v), x=¢(u,v) due

punti distinti di r, si ha, per 1'COsservaztone 2.4, che uno dei due sistemi
1 : o :

(B,g).(%,%) & dipendente e quindi o S = & o 8 = é. Nel primo caso la retta

appartiene a uno spazio di iu, nel secondo ad uno spazio di B

Dimostrata cosl la proprietd per le rette, consideriamo un S, , con 251,

et

appartenente a wﬁ x € un suo punto x e indichiamo con §u, SY gli spazi di e
’

e 1V che passano per ¥. Ogni retta di SE per x deve appartenere ad uno degli

o . S : i ;
spazi S, 8Y. Ma le rette di S1 per x costituiscono un sistema algebrico ir-
riducibile, quindi esse appartengono tutte ad uno degli spazi g2 8,

Cid posto, dimostriamo il

o K 5 ; S
appartenente a Wy . ¢ l'¢mmagine mediante ¢ del
r

TEOREMA 4.1. Una Wo
r,s

proc tto di un sottospazio di dimensione r di unc dei due spazi Up . Vy per

un £ .ttospaato di dimensione s dell'altro oppure del prodotte Houn purio
L L

z% . . o .
i unc det due spagi per una Wr 5 appartenente all'altro.
r
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Sia Wg g una varietd di Segre subordinata a WE K Per essa adotteremo gli
’ ’
& h ; - : : ; : : (e]
stessi simboli sopralineati usati nei numeri: precedenti per la We ge- In par-
r
ticolare, indicheremo con Gr i Gs due spazi lineari su K, delle dimensioni r
w0 )
su W . Buppor-
r,s

e s, e con ; 1'applicazione invertibile canonica di ﬁr x Gs

remo anche, com'é lecito, r < s (cosl come, fin dall'inizio, si & supposto
h < k). L'inclusione ﬁg,s c wﬁ,k comporta r+s < h+k e s < k.

Se ﬁg' & contenuta in uno spazio lineare di Wg’k . essa & contenukta in
uno spazio di Y o di V. Supponiamo, per fissare le idee, che essa sia con-
tenuta nello spazio §, = ¢(u x V) di t'. Siccome la restrizione di v, a Ek
& un'omografia tra Ek e Vk si ha che ﬁg,s € 1'immagine in ¢ del prodotto di
u per una wgfs contenuta in Vk. L'eventualita considerata & la sola che si
presenta per r = 0, in quanto, in tal caso, la ﬁg,s @ uno spazio lineare, di
dimensione s. Ai fini della dimostrazione del tecrema possiamc dungue sup-
porre, nella discussione seguente, r > 0 e ﬁg's'non contenuta in uno spazio
lineare di Wg'k.

o -u

Consideriamo una ﬁ? & (1 < s k) appartenente a Wh K I~ & allora un
Kk

r

| A

. . . . . =W P F h: F %
sistema, di dimensione uno, di Ss e I° un sistema, di dimensione s, di rette.

Se 5. appartiene a ¥, si avra B, = $p(u x V.), per assegnati u € Uy o

- - - 4 ] v s
VS & Vk : oppure Ss = ¢(U5 x v), con Us = Uh i ¥ & Vk. Per 1l'irriducibilita
del sistema I" si presenta uno stesso dei casi prospettati per ogni 5 e Y.

Supponiamo, per fissare le idee, che si abbia Ss = ¢(u x Vs) e notiamo che

il punto u non pud essere fisso al variare di Ss in Eu, perché in tal caso

=0
w1,5

ogni 5 di fv, 8y = ¢ (u x V1) o5, = @(U1 x v). Siccome ogni 5, di Y inter-

apparterrebbe alleo spazio lineare ¢ (u = Vk). Analogamente si ha, per
seca ogni retta di Ev, il primo caso non. pud presentarsi, perché due in-
siemi del tipo u' x Vi 0t x vV, con u' # g"lnon hanno coppie comuni. Si ha
dunque 5, = ¢(Uy * v) e, per lo stesso motivo, la retta u, deve contenere
tutti i punti u relativi agli 5, di iYe quindi & fissa al variare di 54 in
Y. ol pit lo spazio VS relativo a uno qualungque degli Ss deve conténere
tutti i punti v relativi alle rette 5, e quindi VS e fisso al variare di Ss.
si conclude the 72 . = s{Uy s V).
Dimostrato cosl il teorema per r = 1, possiamo procedere per induzione

su r, dimostranio che se il teorema & vero per r < £ esso & vero per r=i+l.

iw el
Consideriamo .na W (1 < 241 < s
e [ =

|

k) appartenente a Wo e le va-
h,k

<

= % 3 i =0 o = 2 3 o
rietd, ad essa subovrdinate, W. = (U, x 5), ove UQ é un sottospazio di
Ly
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U Esse formano un sistema algebrico irriducibile, I, di dimensione 2%+1,

24+1° :

e due di esse si intersecano in una ﬁ2_1 o immagine in ¢ del prodotto di Gs
P :

per lo 6,_1 intersezione degli GE relativi alle due varieta. Per l‘'irriduci-
bilitd di I, se la generica ﬁg s 2ppartenesse ad uno spazio di ¥ (o ai V)
r s

lo stesso dovrebbe accadere per tutte le ﬁi & di ¢ ed esse dovrebbero essere
£

contenute in uno stesso degli spazi di ? (ai £¥) in gquanto due spazi di he
o GV . . = ; :
(di £ ) non s'intersecano mentre, come s'é visto, due Wz & di I s'intersecano
i

Ne seguirebbe, contro 1l'ipotesi,; che W sarebbe contenuta

4 =0
in una W, 141, s

t-1,s"

; ! " . 0

in uno spazio lineare di Wh k"
i

. . . . . S -0
Per l'ipotesi d'induzione, si ha, con le notazioni, consuete, W =
P v Ve
r

(o]

oG ¢(US % Vx). potendosi verificare una soltanto del-
'S

= $(u, x Vs) oppure W

le due eventualita, per l'irriducibilitd di E. Suppponiamo, per fissare le

idee, che si presenti la prima. Siccome due delle ﬁi & di ¢ s'intersecano in
¢

una W ; che ha dimensione t+s-1, o gli spazi Yo relativi alle due varie-

2=1,8

téa coincidono e gli Un s'intersecano in un U o coincidono gli spazi Up e

=1
i V., s'intersecano in uno spazio V__,. Quest'ultimo caso non pud verificarsi

altrimenti la ﬁ2_1 g ¢ intersezione delle due ﬁg o considerate, sarebbe 1'im-
r ¥

magine in ¢ di Uk % Vs_1 e gli spazi di dimensione massima in essa contenuti

: : o g : . o i
avrebbero dimensione s-1 mentre una W, _4  contiene un sistema di spazi di di-
i

mensione s. Ne segue che gli spazi Vé coincidono e gli spazi UE appartengono
ad uno stesso U2+1 , giacché essi, ovviamente, non passanc per uno stesso
o

U 1€ guindi che‘W£+1’5

pe 2 1'immagine in ¢ del prodotto di tale U, 4 Per Vg

§ 5. In guesto numero esporremo alcune considerazioni sul .sistema 9 delle
guadriche passanti per una W?,k (k > 1). Lo spazio d'appartenenza T della va-
rietd, di dimensione t = 2k+1, s'identifica con Wl,k e i sistemi Xu, T degli
spazi massimali sbno, rispettivamente, un sistema di dimensione 1 di Sk e un
sistema, di dimensione k, di rette.

Indichiamo con Q una quadrica di T per W?,k e dimostriamo che, con le no-

tazioni consuete, vale la

PROPOSIZIONE 5.1. S5e¢ Q ¢ specializzata, il suo- spasio doppic interseca

W? e Tn g W? 7 (0 <« 1 < k) del iipo ¢(UT * VE) e eoineide con lo spazic d'ap-
’ r
parzenensa di fal. darietd.

Indichiamo con D lo spazio doppio di Q e osserviamo, in primo luogo, che
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se x & un punto di D non appartenente a wﬁ Kk ogni 1-corda C1 di W? k Per X, ov-
) v [}

viamente appartenente a Q, appartiene a D. Infatti, se C1fosse semplice per Q,

si avrebbe un S2k tangente a Q lungo C1 e ad esso dovrebbero'appartenere gli

S5y dd ™ passanti per i punti comuni a C1 e w? Kk € questo & assurdo perché& ta-
& r

k
1i spazi sono sghembi. Osserviamo poi che, come si prova con un'argomentazio—

ne analoga, se x € un punto di D appartenente a W?,k ;, la retta di il passante
per x appartiene a D. 7

Dalla prima delle osservazioni premesse segue che l'intersezione di D con
W?,k non & vuota; dalla seconda, che tale intersezione & una W?,E del tipo
:p{U1 3 Vﬂ)' con 0 < 2 < k. -Ancora dalla.prima osservazione si deduce poi che D
é.lo spazio d‘appdrtenenza di tale W?tg , in quanto da essa risulta che ogni
1-corda di W?'k passante per un punto x di D non appartenente a W?'k & anche
1-corda di w?'g. .

Dimostriamo ora la

PROPOSIZIONE. 5.2. L'intero & che compare nella prop. 5.1 ha la stessa
paritd di k.

Per lg prop. 5.1, D ha dimensione 2t+1. Con;ideriémo un generico sotto-
spazio D di T di dimensione 2k-2£-1 e indichiamo con Q la guadrica, non spe-
cializzata, di.dimensione 2{k~2-1), gezione di Q con D. Uno spazio Sk di Eu
sega D in un 5, e gquindi si proietta da D secondo un sk+g+1 , appartenente a
Q, che sega D in un Sk-a-1 , appartenente a 6, risultando uno spgzjo di dimen-
sione massima di D. Gli Sk—n—i cosi ottenuti costituiscono un sistema irridu-
cibile e guindi appérteﬁgono a uno stesso dei due sistemi di spazi di dimen-
sione massima di Q. Se faremo vedere éhe essi sono sghembi fra loro, seguira,
per una proprietd ben nota, che k-2-1 & dispari e quindi 1'asserto. Conside-

2

riamo, a gquesto scopo, due Sk'di Eu, che indicheremo con S1 e S”. Se le proie-

= i = ; ; "
zioni 8 , 52 di S1,S2 da D su D avessero un Sr (r > 0) in comune, gli spazi

e

proiettanti Et, gz'avrebbero in comune un S che segherebbe S e’S” in

204r+2
spazi di dimensione i+r+l. Questi spazi, e quindi s‘I e 52, avrebbero allora
un Sr in comune e questo & assurdo, perché essi sono sghembi. -

Se k & pa}i,'ogni qﬁadrica Q per W?,k & specializzata. Infatti, se non
lo fosse, gli Sy ai =" sarebbero.spazi di dimensione massima di Q, apparte-
nenti a uno stesso.sistema e questo & assurdo perché tali Sk sono sgheﬁbi a

due a due. La proprieta si pud enunciare dicendo che la dimensione dello spa-

zio doppio di Q non pud valere -1, se k & pari. Si ha dungue
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PROPOSIZIONE 5.3. Se Q é una quadrica per W? 2 il suo spazio doppio ha
) r -
agimensicre dei tipo 20+1, con -1 < & < k e L della stessa paritd di k.
OSSERVAZIONE. La prop. 5.3 si pud dimostrare pil direttamente osservando

che la matrice della quadrica generica di 2 si pud scrivere nella forma
0 A]
o

ove A & una matrice emisimmetrica d'ordine k+1 e A_, & la sua trasposta. L'ar-
bitrarieta di A dimostra che ¢ pud assumere tutti i valori indicati nella prop.

5.3.

§ 6. Le proprietd viste nel numero 5 trovano un'applicazione che ci sembra in-
teressante nello studio della varieta G(1,n) di Grassmann, tappresentativa del-
le rette di un Sn. Ricordiamo che una G(k,n), in cui si pud supporre k < % s

si rappresenta biunivocamente, per proiezione, su uno spazio proiettivo 5§, di

dimensione (k+1) {(n-k), in modo che il sistema delle sezioni iperpiane si tra-

sforma nel sistema delle forme d'ordine k+1 passanti con molteplicita k per

una WE n-kx-1 appartenente ad un iperpiano 1 di 5, e, in conseguenza, con mol-
r
teplicitad k-r per Wi n-k=1 (r = 1,...,k=1) [3]. Ricordiamo ancora che in tale
’

rappresentazione una G(k,m), immagine degli 5 di un sottospazio Sm dai s, va

in uno spazio lineare di dimensione (k+1) (m-k) che interseca r in un iperpiano,

spazio di appartenenza di una WE fisk=% * subordinata a WE k=1 * del tipo
I L

2o (Uy > vm—k-1) e che, viceversa, ogni spazioc siffatto rappresenta una gras-
smanniana G(k,m), subordinata a G(k,n), rappresentativa degli Sk di un 54 di

‘Sn' Nel caso che gqui andiamo a considerare, di una G(1,n), con n > 3, S ha di-

mensione 2n-2 e il sistema delle sezioni iperpiane di G si rappresenta col si-
stema delle guadriche di S per una w? ne2 di un iperpiano 1 di S; uno spazio
r

di dimensione 2(:+1) intersecante 1 in un S, spazio di appartenenza di

e+1 !

una wo subordinata a Wo , & immagine di una G(1,2%+2) subordinata a G(1,n)

1R 1.,0=2
e rappresentativa delle rette di un S£+2 di Sn'
Cid posto, consideriamo un punto @ di G(1,n) e indichiamo con a' la sua
immagine in S, che possiamn supporre esterna a -. Ovwiamente, un iperpiano =

€ tangente in a a G(1,n) =¢, e soltantc se, la sua intersezione con G(1,n) &



273

rappresentata in S da una guadrica Q(«) avente un punto doppio in a', cicé dal
cono proiettante da a' una quadiica Q0 di 1 passante per W?'n_z. Se (Q ha uno spa
zio doppio ﬁ, di dimensione d (> 0), Q ha come spazic doppio lo spazio D, di
dimensione d+1, proiettante D da é'. Ora, per guanto si & visto nel numerc 5,
se n & pari Q ha uno spazio doppio di dimensione del tipo 4X+1 (% > 0) e guin-=
di @ ha uno spazio doppic di dimensicne del tipo 2(2X+1). Se n & dispari, @
pud essere priva di punti doppi o avere uno spazio D di punti doppi ‘di dimen-
sione 4243 (XA » 0) onde Q & dotata o del solo puﬁto doppio a' o di uno spazio
doppio di dimensione 4)+4. Cid comﬁorta che l'iperpianc o considerato, tangen-
te in a, & tangente in tutta la varieta di G(1,n) immagine di D. Tenendo con-
to delle circostanze richiamate relative alla rappresentazione di G(1,n), si

conclude che, per n > 3, vale la

PROPOSIZIONE 6.1. SZa G(1,n) la grassmanniana delle rette di un Sn' Se
n é dispari, un iperpiano tangente a G(1,n) o é tangente in un solo punto o

seg N

5) immagine delle rette di un S di 8

- n-
in una G(1,22+3) (0 < A < 2243

n’

é pari, esso & tangente lungo una G(1,2Xx+2) (0 < 3 < E%ﬁ), immagine delle ret

Tenuto conto che le sezioni iperpiane della G(1,n) rappresentanoc i com-
plessi lineari di rette di Sn la proposizione precedente d3 luogo a proprieta

di tali complessi gid note dai lavori [4],[5].

OSSERVAZIONE. Per n = 4, la proposizione precedente afferma in sostanza
che un iperpianc tangente a G(1,4) & necessariamente tangente ad essa lungo

un piano. Questa proprietd si trova anche in [ 10].

Risultati relativi ad iperpiani pluritangenti una G(k,n) sono anche con-

tenuti in [11].

: ; o - ; A . ; -
§ 7. Passiamo a considerare la W2 2= Essa € una varieta di dimensione 4 e or-
r
dine 6, appartenente a uno spazio T di dimensione 8 e i suoi spazi massimali

sono piani, distribuiti in due sistemi di dimensione 2.

La varieta w; 2 delle corde di Wg 2 & una forma del terzo ordine di T,
r - r

passante doppiamente per Wg 5+ Ovviamente, il sistema % delle quadriche pas-
I .

o

2 2 coincide col sistema delle quadriche polari dei punti di T ri-
r

santi per W
spetto a W; 5- Ma (prop. 3.3) questa forma coincide con la propria hessiana.

Pertanto
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PROPOSIZIONE 7.1. W; 2 é il luogo det punti doppi delle quadriche degene-

ot 3 O
rT @t L

Indichiamo con Q(x) la guadrica polare del punto x rispetto a W; 2- Se x
r .

appartiene a Wg 2 7 QO(x) coincide col cono osculatore a W; 2 in x e quindi ha
’ ¥

come spazio doppio lo S, tangente a Wg 5 in x, che indicheremo con t(x).
J ’
Supponiamo che x appartenga a w; 2~ Wg 2" Per il teorema 2.1, le corde
i I
di Wg 2 passanti per x sono le rette di un S3 per x, che indicheremo con Sa(x)
‘

e il luogo dei loro punti d'appoggio €& una W? i ¥ cio& una quadrica, che deno-

teremo con q(x), la quale esaurisce l'intersezione di B, (x) con Wwo (0ss.2.3).
: 3 2.2

L'intersezione di Q(x) con 1l'iperpiano P(x) tangente a W; 2 in % coinei=
!

de col cono osculatore in x alla sezione di W; 5 con P(x). Ma (prop. 3.2 P(x)
L

- & tangente a wg 5 lungo S3(x) e quindi il cono anzidetto ammette S3(x) come
2 ;

_spazio doppio. Si ha dungue che anche Q(x) & tangente a P (x) lungo 53(x). Ne

seque che Q(x) possiede un piano doppio, p(x), contenuto in S3(x) e non pas-
sante per X.

Ricordiamo ora che, per una nota proprietd della polaritd rispetto ad
una forma del terz'ordine (cfr. ad es. [12]), se x e y sono due punti di T,
Q(x) ha un punto doppio in y se, e soltanto se, Q(y) ha un punto doppic in x.
Da essa segue.che le guadriche d; £ aventi punto doppio in un punto x di
WZ,Z sono ie quadriche polari rispetto a W;tz dei punti del piano p(x), se X
non appartiene a wg,z; le guadriche polari dei punti di t(x), se x appartie-
ne a Wg,z' Esse formano pertanto una rete nel primo caso, un sistema lineare
di dimensione 4 nel secondo. .

Sia Q(y) una delle quadriqhe aventi punto doppio in x. Lo spazio doppio
di Q(y) passa per x e, per quanto si & detto, & un piano-doppio, ply), se ¥
non appartiene a Wg,z s un S, doppio, 1(y), se appartiene a Wg'z. I punti y
per  cui si verifica la seconda circostanza sono quelli che appartengono al-
l'inter;ezione di Wg,z con 1(X), se x appartiene a Wgrz; con p(x), se x non
appartiene a wg.Z' Essi possono essere anghe caratterizzati come i punti di
contatto degli Sy tangenti a wg.Z passanti per x.

Ora l'interseziocone di wg.Z con T(x) @ costituita dai due piani della
varieta passanti per x. Ne segue che, se x appartiene a Wgrz , le gquadriche
di £® aventi un 5, doppio passante per x si distribuiscono in due reti aventi

; ’ ; . S 1 :
in comune soltanto la quadrica che costituisce il cono osculatore a w2 5 1in
’

X.
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! . - o
Supponiamo x appartenente a W; 2~ Wg 2- L'intersezione di p(x) con wz’z
’ '

& la conica y(x) comune a p(x) e g(x). Detto y un punto di y(x), si ha che
1(y) passa per x. Ne segue, ovviamente, che il piano tangente in y a gq(x) pas-
sa per x. 5i ha dunque che p(x) & il piano polare di x rispetto a g(x) e che
y(x) & non degenere. Nel caso che stiamo considerando, si ha dungue che ie
quadriche di r® aventi un 34 doppio passante per X costituiscono un sistema
guadratico irriducibile, di dimensione 1.

Le osservazioni fatte si riassumono nelle proposizioni seguenti.

PROPOSIZIONE 7.2. Le quadriche degenert di £°® hanno epazio doppic di di-

mensione 2 o 4.

(o]

PROPOSIZIONE 7.3. Se x appartiene a W; 2 Wg 99 le quddriche di L che
r r

hanno punto doppic in x formano una rete e sono dotate di un piano dopptio, ad
eccezione di quelle appartenenti ad un sisiema quadratico irriducibile di di-

mensione 1, che sono invece dotate di un S, doppio, tangente a Wg 2°
7

PROPOSIZIONE 7.4. Se x appartiene a Wgrz, le quadriche di £ che hamno
punto doppic im x formano un sistema lineare di dimensione 4 e sono doiaie di
un piano deppio, ad eccezione di quelle appartenenti a due réti, che eono in-
vece dotate di un S, doppio, tangente a Wg;z, aventi in comune soltanto il co-
no quadrico osculatore a W;lz in X.

Le proprieta esposte della wg'z trovano applicaziong, PEer il_tramite del-
la rappresentazione spaziale di Semple, ricordata nel numero 6, nello studio
della grassmanniana G(2,5) dei piani di S5g consentendo.di ritrovare in modo
assai semplice, e completare, taluni risultati di C. Segre relativi agli iper-
piani pluritangenti tale varietd, contenuti in [6]. Ricordiamo che la G(2,5)

& una varietad di dimensione 9 e ordine 42, appartenente a un S;4. La rappre-
sentazione di Semple della G(2,5) si ottiene proiettando la varietd dallo S9
tangente in un suoc puntc 0, che indicheremo con 5*, su un‘S9 sghembo con es-
so, che indicheremo con 5. In tale rappresentazione il sistema delle sezioni
iperpiane di G(2,5) si trasforma nel sistema, che indicheremo con 0, delle

forme cubiche di § passanti . oppiamente per una ngz e semplicemente per la

; 1 ; : < e 4 ! ;
relativa W, 2- Lo spazic d' ppartenenza T di queste varietd & un iperpianc di
<

S e risulta foalamentale per ¢. Al generico punto di T corrisponde il punto 0
e pertanlc 2lie sexzioni di G{2,5) con gli iperpiani per 0 corrispondono le
L3
formé spezzai: . ¥ e in una quadrica di S per Wg 2° Si notera che T, .conta-
¢

o tre veite, ¢ ana forva di , risultando precisamente immagine della sezic-
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ne di G(2,5) con l'iperpiano osculatore alla varietd in 0.
Per snellire l'esposizione che segue, conviene introdurre talune denomina-

zioni e richiamare dei risultati noti sulla G(2,5). Consideriamo due punti di-

stinti a,b di G(2,5) e indichiamo con a,8 i piani di 55 di cui essi sono imma-

gini. Diremo che la coppia a,b & singolare se i piani d,ﬁ‘sono incidenti e,
guando occorra, diremo che essa & singolare di prima specie,'se o, hanno sol-
tanto un punto in comune, 47 seéondu specie, se hanno una retta in comune. Il
-tipo della coppia a,b si determina anche senza far ricorso ai piani di 55 che
i due punti rappresentano. Infatti, tenendo conto qhe~i faseci di piani di SS
si rappresentano con le rette di G(2,5), si ha, in primo luocgo, che la coppia
a,b é singolare di seconda specie se, e soltante se, la retta ab appartiene a
G(2,5). Da proprietd note della G(2,5), si_ha poi che 7 punti b che con a for-
mance wna coppia singolare sono tutti, e soli, i punti, distinti da a, della
seatone di G(2,5) eon 1'iperpianc asbulatore_a G(2,5) in a, sicché la coppia
a,b é singolare se, e soltanto se, l'iperpianec ocsculatore a G(2,5) in uno dei
due punti passa per l'altro. Ricordiamo ancora che i punti b che insieme con

a formano coppia singolare di seconda specie sono tutti, e soli, 1 punti del-
la sezione di-G(2,5) e¢on lo 8y ad essa tangente in a, sezione che risulta es-
sere il cono del sest'ordine che proietta da a una ngz [6].

Cid posto supponiamo che i punti a,b non appartengano all'iperpiano oscu-

latore a G(2,5) in 0, cio& che le coppie 0, a; 0, b non siano singolari. Al-

lora le loro immagini a', b' in § sono esterne a T e vale la

PROPOSIZIONE 7.5. La coppia a,b ¢ singeolare se, e soltanto se, la retta

a'b' é incidente la W; 2 base di © ed & singolare di seconda specie se, e sol-
2

tante se, a'b' é imncidente la Wg a2-
I

Infatti la sezione di G(2,5) con l'iperpiano osculatore in a si rappre-
senta con la forma di © che ha un punto triplo in a', cio2 col cono che pro-
ietta da a' la W;rz base. Pertanto a, b & singolare se, e soltanto se, b' ap-
partiene 2 tale cono e cid prova la prima parte dell'asserto. La seconda &
ovvia, in guanto le rette di S che.rappresentano rette di G(2,5) sonc tutte

fo)

e sole quelle incidenti la W2 5- Consideriamo ora due punti distinti qua-
r .

lunque a, b di G(2,5) e proviamo la

PROPOSIZIONE 7.6. Esistono iperpiani tangenti a G(2,5) Zn a e b se, e

solzar:o se, la coppia a,b é singolare.



Per l'arbitrarietd di 0, si pud supporre che le immagini a', b', di. a/b in
S siano esterne a T. Se esiste un iperpiano tangente a G(2,5) in a e b, la sua
sezione con la varietd ha punti doppi in 2 e é e guindi la forma di 0@ che la
rappresenta ha punti doppi in a', b'. La retta a' b' appartiene dungue alla
forma. Ne segue che essa interseca T in un punto della W;’z base di 0 e, per
la prop. 7.5, che la coppia a, b & singolare. Inversamente, supposta la coppia
a, b singolare, si ha, per la prop. 7.5, che la retta a'* b’ intca-x_;secax"r\’;'2 in
un punto X. L'imposizione ad una forma di ® di un punto doppio in a' comporta dieci
condizioni. Pertanto le forme di 0 che hanno un punto doppio in a‘' e passano
per b' dipendono almeno da 8 parametri. Ma esse, contenendo anche x, contengo-
no la retta a'b' e ne seqgue che le condizioni da imporre affiché& anche il pun-
to b' sia doppio sono 8, al pili. Esistonoc dunque forme di @ aventi punti doppi
in a' e b' ed esse sono immagini di.sezioni di G(2,5) con iperpiani tangénti
in a e b. .

Fissiamo ora una qualunque—coppia singolare a, b e assumiamo 0 generico
su :G{2,5). Se esistono iperpiani'tangenti in a e b a G{2,5) e passanti per 0,
‘le loro sezioni con G(2,5) si rappfesenteranno in §'cop Forme spezzate in T e
in quadrichs passanti per Wg'z e dotate di punti doppi nelle iﬁmagini al; bt
di 2 e b e quindi passanti doppiamente per la retta z'b! Indichiamo con 6(a’,b')
ii sistema formato‘da tali quadriche. E' chiarc che inversamente ogni quadrica
di e(a',b') ,completata con T, & immagine.della sezione di GfZ,S} con un iper=
piano tangente in a e b e passante per 0 e che lo spazio doppio di una tale
qﬁadrica = l‘immaginé della varietd secondo cui 1l'iperpiano & tangente a G(2,5).
Ora, detto x il punto in cui la retta a'b'interseca f: si hé, ovviamente, che
le quadriche di 6(a',b') sono tutte, e sole, gquelle che proiettano da un punto
di gfp' distinto da x le quadriche di T che passano per Wg’z e hanno un éunto
doppio in x, cioé& gquelle cui si riferiscono le proposizioni 2,3,4 di questo nu-

mero. Se ne deduce, tenendo conto della genericita di 0, la

PROPOSIZIONE 7.7. Gli iperptanti tangenti a G(2,5) nei punti a,b costitui-
seono una stella di dimensione 3, se la coppia a,b é singolare di prima specie;

di dimensione.5, se é singolare di seconda specie.

Per la prop. 7.3, 7.4, lo spazio doppio di una quadrica del sistema 3(a';b")
pud essere di uno dei tipi sequenti: 1) S passante per un piano p contenuto

nell's, (x) relativo a un punto x di W1 - W) ; 2) S passante per lo spazio
3 & 2,2 252 5

t(x), tangente a Wg 5 in un suo punto x.
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Consideriamo uno spazio del tipo 1). Le forme di © segano su di esso le
superfiéi spezzate in p e nelle guadriche passanti per la conica y intersezio-
ne di p con la guadrica gq(x) secondo cui S3(x) interseca Wg'z. Ne segue che
un tale spazio & 1l'immagine di una Vg di G(2,5),

Su uno spazio 55 del tipo 2) le forme di 0 segano V, spezzate in t(x) e
in quadriche passanti per i piani a e B secondo cui 7(x) interseca Wg,z' Tale
spazio rappresenta quindi una Ve di G(2,5) il cui ordine & uguale al numero
dei punti, esterni ad u e B, comuni a 5 guadriche gello Sg passanti per a e B.

Per valutare gquesto numero, assumiamo una delle quadriche, che indichere-
mo con Q1 ;, Spezzata in 1(x) e in un S4 generico di 55 , che denoteremo con g
e le altre gquattro, che indicheremo con Qz,...,Q5 , generiche per o e f. I

'punti comuni a Q1,...,Q5 , che cadono fuori di o e g, risultano allora essere
i punti esterni alle rette r e s, secondo cui a e 6 intersecano E, comuni al-
le gquadriche Gyr---49g o+ sezioni di QZ""’QS con §. Consideriamo la superfi-
cie F, del quart'ordine} comune a due di esse, ad esempic a d, € dy- La F &
razionale e si rappresenta su un piano col sistema delle cubiche per 5 punti
P1,...,P5-I13] e si pud fare in modo che le rette r,s si rappresentano con
due di guesti punti, ad esempio Py e PZ' Le quadriche a, e gy segano allora
su F le curve rappresentate darcurve del sest'ordine passanti triplamente
per P1'e P2 e doppiamente per P3 i P4 " PS' Queste curve s'intersecano in sei
puﬁti, fpori di P1,...,P5. Si conclude cosi che uno spazio del tipo 2) rap-
presenta una Vg di .G(2,5) .

Le conclusioni precedenti, relative alla dimensione e all'ordine della
varietd V secondo cui un ipérpiano tangente a G(2,5) nei punti a,b di wvna
coppia singolare tocca la G(2,5), valgono se su V si pud scegliere 0 in modo
che nella rappresentazione che me deriva a, b siano rappresentati da punti
esterni a T, ciod in modo che 1'iperpiano osculatore in 0 a G(2,5) non passi
per uno dei punti a,b. Tale condizione equivale a guella che non accada che
1'iperpiano osculatore a G(2,5) in uno dei punti a,b passi per ogni punto
di V, ossia che 1l'iperpiano non sia osculatore a G(2,5) in uno dei due pun-
ti. Ora & stato rilevato in [6], e si dimostra immediatamente servendosi
della rappresentazione spaziale gui usata, che 1l'iperpiano osculatore a
G(2,5) in un punto x & tangente a G(2,5) lungo la Vg secondo cui la varieta

& segata dall's9 tangente in x. Vale dungue, senza alcuna eccezione, la

PROPOSIZIONE 7-8. lin frevsianc plur’imginte GE2,5) © o4 iz var’-id
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o in una Vg.o Ir una Vg.
Si ha inoltre

PROPOSIZIONE 7.9. Gli iperpiani tangenti a G(2,5) in due punti a,b, for-

, . - ‘ RN g - e
manti una coppia singolare, ioccano la vartetd lungo unz V3 ad ecceaton. di
quelli appartenenti a un sistema algebrico di dimensiocne 2, se a,b & zingola-
re di prima speeie, di dimensione 3, se a,b & siagolare di seconda speciz,che

tnvece toccano la G(2,5) Llungo una Vg.
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INFLUENZA DELL'ALOGE{O SULLA REAZIONE DI FORMAZIOWE DI EPOSSIDI PER AZIOWE

pI ALOGENQO E 0SSIDO DI ARGENTO SU ALCHENT TRISOSTITUITI STEROIDICI

2 s = 5 & & 3 " F
Nota di M. Adinolifi, G. Barone, R. lanzetra, G. Laonigro, M. Parrilli e del socio L. Mangoni
Istituto di Chimica Organica ¢ Biologica dell'Universita' di Napoli

Adunanza del 23 luglio 1983

11 classico metodo pet ottenere epossidi dal lato piu' ingombrate di un alchene
steroidico si basa sull'addizione di "acido ipoalogenoso',generato comunemente da una N-alo
armide in ambieﬁte acquoso, seguitd da una idrolisi in ambiente basico (1). Tuttavia, di so=
lito n-d caso di alcheni stercidici trisostituiti tale reazione procede con rese molto basse
(2). Alcuni anni fa realizzammo un wetodo (3), applicbile anche ad alcheni steroidici eri-
sostituiti, che permette di avere apossidi direttamente dagli alcheni, con buone rese. Tuttavia,
tale metodo, che si basa sull'addizione di " acido ipoiodoso" ottenuto da 12/Ag20 in acqua-di
ossano, puo' dare aseconda del substrato sia epossidi ache g-orientati. I1 decorso sterico
della reazione,infatti, e' decerminato dalla diversa velocita' di attacco nucleofilo sui due
iani iodonicae 8, in equilibrio tra loro, attraverso 1'alchene. Nelle schema, descritto per

il 3-metii=~S5a-~colest=2-ene, si osserva che mentre l'actacco trans-diassiale sullo iodonic a

‘ax VOHO
fot= 0t -
=

\ 1
1% e -_— 0‘
lax HO
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avviene su una posizione secondaria, quello sullo iodonio B risulta essere cineticamente favo-
rito, avvenendo su un sitc terziario MNella tabella seguente sono riportate le rese in a~ e B~

cpossido delle reazioni condotte sy vari alcheni trisostituiti:

Reazione con Reazione con

1,/Ag,0 Br,/Ag,0

a B a?
;2-metil-Sa-colest-2-ene 70!
j-metil-5a-colest-2-ene 70! 24 32
colesterolo 541 28! 24 41
colest—4-ene 782 132 13 40
colest=5-ene 682 172 20 30

IRif. 3 2Questo lavoro 3Dopo idrolisi alcalina

Da tali dati si osserva come in tutti gli esempi, escluso il caso del 2-metil=5-
colesc~-2-ene, 8i ottenga predominantemente, se non esclusivamente, 1'epossido a e cio' perche’
in tucti i casi e' il B-iodonio quello che subisce 1'attacco sul sito terziario. Allo scopo di
migliorare lg rese di epossido B abbiamo sostituito il Br, allo‘I2 nella reazione con Agzﬂ in
acqua-diossano, prendendo spunto dall'osservazione, fatta (4) per alcune olefine monocicliche
sostituite, che l'addizione di "BrOW", a differenza di quella di "IOH", sembra procedere con
uno stadio elettrofilo apparentemente irreversibile. Nella tabella le rese in epossidi della
reazione con BrzlAgZO sui vari substraci. ﬁall'esame di tali dati appare immediatamente evi-
dente che in tutti i casi predomina il g-epossido sull' a-epossido ed inoltre che le rese to-
tali in epossidi sono piu' basse di quelle con la reazione con IZIAgZD. La diversa stereoselet=
tivita' delle due reazioni, che si manifesta in un capovolgimento del rapporto tra gli epos—
sidi ae 8, puo' a nostro avviso essere attribuita al fatto che gli attacchi nucleofili sugli
ioni bromonio.sono piu' veloei di quelli sugli ioni iodonio relativamente alle rispettive rea-
zioni inverse che portano ad alchene di partenza, e cio' a causa del maggior carattere carboca-
tionico dei carboni del ponte nel caso del bromonio rispetto dei carboni dello iodonio. Pertan-—
to il deocorso sterico délla reazione con Br2 appare essere meno influenzato dallo stadio nu=
cleofilo che non quello della rejyzione cen 12, mentre‘risente maggiormente dell'influenza del-
lo stadio elettrofilo che e' tale da favorire l'alonio a e quindi 1'epossido g. Il motivo delle
piu' basse rese in epossido della reazione con BrzngiO sta, a nostro avviso, nella maggiore
abbendanza, nell'ambiente di reazione, dell'aloidrina con l'alogeno terziario (quella derivante

dallo alonio @ e che fornirebbe l'epossido £), la quale subirebbe piu' facilmente della corri-

spondente aloidrina con l'alogeno secondario (derivante dall'alonio 3) reazioni di eliminazione.

Attualmente il nostro lavoro e' diretto ad ottenere evidenze sperimentali di tale

ipotesi. Comunque la reazione con Brzngjo sembrerebbe, nonostante le rese non particolarmer
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alte, la reazione da preferire per nrtenere B-epossidi da alcheni steroidiei trisostituiti
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COMPONENTL DITERPENICI DELLA STACHYS RECTA L.

5 . . i W Fvai i ;
Nota di M. Adinolfi, G. Barone, R. Lanzetta, G. Laonigro , M, Parrilli e del socio L. Mangoni

Istituto di Chimica Organica e Biologica dell'Universita' di Napeli

Adunanza del 23 luglio 1983

Nell'ambito delle nostre ricerche su struttura e sintesi dei diﬁerpeni (1) ab-
biamo esaminato la composizione della frazione diterpenica estratta dalla.parte aerea della
Staehys recta L. (Labiate). Mediante cromatografia su colonna e strato sottile di gel di sili-
ce sono stati isolati tre composti a struttura clerodanica, successivamente identificati come
il diacectato 1 ed i due monoacetati 2 e 3 (2) dello stachisolone 4 , un diterpene clerodanico
presénce (2,3) nella Stachys annua e di cul non era ancora stata determinata la configurazione
a C-8 e C-13 (4).

La struttura dei composti 1-3 e' stata determinata essenzialmente sulla base dei
dati 1H'NMR (vedi tavola) e confermata per confronto dei valori di p.f. e [a]D con quelli ripor-
tatt (2).

Con una misura di effetto Overhauser e' stato facilmente dimostrato che il metile
17 legato a C-8 e' a-orientato. Infatti fu rilevato un aumento della intensita' del segnale
1H'N!3 del l?—CH3 a 6 0,90 di 1 per irradiazione del segnale del ZG—CH3 a 6 1.06, € viceversa,
risultati compatibili solo con la orientazione @ del metile=17.

Iafine, data la scarsita' dei dati 13C—NMR reperibili in letteratura sui diterpeni
clercdanici, soae stati registrati gli spettri lac—NMR di 1-4 e sono stati assegnati tutti i se-
gnali ai rispettivi carboni (vedi tabella) sulla base di uno studio degli spectri on- ed off-re
sonance, tenendo conto dell'effetto della acetilazione a C-7 e C-13 sui chemical shifts e dei
valori gia' riportati per 1'acido 2-chetokolavenico (5).

16
OR,

-Ac -Ac
-Ac H
H -Ac
H H

R

Istituto di Chimica Organica e Biologica = Fac, di Scienze

Via Mezzocannone 106 — XNapoli



280

=

lw

J &

TABELLA
L
p.f. 93-94°. [u]D ~68° (CHCl,, ==1). "H-NMR (270 Miz, €pel,):6 0,90 (d, J=7, 17-K,), 1,29
(s, 19-H.), 1,06 (s, 20-H,), 1,51 (s, 16-H,), 1,88 (d, J=1, 18-H)), 1,92 (X di ABX, 1, =13,5,
3 =51y 10°H ), 2,36 (B di ABX, Jp =17,6, Jy =5,1, 1=H_ ), 2,44 (A di ABX, 1,5=1756, Jym
=2,7, 6=H ), 5,70 (bs, 3-H), 5,12

13,5, 1=H_ ), 1,56 (m, 6-H_), 2,21 (dd, I, o=14.,5, Jg, .

(m, A e B di ABx,ls-nzx 5,93 (q, X di ABX, JAX+JBX‘27,B, 14—H2), 2,03 e 2,13 (2 x OAc),s.léb—
13c—NMR (67,88 MHz, c9013): § 34,73 (c-1), 199,59 (C=2), 125,22 (c-3), 171,81 (C-4), 39,07
(c-5), 33,60 (Cc-6), 141,71 (C-14), 113,66 (C-15), 23,65 (C-16), 11,89 (C-=17), '18;85=19,35=

20,02 (C-18, €~19 e €-20), 21,42-22,22 (2x UCOEﬁJ), 170,01=-170,61 (2 x OEQCHB).

o 1
[J]D =73 (CHCIB, c=07). H-NMR (270 MHz, CDCIJ): 6 0,91 (d, J=7, 1?-H3), 1,29 (s, L9—H3).

1,05 (s, 20-H,), 1,27 (s, 16=H,), 1,88 (d, J=1, 18-H,), 1,93 (X di 4BX, 3, g =17,6, 10-H ),

D=2 - = '$ - = = - =
2,40=2,45 (m, AeBdi ABX, 1 nz), 1,50(dd, J68'7 3.7 JBQ’GB LA Ty B gax). 2,21 (dd, Jﬁu,?
A i =14,7, 6=H ), 5,17 (m, 7-H), 5,70 (bs, 3-H), 5,14 (m, AB di ABX, 15-H ), 5,85

6a, 68 eq 13 2
(q, X di ABX, JAX+JHX=28.2, 14=H), 2,08 (OAc). C-NHMR (67,88 Mz, CDC13): 6 34,61 (C-1),

199,89 (c-2), 125,32 (C-3), 170,89 (C-4), 39,04 (C-5), 38,62 (C-6), 74,60 (C-7), 37,69 (C-8),
38,01 (C-9), 45,49 (C-10), 32,18 (c-11), 35,06 (c-12), 72,99 (c-13), 144,81 (C-14), 112,26
(c-15), 27,82 (C-16), 11,90 (c-17), 18,97-19,33-19,94 (C-18, C-19 e C-20), 21,41 (OCOCH,),
170,60 (OCOCH,).

p.f. 130-131°. [h]D =45,2° (CHCL,, ¢=0,8). Lywr (270 Mz, €el,):6 1,01 (d, J=7, 17-4,),
1,08 (s, 19-H,), 1,40 (s, 20-H.), 1,51 (s, 16-H,), 1,91 (d, J=1, 18-H), 1,88 (X di ABX,
=13,1, 1=H ),

10-1 2 B di ABY, =17,7, J__=&, 1- , 2 i ,J o =17,7, J
1), 2,35 (B di ABX, J  =17,7 1 Heq) »46 (A di ABX, J o =17 ”

X
6—Heq), 4,08 (g, T-H), 5,70 (bs, 3-H}, 5;12

BX

1,53 (m, 6-H ), 2,19 (dd, J =2, 6, 4
ax S

6u &5, 6B L0 o3
(o 15710, 5,49 (q, X di ABX, J +1, =08,6, 16-H), 2,02 (s, OAc). ~~C-NiR (67,88 Miz, opCt )
34,76 (c-1), 100,27 (C-2), 125,00 (c-3), 172,78 (C-4), 39,33 (C-5), 41,38 (c-6), 73,22

(C-7), 38,68 (C-S), 37,95 (C-9), 45,69 (C-10), 31,83 (c-11), 33,17 (C-12), 83,30 (c-13),
141,68 (c-14), 113,46 (C-15), 23,43 (C-16), 12,26 (C-17), 19,03-19,70-20,24 (C-18, C-19 e
c-20), 22,22 (9COCH ), 170,22 (0COCH,).

o . l fy . =
p.f. 156-159°. [010“29.3 (CHi O, €=0,4). "H=NMR (270 MHz, CDLIB). & 1,02 (d; J=7, 17—H3),
1,08 (s, 19-H,), 1,40 (s, 20-1,), 1,28 (s, 16~Hj), 1,91 (d, J=1, lB—H3), 1,89 (X di ABX,
3= 12,9, Joc=h A, = » 23 B di ABX, =17,2, =4,4, 1= v 2y i 5 -
" - 10-H_ ), 2,39 (B di 37172, 3, =604, 1 Heq) 2,45 (A di ABX, J,

17,2, J._=12,9, 1-H 1,54 dmy Bl ), .35 (dd, o S B; T =28 620 Y b0 (o,
AX ax)’ A ax) ( 6o, 68 6o, 7 i 16 Heq) 8 (q

7-H), 5,69 (bs, 3-H), 5,13 (m, A e B di ABX, 15-H2J, 5,82 (q, X di ABX, J
1 i

+J__=27,9, l4-H).
5 AX BX

C-MR (67,88 Miz, CDCl,): 6 34,69 (C-1), 199,87 (C-2), 125,03 (C-3), 172,76 (C-4), 39,35
(C-3), 41,43 (C-6), 73,30 (C-7), 38,77 (C-8), 37,89 (C-9), 45,84 (C-10), 32,35 (C-11), 35.09
(C-12), 73,08 (C-13), 144,87 (c-14), 112,17 (c-15), 27,70 (c-16), 12,32 (C-17), 19,02-19,67-

20,1t (C-1&, C=19 e C=20).
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DECORSO STERICO DELLA ADDIZIONE MT ALOGENURI DI IODIO ALL' 1=-MET1L~4~t~BUTILCICLOESENE:
INFLUENZA DELLA SPECIE ELETTROFILA

r : s . 2
Nota di M. Adinoclfi, G. Barone, R. Lanzetta, G. lLaonigro, M. Parrilli e del socio L. Mangoni
Istituto di Chimica Organica e Biologica dell'Universita' di Napoli

Adunanza del 23 luglio 1983

11 meccanismo comunemente accettato (1) per l'addizione elettrofila di alogeni e spe=
cie alogeniche ad alcheni prevede un primo stadio elettrofilo irreversilbile seguito da un velo=
¢e stadio nucleofilo che porta agli addotti di reazione. Negli ultimi anni tuttavia sono state
accumulate evidenze (2-4), essenzialmente di natura stereochimica, che hanno portato ad ipotiz-—
zare un meccanismo in cui lo stadio elettrofilo e' di equilibrio veloce mentre quello nucleofilo
determina sia la velocita' che la distribuzione dei prodotti di reaiione. Tali evidenze sono sta
te derivate dalla analisi della distribuzione dei prodotti in reazioni di addizione elettrofila
indotte da alogeni su alcheni che permettono di distinguere il decorse sterico dello stadio e-
lectrofilo da quello dello stadio nucleofile. Un substrato di questo tipo e' 1' l-metil-4~t-by

tilcicloesene 1, per il quale sia da noi (3) che da altri (2-5) e' gia' stato ipotizzato il veri-
o q g P

ficarsi, per certe addizieni indotte da alogeni, di un meccanismo con y
—
— 7 m
\
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= +XY.
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uno stadio elettrofilo di equilibrie veloche (Schema 1).

Nel quadro delle nostre ricerche (3,6) sulle applicazioni sintetiche delle addizioni
elettrofile ad alcheni ciclici trosostituiti, abbiamo intrapreso uno studic sistematico dei fat
tori che possono influenzare il decorso sterico di queste reazioni. In questo lavoro ci propo-
niamo di esaminare 1'andamento sterico della reazione in funzione del ﬁucleofilo, a parita' di
alogeno elettrofilo attaccante, di solvente e di temperatura. A tale scopo abbiamo addizionato

ICl e Ibr ad 1 in CCl, e CHCIB, che sono solventi non nucleofili e quindi non inquinano la rea-

4
zione con la formazione di prodotti misti di reazione. In tutti i casi le reazioni (condotte al
buic, a 0°C, con rapporti molari di 0,95:1 tra IY ed alchene e per 5 win.) procedono con un mec
canismo ionico portando esclusivamente a miscele di trans-iodoalogenuri ( schema 2 ), che nel ca
50 dell'addizione di IBr sono accompagnate da piccole percentuali di trans-dibromuri. Gli iodo
alogenuri sono stati identificati sulla base dei loro segnali a11‘1H-NMR (7). Nella tabella so-
no riportate la distribuzione degli jodoalogenuri e la stereoselett ivita' dell'attacco elettro-

filo come rapporti tra le rese dei prodotti derivanti dall'attacco anti con quellé dei prodotti

SCHEMA 2

é' iy 5

derivanti dall'attacco sin rispetto al t-butile., Si nota immediatamente che per tutte le addi-
zioni degli iodoalogenuri la stereoselettivita' e' piu' alta di quella di una tipica reazione di
addizione elettrofila irreversibile come la epossidazione, per la quale il rapporto degli attac-
chi anti/sin e' di 0,61 (5). Si nota inoltre che, a parita' di solvente, il rapporto anti/sin
per IBr e' piu' alto di quello che si ha per 1'addizione di ICl. Tali osservazioni portano a

concludere che nelle addizioni sia di ICl che di IBr la distribuzione dei prodotti risente an-

specie solvente distribuzione degli stereoselettivita' dello
XY iodnalogenuri, 7 attacco elettrofilo
3 4 5 rapporto anti/sin
3143
IC1 CCl& 52 40 8 1,08
icl CHC13 48 45 7 0,92
1Br cel, 58 36 6 1,38
4
IBr CHCl3 59 31 10 1,44

che dello stadio nucleofilo, e non solo di quello elettrofile che avrebbe invece determinato un
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rapporto anti/sin simile a quello della epossidazione, e che l'influenza dello stadio nucleofi-
lo e' maggiore nella addizione di IBr rispetto a quella che si ha per 1'ICL. Una possibile in-
terpretazione di tali fatci implicd un meccanismo in cui non si abbia ne' uno stadio elettrofi-
lo irreversibile ne' uno di preequilibrio veloce. Im questo ultimo caso, infarti, nella ragione-
vole ipotesi che i rapporti delle concentrazioni degli ioni iodonio anti e sin all'equilibrio

siano praticamente eguali per le due addizioni di IBr ed ICl, la diversa stereoselettivita' del-

te due addizioni sarebbe stata determinata dalla competitivita' degli.attaccni sui due ioni io-
doaio -anti e sin diversa per cl” e Br . Ora, considerando che il sito terziario dello iodonio
anti e' piu' hard (8) di quello secondario dello iodonio #in & che i1 €1 e piu" hard ( §) di
Br—, tale diversa competitivita' dovrebbe essere tale da portare, sulla base del principio H5AB
(10), ad un valore della stereoselettivita' per ICl piu' alto di quello per la addizione di IBr;
ma sberimencalmente troviame un andamento esattamente opposto. Pektantn noi ipotizziamo uno sta-
dio elettrofilo reversibile ma non di preequilibrio veloce. In tale visione, la piu' bassa ste~
reosalettivita' di IC1 rispetto ad IBr sarebbe razionalizzata assumendo che nella addizione di
I8r il rapporto tra la velocita' &i reversione e quella di evoluzione degli ioni iodonio sia
piu' alta che non nel caso di 1C1. Una possibile spiegazione di tale comportamento puo' essere
trovata sulla base del principio HSAB. Lo ione icdonio puo' essere considerato come un electro-=
filo ambidente che puo' subire l'attacco nucleofilo o sui carboni del ponte o sullo iodio posi-
tivo, che , a causa della suaadta nolarizzabilita', costituisce un sito piu' soft. Poiche' il
Br e' piu' soft di Cl-,esso presentera’ maggiore tendenza a teaglwmcon lo iodip positive piut-
costo che con i carboni del ponte. Pertanto la reversione dello ione alonioc ad alechene rispetto
alla sua evoluzione negli addotti di teazione sara' piu' veloce nel caso di IBr che non nel ca-
so di ICl.
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STRUTTURA DI Ui GLICOSIDE ESTRATTO DAL BULBL DI MUSCARI COMOSUM

. . . 7 0 R . 4
Nota di M. Adinolfi, G. Barone, R. Lanzetta, G. Laonigro, M. Parrilli” e del socio L. Mangoni
Istituto di Chimica Orpanica e Biologica dell'Universta' di Napoli

Adunanza del 23 luglio 1983

Recentemente abbiamo riportato (1) la determinazione della struttura del Muscaroside
A1, un glicoside triterpenico estratto dai bulbi del Musecari comoswum Mill. (Liliaceae) .In que-
sta nota riportiamo i dati preliminari circa 1'isolamento e la determinazione di struttura di
un secondo glicoside, piu' polare, il Muscaroside B. Per cromatografia su colonna di gel di si-
lice (eluente cloroformio/metanolo) della frazione glicosidica estratta dai bulbi come preceden-—
temente descritto (1), si ottenéono quattro frazioni denominate a~d in ordine di polarita' cre-
scente. La frazione b, per cromitografia HPLC su colonna a fase inversa, fornisce il Muscaroside
B come solido puro a TLC, lH—NMR e JBC-NMR. Per cristallizzazione da etanclc 4i ottengono aghi
bianchi a p.f. 202-6°C, [u]D -32° (metanolo). L'analisi chimica da' una formula molecolaie
CﬁZHQEOSI -, in accordo con il picco ionico pseudomolecolare (MH+ 1361) .presente nello spettro
FABYMS. Dal confronto tra gli spettri protenici e 13C del Muscaroside A (1) con quelli del Musca-
roside B 5i desume che anche in questo ultimo 1'aglicone e' costituito dall'eucosterolo 2, al

-ui ossidrile in 3 e' legata la catena zuccherina che, a differenza di quella del Muscaroside A,

R =-f-D=glup®-a-L-arap? — B-D-glup? — a=L-ramp

RO

|—

,

H4C~ OH

R=H
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2" esasaccaridica. Questa, come si evinve dalla idrolisi acida (7% HZSGh) del glicoside, e’

costituita da ramnosio, arabinosio e glucosio, nel rapporto 1:3:2 (spettro —H-NMR in DHSD—ds).
Le configurazioni dei singoli monosi sono state determinate dalle loro rotazioni ottiche, dopa
smistamento della miscela monosaccaridica mediante HPLC, e risultano essere: D per i glucosi,
L per gli arabinesi e pér il ramnosio. La permetilazione del Muscaroside B (DMF/Nai/MeI), segui-
ta dalla idrolisi ‘acida (HC1 2N/diossano) formisce il 2,3,4-tri-0-metil-L=arabino-L-ramnopira
nosio, il 2,3,5-tri-O-metilarabinofuranosio, il 2,3,4-tri-0-metilglucopiranosio, il 4,6-di-0-
metil—D—gluccpiranasio.ed il 3,4-di-O-metil-L-arabinopiranosioc, Dalla struttura dei componenti
di questa miscela appare subito chiaro che la catena zuccherina presenta una sola ramificazione
" gon i glucosio in posizione nodale e con il ramnosio e 1'arabinofurancsio nelle posizioni ter-—
minali. Le configurazioni a per le tre unita' di arabinosic e per quella di ramnosio e B per
le due unita' di glucosio sono suggerite dalta applicazione della regola di Kiyne ().

Per quante riguarda la sequenza delle unita' monosiche, un esperimento di NOE, mi-
surato per 1'H-1 del glucosio legato in 6 irradiando il metile C-30 dell'aglicone, porta a con-
cludere che tale unita' di glucosio e' legata direttamente all'aglicone. Inoltre, dal piceolo
valore del glycolsilation shift del C-2 dell'unita' nodale di glucosio si evince che il ramno-
sio terminale e' legato direttamenke a tale posizione.

Dalla serie di dati subsposti risultano possibili per il Muscaroside B le strutture

Lse

| =
{50

Aglicone'B—D—glups—u-L—arapz-B—D;glupz-a—L—ramp Aglicone‘BHD-glqu—B—D-glupz-u-L-ramp
3

3 u-LET rap 4 u-'L'Z'T Tap
a-L-araf . a-L-arap

2
a~L-araf

Aglicune—B—D—glups-u~L—arapz—nwL-arapz-B—D—glupz—u—L—tamp
3

) ) a-L-araf

Misure di spettrometria di massa FAB,;attualmente in corso, ci potranno consentire

di scegliere tra le tre possibilita’.
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STRUTTURA DI DUE WORTRITERPENI A SCHELETRO LANOSTANITO ESTRATTI DAI BULBI DI MUSCARI COMOSUM

S 'z .
Nota di M. Adinolfi, 6. Barone, R. Lanzetta, G. Laonigro, M. Parrilli e del socic L. Mangoni
Istituto di Chimica Orpanica e Biologica della Universita' di Napoli

Adunanza del 23 luglio 1983

Abbiamo recentemente (1, 2) identificato sette dei componenti della frazione ter-
penica estratta dai bulbi di Museari ecomoswn Mill. (Liliaceaz). Riportiamo ora la determina-
zione della struttura di altri due triterpeni, 1 e 2, a scheletro lanbstanico isolati dal-
la stessa fonte.

11 composto 1 presenta i seguenti segnali 1H-NMR (270 MHz, CDCls): 6 0,924 (3H, s,
18-H3), 0,949 (34, s, 19-H3), 1,227 {(3H,. B HO-HS), 1,252 (3H, s, 32-83), 1,221 (3H, 4, J=6,99),
3,346 e 4,223 (2H, ABg, J=11,70), 3,456 (1H, dd, 3-H), 2,2 (1H, m, 20-H), 1,5 (2H, m, ZZ"HZ),
4,002 (1K, m, 23-H), 3,351 (1H, m, 24-H), 1,3 (2H, m, 25—H2), 0,9962 (3H, t, J=7,35, 26-33).
2,342 e 2,689 (2H, ABq, J=19,12, 16-H2}. La struttura di 1 e' chiaramente desumivile dal confron—
to delio spettro con quello di 3 (2), ed in particolare dalla presenza del segnale del protone
sul carbonie carbinelico a C-24 e dalla sostanziale somiglianza dei chemical shifts dei segna-—
1i degli altri protoni. In accordo, la spettrometria di massa da' un p.m, di 474,3337 (calc.

per ngHqﬁos: 474,3345) .
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11 composto 2, p.f. 195-7°C (da metanolo) , presenta i seguenti segnali 1H—NMR
(270 MHz, CDClS): 6§ 0,901 (3H, s,‘lB—H3}, 0,949 (3H, =, 19—H3), 1,255 (3R, s, 30—H3)’ 1,229
(3, s, 32-H,), 1,058 (3, d, J=6,99, 21-H), 3,354 e 4,227 (2H, ABq, J=11,03, 31-H,), 3,468
(lH, dd, 3-H), 4,530 (1L, dd, 23-H), 2,553 (24, q, J=7,135, 25-H2) e 1,071 (3H, t, J-7)35.
2h-H3) ed i seguenti éegnali 13CPNMR (67,88 Miz, CDC13): & 35,35 (c-1), 28,31 (c-2), 80,68
(c-3), 42,84 (C-4), 51,20 (C-5), 18,29 (C-6), 26,46 (c-7), 134,03 (c-8), 135,28 (C-9), 36,80
(c-10), 20,46 (C-11), 24,90 (c-12), 48,66 (C-13), 50,50 (c-14), 31,71 (c-15), 39,64 (C-16),
91,65 (C-17), 19,56 (C-18), 19,20 (Cc-19), 43,52 (c-20), 17,19 (c-21), 36,80 (c-22), 81,41
(c-23), 213,46 (C-24), 32,26 (Cc-25), 7,50 (C-26), 22,23 (€-30), 64,37 (C-31) e 25,85 (c-32).
Uz confronto di gquesti dati spettrali con quelli del nortriterpene 4 (4), isolato come uno
degli agliconi dei glicosidi presenti anch'essi nei bulbi di M. comosum, indica con sufficien-
te attendibilita' la struttura del nuovo nortriterpene. In particolare, va osservato che in
2 , come in 4, non e' presente il gruppo chetonico in posizione 15. Di conseguenza i chemical
shifts dei segnali dei protoni a C-15 sono analoghi a quelli di 4; inoltre, a differenza di
4 ma come in 1, 3 e 5 (1-3), non e' presente il gruppo ossidrilico in posizione 30, come
mostrato dal chemical shift del €-30 e dal fatto che i carboni della'anello A hanno chemical
shifts praticamente identici a quelli di 5 (1). In accordo, la spettrometria di massa da' un

o.m. di 458,3388 (per C cale. 458,3396).

H O
29 46 4
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LA 7-0-METIL-3,9-DIIDROPUNCTATINA: UN NUOVO OMOTSOFLAVANONE DAL MUSCARI CutlOSUM
Nota di G. Barome L. M. Belardiniz, R. Lanzetta], G. Laonigrg' e M, ParrilliL
presentata dal Socio V. Leone

. Adunanza del 23 luglio 1953

Riassunto - Viane deseritta la struttura dell'omoisofiavanone 1.

Swmary - The structure of Homotisoflavanone 1 i3 described.

Nel corso di uno studio chimico dei bulbi di Muscari comoswm Mill. (Liliaceae)

abbiamo isclato, oltre ad una serie di nortriterpeni e di glicosidi, un nuovo rapprescatante

della classe degli omoisoflavanoni (1), la 7-0O-mecil-3,9-diidropunctatina 1,

OCH,

|~

La struttura del composto 1, isolato mediante tecniche di cromatografia su colonna
2 su strato sottile dall'estratto etereo dei bulbi liofilizzati, e' stata determinata sulla ba-
se di evidenze spettrali, specialmente di risonauza magnetica nucleare.

Il composto 1 ha una formula molecolare C , dedotta per spettrumetria di

18H1606
massz ad alta risoluzioae, ed un Amax 293 nm (ectanolo). Lo spettro H-NMR (270 MHz, Dnjo—dh)
iwstra la presenza di due gruppi metossilici a 6 3,85 ed a 6 3,61 e di due gruppi ossidrilici a
¢ 12,06 (5-0H) ed a § 9,26, Tl singoletto a 6 6,23 e' da attribuire al protone isolat. a (-6
mentre 1 restanti quattro protoni aromatici formano un sistema AA'BB' a 6 7,04 (2H, J=5,5 Hz) e
2 § 6,71 (24, J=8,5 Hz), indicante un anello benzenico 1l,4-disostituito. A 6§ 4,35 e 4,l6 sono
centratl i protoni a C-2 come parte AB di un sistema ABX, la cui parte X (protonme a (-3) risuon
a & 3,03, sovrapponendosi ad uno dei due protoni benzilici a C-9; 1'altro protone a (-9 appare
com2 multipletto a & 2,63,

Una conferma della posizione dei due gruppi ossidrilici e dei due gruppi metossili

1----t0 g Jhimica Oroandca e Biologt. s dzll'Universita' di dapola
iscrituto di Chimica Applicata dell'Universica' di Napoli
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sui due anelli beqzenici si e' avuta rilevando, con una serié di spettri NOE differenza, gli
2fferti Overhauser tra il 6-H ed i protoni del_?—OCH3 e del 5-OH e tra il 4'-OH ed i protoni
3= g 5=H,

In perfetto accordo con la struttura 1 é' anche lo spettro 13C—NMR(&?,88,DMSO—dg,
vedi tabella)..Le attribuzioni dei segnali ai singoli carboni e' basata sul confronto con dati

della letteratura (1). In particolare, si e' potuto confermare che un gruppe OCH_ e’ legato
. 3

a C-8 e non a C-6, come pure sarebbe stato in linea di

TABELLA principio possibile (1), esaminando la molteplicita' del
=2 69,1 c-3 3.1 segnale del C~6 in uno spettro eteronucleare gated comple-
-3 45,7 c-1' 12?,9b tamente ac:opﬁiato. 31 osserva infatti che le linee del.
c-4 198,5 c=2! doppietto del C-6 sono ulteriormente sdoppiate da una
C-4a 101,7 c-6' ‘129'9 Jé_H = 6,62 Hz a causa dell'accoppiamento con il protone
€5 155,6a c-3' i del 5-OH impegnato nel legame idrogeno con l'ossigeno ca
c-6 92,8 c=5" IIIS, bonilico a C=4.

c-7 159,1° c-4' 160,9°
c~8 123,7b 56,2
C-8a 153,3 & ‘ 60,4

a,b i PN,
*“valori intercambiabili
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SELECTIVE DEBROMINATION OF SUBSTITUTED vIC-DIBROMIDE.

Nota di Romualdo Caputo, Pietro Monaco, Giovanni Palumbo, Lucio Previtera, Lorenzo Mangoni*
Presentata dal Socio Lorenzo Mangeni

Adunanza del 23 luglio 1983

Riassunto: Scno state messe a punto nucve condizioni di reazione molto blande per la debromura-
aione di vie-dibromuri sostituiti, ottenendo gli alcheni corrispondenti con rese sod-
digfacenti. ’

Abstract : New and very mild reaction eonditions have been devised for the debromination of eub=
atituted vie-ditvomides leeding to alkenes with satisfactory yield.

Dehalogenation reactions of wiz-dihalides to give alkenes effected by a variety of reagents
have been reported previously'. In this communication we wish to report some preliminary results
on the conversion of vic-dibromides to alkenes achieved without any specific reagents, i.e. by
simply heating dimethy)formamide (DMF) solutions of the starting dibromides at 60°C (ssc the
Table), under neutral and extremely mild conditions?®.

Two main conclusions from the data presented in the Table are: (1) The bromine elimination 1s
stereospecific and requires anti-alignment of the bromine atoms. In fact, under our experimental
conditions, meso- and racemic-2,3-dibromobutanes afforded respectively trane- and ois-2-butene
only. Also 2g,3a~dibromo-5a-cholestane afforded 5a-cholest-2-ene, whereas its trana-diequatorial
isomer 2a,3g-dibromo-5a-cholestane remained unchanged after 72 h under the same conditions.

(i1) The rate of bromine elimination is strongly affected by the substitution of the carbon atoms
bearing bromine and, most importantly, only debrominations of such pie-dibromides having at least
one of the bromine atoms bonded to a tertiary carbon are of preparative interest.

As a consequence, such experimental conditions can be exploited conveniently to achieve un-
precedented sharp selective debromination of substituted wie-dibromides. In fact, when a solution
of 28,3a,5a,6@-tetrabromocholestane (0.2 mmol) in DMF (10 mL) was heated at 60°C for 6 h, 2a,38-
dibromocholest-5-ene was obtained in 65% yield, accompanied only by traces of the completely de-
brominated product.

The mechanism of the reaction may be assumed confidently to be the reverse of the alkene bro-
mination mechanism?®, the molecular bromine released in the reaction being consumed most likely by

the solvent itself". AS a matter of fact, 28,3a-dibromo-3g-nethyl-5a-cholestane, when treated un-

* Istituto di Chimica Organica e Biologica dell'Universitd di Napoli, Via Mezzocannone 16 - Napoli
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fable - Debromination of vie-dibromides in 0,02 M DMF solutions at 60°C,

Substrate Time (h)  Yield %(a) Product
2,3-Dibromo-2,3~-dimethylbutane 9 80 2,3-Dimethyl=2-butene
2,3-Dibromo-2-methylbutane 8 65 2-Methyl-2-butene
meso~2,3-Dibraomobutane 18 8 trang-2-Butene
racemie~2 ,3~Dibromobutane 18 7 cia-2-Butene
1,2-Dibromobutane 12 == n.x.

mago-1,2-Dibromo-1,2-diphenylethane 96 7 trans-5tilbene
racemie~-1,2-Dibromo-1,2-diphenylethane 112 B(b) etg-Stilbene
trang-1,2-Dibromocyclohexane 12 <1{b) Cyclohexene
13, Za-Dibromo-la-methyl-4B-£tBu—-cyclohexane 6 65 1-Methyl-4-tBu-cyclohexene
3B-Hydroxy~-5«,6B~dibromocholestane 6 70 Cholest-5-en-3f-ol
3B=Hydroxy-58,6u-dibromocholestane 18 8 Cholest-5-en=3B-ol
28, 3a-Dibromo-5x~cholestane 12 6 Sa-Cholest—2-ene
28, 3u~Dibromo-5c~cholestane c) 12 50 S5a-Cholest-2-ene
2a,3E-Dibromo-5a~-cholestane 72 == n.X.
28, 3u-Dibromo-3B-methyl-5a~-cholestane 6 98 3-Methyl-Sa-cholest-2-ene
2&,Ja—Uibronn-3G-methyl—Su—cholestene(c) 1 90 3~-Methyl-5a-cholest~-2-ene
2a,3B-Dibromo-3a-methyl-5a-cholestane 36 == N.E.
2§, 30,50 ,6B-Tetrabromocholestane 6 65 2B,3a-Dibromocholest=5-ene

(a)yiald of 1tevlated product with purity » 95%, unless otherwise specified. (P)Estimated by
G.L.C. analyeis. (©/Reaction carried out in the presence of eyclohexene (equimolar amount).

der our debromination conditions, but in the presence of 5% methanol, afforded stereoselectively
26-bromo-3a-methoxy-38-methyl-5a-cholestane. Both its formation and the absence of any traces of
its C-3 epimer may indicate the existence of an intermediate bromonium ion-like species which un-
dergoes nucleophilic attack by methanol only from the a-face of the molecule. Moreover, addition
of the cyclohexene (0,02 mol/L) to the DMF solution of the starting dibromide accelerates debro-
mination (see the Table) and leads to the formation of trans-1,2-dibromocyclohexane thus showing
that electrophilic (and/or molecular) bromine is formed in the reaction. Finally, under normal
reaction conditions, i.e. in the absence of any bromine acceptors, the bromide ion as well as

the alkene are isolated in the same equivalent amounts.

On the basis of the above data, the mechanistic interpretation given in a previous paper®,
describing the debromipation of vie-dibromides with sodium dithionite in boiling DMF, seems to be
questionable and has to be revised,

Work is in progress on mechanistic and synthetic aspects of such an elimination and further

details will be published in due course.
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PROBLEMI QUASI - ELLITTICI NEL SEMISPAZIO DIPENDENTI DA UN PARAMETRO

E PERTURBAZIONI STINGOLARI. ()

Nota di Ornella FIODO (a Napoli ) Gi¥)
Presentata dal sccio ordinario Carlo CILIBERTO

Adunanza del 23/7/1983

Sommario - In questo lavoro si considerano nel semispazio problemi
quasi-ellittici dipendenti da un parametro, cen i coefficienti variabi-
1i, e si utilizzano i risultati relativi per stabilire teoremi di con-
vergenza e stime a priori per le soluzioni di perturbazioni singolari

quasi-ellittiche.

Summary - In this paper we consider in the half-space quasi-elliptic
problems dependent on one parameter, with variable coefficients, and we
use the results to prove convergence and estimates for solutions of
quasi-elliptic singular perturbations.

In un precedente lavoro [7] ho studiato una classe di perturbazioni
. . . S o 5 g n v e s
singolari quasi-ellittiche negli spazi H (R*) (cfr. n.1) con condizioni

al bordo tipo Shapiro-Lopatinski, del tipo:
€A (D) u+u=f in R" (£>0)
+
Bj(D)u(x',0)=0j=l,..,1' .

ed ho stabilito la convergenza per £—0 in LZ(RZ) della soluzione u. al
limite-di f; ed inoltre, fra 1'altro, la "pil regolarit3" lontano dal
bordo di tale proprietd e delle stime a priori; cid nell'ordine di idee
diHUET[IZ,I3]. i

In questa nota estendo tali risultati ad una piu ampia classe di
problemi, inquadrando la problematica nell'ambite di quella degli opera-
tori dipendenti da parametro studiati, nel caso ellittico Lz, da
AGRANOVICH e VISHIK [1] (cfr. anche [6]),]8 ], [9] ; per una trattazio-

s 1o cfr.| 2] ). La maggiore peneralita riguarda i coefficienti degli

operatori, che sono variabili, e le condizioni al bordo, che sono di ti-

(%) Ricerca effettuata con fondi erogati dal Ministero della Pubblica

lsrruzione.
(#% Istituto di Matematica della Facoltad di Ingegneria.
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po generale e anch'esse dipendenti da € .

Dopo alcuni preliminari (n.1), innanzitutto estendo (n.2) agli opera-
tori quasi-ellittici nel semispazio i corrispondenti risultati di [1]
( ﬁer il caso dei coefficienti costanti cfr,[15] e, per i coefficienti
variabili, relativamente al problema di Dirichlet, cfr. [10]). veiliz-
zando poi tali risultati, con le stesse tecniche di cui mi sono servita
in [ 7]7 si stabilisce (n.3) la convergenza della soluzione up al limite
di f, . Sempre nel n.3 stabilisco infine la "pil regolarit3d" locale
lontano dal bordo delle proprieta di convergenza e delle stime della so-
luzione, usando gli operatori di convoluzione adeguati agli spazi Hs.
L'ulteriore approfondimento e la diversa impostazione rispetto al lavoro
precedente hanno determinato anche una pili precisa formulazione dei ri-
sultati in esso stabiliti. A tale proposito colgo 1'occasione per segna-
lare un'evidente inesattezza contenuta nel teorema [3.| dello stesso:
al secondo membro della formula di maggiorazione nell'enunciato e di
tutte quelle con lo stesso secondo membro nel corso della dimostrazione,
va aggiunta la norma K “' “ n della stessa funzione ivi indicata

L]

( cfr. il teorema[ 3.4 ]di qes;a nota).

Abbastanza generali perturbazioni singolari quasi-ellictiche, in cui
perd il problema ridotto (&= 0 ) e ancora un problema differenziale,

sono State trattate in [3 " ﬁ] con tecniche differenti da quelle qui

seguite.
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1 - Preliminari
I imnars

F : n . . y . . .
Indichiamo con R lo spazio euclideo a m (=2 ) dimensioni, di pun-

n
tox=(x1,...,x)=(x' , X ), e con R: il semispazio {xER :xn>0,'.
n
Seqg = (01,..., a,) &€ un multiordine, poniamo :
1 a
DC’.:DU"...DG" con D = — { if = -1 ),
X iy x, i dx

e, se {m,..., m, ) & una n-pla di interi positivi,
m = max m, . q, = m/m, 5 <e1,q>=IZu.q,;

; 5 s n .
poniamo inoltre, per £ = (£, £_) = {EI""' E“)ER e per s,reR+ q

n—1

Age) - Elf o g PO, Al = 2:-,( 1w g2y
infilne, indichiamo con ~ [A] 1a trasf;rmazione i Pouiser au Rﬂ [Rn-ll

Cid posto, elenchiamo gli spazi funzionali che useremo (cfr. [ 1?] .

(161,[111, [14], [18] ,[s])

s n — 2 7 " 3 e
H (R ), con sER+ , € lo spazio delle distribuzioni temperate

in Rn , u, tali che .A.‘( £) U (E )ELQ( Rn ), munito della norma:

lo I o -lla,5

; 2 rY)

=

=L ; 3§ ol o
ne (R ), con re‘K+ , 8 lo spazio delle distribuzioni temperate

=1 . F =, .
su Rn , u, tali che A:,(E') % (E ye L R" ), munito della norma :

" u “r,Rn_l =J|A' i ” Lz( Rn-l ) H

s = TR L 5 . . .

H (), con se R+ e £ aperto di R , é lo spazio delle distribu-
. 4 P - . : s n .
zioni su £ , u , che sono restrizioni ad £ di elementi UEH ( R ), munito

della norma

"u “ .0 = inf “ u “s.Rn ' U=nu su :
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se £ =TI, x...XI, con I, intervallo di R , posto Vse.i+ e Vi-= 1,_...,n
= [ s/q,1" o 0,="s/q, = s ’
e, sex=(x ,..., %, )ER e y, €I, :
AE (€ wpwy Y = T ¥y Y =R ST T ) )

= 0 se 0;=0

Wl ¥ %
i 2
= 559 L l % = yl-l L zalldD: @(2,y,) I dy,| se 030,
1

A(l)

50y ( SER ) & lo spazio delle ( classi di) funzioni gJEL (U0}
con tutte le derivate Dx.g! , per hgs, ei=1,...,n, tali chez 4& P&t co,
munito della norma:
S 3 ()
||¢||As(m - 2, E.,G[D:fp“ o)t A.,h, 7)

R n-1 =5 ik
A (R Y5 Eon: TE R*, é definito analogamente.

Interessano per il seguito i risultati che ora elenchiamo.

Usando le notazioni sopra introdotte, poniamo:

=HD ol , o

dx | x-y,
I,

se ag =0
0 V2
05.9"

=1 =9 2
| 1 l:r'l AD B ( =y, )l dy, se 070;
X,

si ha: &

l . l] Se Q= IX..XI, H () (seR,) & isomorfo algebncamente e tupo‘loglca—

mente allo spazio delle ( classi di ) funzioni uel®(f)) tali che E (5 Q u<H aC

munito della norma:

ol

. . 0 s Z =1 =
Analogamente in riferimento agli spazi Hr (R ¥ reR+ b7

o ()
@y * 2 %"

[1.2] -Ses,<s, ,siha:

) [x] , con x €R, , indica il pid grande intero non superiore a X.



12 (0) e 85(Q)

n=1

i . . 4 P =
con immersione continua. Analogamente per gli spazi H (R )

[1.3] -8e £ =1,x. 5T, e ueh(0) e . peA (0), risulta :

s
gueH

(2)

. llqiulls'ﬂgﬁ “T“AE(Q)HU “s,ﬂ

=k

con K indipendente da u e da@; analopamente per gli spazi n ( R s

[1.4] - Sia uedH

s+<Ca

'q>(_Q); allora DPue i () e si ha:

I %u

I <kl
iF iull$+<u.q>'g

n-1

v . . R S
con K indipendente da u ; analogamente per pli spazi H ( R Yo

[i.5] =isiusio, aen’® (@), 0LE<e , 7750, & wisuteas

ilullg,ﬂ < 'qllulls’g*'

con K indipendente da u ; anal

Tl I, g

ogamente per gli spazi H ( Rn_l).

[1.6] - Sia 8>q./2 ;

1'applicazione lineare, definita in C®( n:),
o

u—u ( x",0 ), si prelunga in une applicazione lineare e continua da

s n
H (R+)EH

8=qn/2 n-1

(R )=

_r y : : n
Indichiamo con ),la distribuzione su R tale che :

T,e )= Ay ;
si ha 3
[1.?] - L'applicazione :
u — Az¥ u
€ un isomorfismo algebrico e topologico di Hs ( Rn ) su Hs—E ( Rn 5 I

Poniamo,

formalmente:

[»,,a]e = mau-acazud;

305
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sussiste la proposizione

[1.8]- Siano, ueH® ¥ (R" ) con s20e ye€lo,1] , a€s (R");
-1 ha : .

"[)\r.a]u"s'n < K "u"s,lln ”Auy(E)E-(E)HL‘(R“)

con K indipendente da u (edaa)
Dim.

Osserviamo dapprima che, utilizzando la diseguaglianza gene-
ralizzata di Minkowski, si ha

” Ay% au - a(.\T—Ru ) lls,

Uﬂ,ﬁ( MU E -7) A, E)

R

n =
R

Aygr - A & -m) ‘ “‘"Hn,a" <
- 1/2
sfl .m,)laq “A‘wmm@))zl,ww) - AL f \ a9
R R’
per concludere la dimostrazione basta osservare che risulta

A (d+m) <k A ) A ()

’~
RN DA TUREIES TN I

2)
A, 9+my -Agodl < Ay
Seguendo le notazioni di [1] , per 2ec e ven® () poniamo

w1l

6.0 -\,\ls uulllc,ﬂ +|lUHE,Q

: LT
analogamente negli spazi H (R

H

). Facilmente si verificano le seguenti
proposizioni:

[]..9] - Siane, uEl-ls () e 0<sS<s ; risulta

[ B /! l”s—s‘,ﬂ < K dfiwll 0

=y

2) 8i osservi che , essendo yg}O,l] si ha che )’/q.E]O,I] : inoltre, se
a,b>0e a 6]0.1] , risulta:
¢ afeP) s atw p ® :

tenendo conto di cid si prova facilmente che si ha:

A Bem< A9 A tn)

da cui eovviamente 1'asserto.



e . - o n-1
con K indipendente da u e da A . Analopamente negli spazi H (R 1

(14
[1.10] - sia uer® %29 ( Q) ; si ha:

o
! K ll
D™ u ”5,9 = Il u i i e

T o o o n-1
con K indipendente da u e da A . Analogamente negli spazl H (R X

Infine, proviamo che risulta :

[1.11]- Siano, ue®® (R ) e pen’ (R: % 1 A% ha
, o ow
gull o<k (n Py * %0 O) ) Wa ol

con K indipendente da ¢ , Uu A e on(h ) un infinitesimo per A—* 0,
: i sl n-1
dipendente da  ma non da u . Analopamente negli spazi H (R ).

Dim. Supponiamo dapprima 0<s <l ; allora se I; = R per i%n e

-
]
=
+

» si ha :

(8% 0 @u) ) <
’ +

307

<K f 1O 1%ax | 1%y, 1 T 2% 4 utx,y, ) 1™y, +Itum|’d.f;x,-y,rl‘:‘f‘a PCayI® dy,
n n

R} < RL T
3
K ll@l® z K ;
< K Ighimpn u llb g+ gllu Il gn
+ + -
Se poi s>=1, basta tenere conto che risulta :
s
3 | K + ¢ I
g I's,Rn < lipu iin'Rn EI: Il D_ (gpu) -5 q 'Rn
+* + : LEG e -

3) In una stessa dimostrazione K denota genericamente una costante rispetto

agli elementi variabili precisati nell'enunciato.
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2 - Problemi quasi-ellittici dipendenci da un parametro .

Consideriamo in R: 1'operatore
g ; k@
= D ,A)= E a x A D
v B R <u.q>r..un:"( )

A€EC . agarg A< b ¥ kEND

posto

= k
(ﬂ‘q>1\k.—.arr?'-( %3 XD 2

A%, D, )

supponiamo verificate le seguenti condizioni:

-<t.q>

%
1) i coefficienti a sono di classe A ( Rz ) con s>m fis-—

ke

. . 4 . T § ¥ 2 o
sato, e quelli d1,_;é; sono anche continui in R+ e convergenti all'infinito;
o

2) Vxe“nju{uc} NE A )% (0, 0), cisulta:

./«ZD(X,C,A);&D .

Grazie alle condizioni poste, con noti ragionamenti si deduce che

A4 x'ERn_lu{co}e v ('32 ) #(0 , 0) , 1'equazione in C :

J‘@o(—(x'.o).g',r,x)=o 1€C

ammette sempre lo stesso numero di radici con parte immaginaria positiva,
T“’ T T‘t .
Consideriamo quindi p pperatori al bordo :

L%’j(x‘,n.x)f X byaud %7 ) 2%0f

E'Lq)lugp'
pj<=—qn/2 § = sy ¥ ;
posto:
G
. oy X byealx') A%D 5
o <a.4>Tk=p,

supponiamo verificate le seguenti condizioni :



= e 7 ; s \g>-qn/2
3) 1 coefficienti b, o, Sono di classe A—Qq ¢ /.

'@j , Seno anche continui e convergenti all'infinito;

»

» -1

5V x'e RV y{o) e (£, 2 ) # (0,00, i polinonmi

"%)j . (x'" ,E', T s A ) sono linearmente indipendenti wodulo ﬂ{'; =i Y.
» 1

Orbene , nelle condizioni descritte si ha:

l:Z.l:I - Esiste AD>0 tale che parIA I> A il problema:
5 6 e BEOH T,

N TV T e feus""‘(ﬂi‘)

(212 o=, “qnf2 guu-1,

&
Zx, (%' Dy X ) u(x',0) = g, .€H R
lﬂ] y = » gj g]

J= 107

3 s n . A
ammette in H (R+) unz ed una sola soluzione e risulta :

22y Mol wcx(leBull_ o LIl _
S Y i =

+

con K indipendente da u e da ).

Accenniamo brevemente alla dimostrazione , che sostanzialmente se-
gue lo schema sviluppat.c in [1] (cfr. anche [],O] Yo

Innanziturto si prova che V Te ﬁ: e¥i = 0, 1'operatbre
{J@D(ﬁ,n, L 3 .%)jo(Y,D,A ) cju1,..v>,é fovertibile
[ t '

rigulgas

)
Mo i, < x (Ao v ll,_+ Z [R7 FIREH I!IES_PJ._%,2 )

s n -
per u€H (R+), con K indipendente da u, X e ) .

Si dimostra successivamente cheaé >0, A\ >0 tali che la (2.2) sus-
. s..n . L. ;
siste per || >A_, e per ueH (R,) con il supporto di diametro< & oppure di-

stante da O per pid di 1/ .

. B ) 5 i ;i i S Al ; =T @ g
Si considerano quindi , un ricoprimento f1nltol(,:f: di 3+ costitui-

to da aperti di cui uno, é:‘, non limitato, tali che risulta:

4) D'ora innanzi, quando non ci sono possibilitd di equiveci, nei simboli
delle norme omettiasmo 1'indicazione dell'insieme cui si riferiscono.

(Y o anplily i

pran/2,8
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%:‘?‘@<.6 » dist(é‘;‘:,o)>1/(j

ed una partizione dell'unitz‘\{wll relativa a tale ricdprimento; si ha:.
gl cx(lAll, , +2o llu’SJ?ullls_Pj_qn,2 v og ll ull,)

5 = n . —_— .
con K indipgndente da vel’ ( R+) edad, eoy(r ) un infinitesimo per
A—roo indipendente anch'esso da u ; dopo cid si perviene facilmente
alla (2.2). Al fine di provare l'esistenza della soluzione, si dimostra dap-

prima che 3 &0 e A_>0 tali che , se l'oscillazione dei coefficienti di -_fzu

e dei ._@ B<E 1rOP-eratnre{._/*z_L%ii }si inverte perlAl))\o; allora,
JID
. s . —=T & 5 4
considerando un adeguato ricoprimento di R+ del tipo di sopra, scelto in
modo che negli @? 1'oscillazione di tali coefficienti &<g, si ottiene,

con i ragionamenti svolti in [ 1] , 1'invertibilitd dell'operatore assegnato.




3 - Perturbazioni sinpolari

. . . n
Considerdiamo in R+ 1'operatore

A(x,D) = Z agl x ) 0%
<@.q>=m
e la famiglia , di parametro E£>0 ,
u"@lﬁ(x,D):s"‘A(x,D)rI H
posto
(3
A(x,D)= a,(x)D ,
g <c.gz=m

imponiamo le sepuenti condizioni :

s-<a
(1) i coefficienti a, sono di classe A < ".q?RE), con s>m fissato,

e quelli di A sono anche continui in R+ e converpenti all'infinito;
o

(2) VXE-R‘:U{“U} risulta :
A, Cx Eyzo VExo, a (x,E)+120 V&

(Z)DV'?’#O & costante, ¥ , il numero delle radici con parte immagi-

naria positiva dell 'equazione in C, A,( 0 ,E,7) = 0.

In conseguenza di cid , si ha che \'/ x'e Rﬂ_1 Ufo}e V&';eo [VE.]

le radici con parte immaginaria positiva dell'equazione:
a(cx 0y, E v )0 [a(cx oy, 8, 2) v1-0]

y o xw g + + - +
sono ancora? ; le indichiamo con %, gs.., 1o ['U‘, - ,1:1,]

Consideriamo quindi % operatori al bordo:

.%’;E)‘x',n)

eh b, o (x) D°

=<ﬂ.q>+hspl
J B Ty Fj<5-qn/2
e, posto :
a
B ') = boofx) D¢, P, ) = 2 b, (x0
o Sl <a,q>=F hafx?) o Sl
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supponiamo che risulta

" - X 3 s-<a, 2 =1
(3) i coefficienti b, sono di classe A 8,9 an/ (Rn )ie
1.0, =

quelli di ._99 . sono anche continui e convergenti all'infinito;
J:o

(W ¥V xe ™ U=t eVEROIVE] i polinomi B (x', E, 1)
L@. {x', E’, )] sono linearmente indipendenti mod. 1'] [ TR )

I E I

Nelle condizioni descritte , le perturbazioni singelari :

S =m

n
et x DY u=g foeH (R
(e -p. = 2 n=1
{.3.% ) vﬁj( x', D )u(x',0) = g[;) ple H P qn/ &' )
J
FOETl O
si inguadr2no nell'ambito dei problemi dipendenti da un parametro considera-

ti nel n, 2 ; qui ) & reale > 0 e X = 1/g per A#0 . Dal teorema [ 2.1] si

deduce il seguente:

S-m n
[3.]]-—E5iste £,>0 tale cheVg.:goEszGH (R+) i

G = =
efen B an/2 " 1), il problema (3.1) ammette in il (RT:) una ed una
) =
sola soluzione, EVUGH’ (R::) si ha:

] n *
o,R
#

| Ao

-
n + g° flull .n < K € ||L/‘@£ u

R =,R
* +

| #

j\l

I o+
I u a -m, R
+

1A
]

-1

% Z EQﬂIE
i

n
o,R SR -an/2,R

con K indipendente da u e da E ; in particolare (S=m ) si ha:

¥ refo ,m] fllul o €

h, R,
l G £q"/2 \\.35)(',11“ n-1 +
o,R* i 19

o 3 o || 4

n-1
R m-pj-qHIZ,R

Cibd premesso , con gli stessi ragionamenti svolti in[?] si prova

=

che nelle condizioni descritte,con S=m, si ha:

< - m n
[3.2] - Sia E<E B ug la soluzione di classe H {R*) del problems:
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.J@s(x.ﬁ)u-fe feel? (R )
o)
(3.2) J‘S’j(x',n)u(x',o}-o
. T

allora, se per g —0 fE —f in l?( 'Rz ) , risulta:

- 2 n m

u, = £ in L-C R+) " £ “uE”m,Rn - 0
+
E u ll n +llu n £ KIIf n
Il Slm,R+ I E‘”o,R < I E”o,Ri’

3

con K indipendente dag .

Immediato corollario del teorema [32] & la seguente proposizione :

[3.37- sia £<foe u, 1a soluzione di classe Hm(R:) del problema (3.1);

se risulta che per § -0, fg — f in ¢ R: )_ed esiste {w.} in Hm(R:)

tale che :
(£) m

a) %_(x',D)w (x',0)=g(f) , b){ v lconverge in Lz(Rn) , ¢) g HA(x,D)w Il w0,
il £ i il + £ G,R+

allora_si ha :

. r m i AR
e se, in luogo della c), risulta che g IleII Rn — 0, si ha pure:
m

"

m
€ HUEH n — 0
m,R+

Dim. Basta osservare che ug ~ W & soluzione del problema:

g/@jg( X, D)us= £p = gm A(x,D)wg- we
(e)
I, D yutx',0) = 0

e quindi applicare il teorema [3.2].

s) Tale condizione include evidentemente la ¢)
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Ci propeniame ora di stabilire un risultate di " piidl repelarita'loca-
le lontanc dal borde , delle proprietd di convergenza e delle stime a

priori delle soluzioni ug descritte nel teorema ':3..2:] . Come & moto (:fr.[}ﬂ )-
non ci si pud attendere che analoghe propriet valgono in prossimitd del berdo .

Supponiamo verificate le condizioni del teorema| 3.2 |e supponiamo

; . e
inoltre che i coefficienti degli operatori A e ﬁj sono localmente nelle

classi descritte all'inizio di questo paragrafo e quelli di A, sono anche B

[:uﬂ Nelle condizioni poste, per le ue soluzioni del problema (3.2)

risulta: se , per &€—0,

£, — f in Hs_m(.Q’) , con Q‘CCRS
allora ,VQ"CC 0 si ha :
; o
By S0 f fn. WO [ S £ 0, —+ 0 in Hs( o7

m
(3.3) Nugl_pgw * € Mugl, gus X(Vegh oo fgllo‘R:)

con K indipendente da F .

Dim. Sia S=m+ r , r = ty con tEN, eyE]O,l_] ; ragioniamo per
induzione su t. Il teorema @ vero per t = 0; suppcnia.mnlo vero per t - 1 e

proviamolo per t .
Siano Q"CC-Q:ICC-Q‘CC-Q' e peCH £,) tale che @(x) =1 in Qv

, m+t m+(t-1) n .
osserviamo che uEeH Y (2,), che qj()\)’* Qug) €H y( R, ), e che ri-

sulta :
(3.4) B (x . 0) (9O, % gue) =
m " m (@ 3 afﬁ =i
=g q,.\()\y*q;ue) @ ()\v * Qug) +£0#§srxa“(3)n @D (Ay;p(pue} ”
<a,g><m
= PO, % gfe) + TP A (A % @uy) - Apk@Aug) + I T,

ﬁ;i)(m Oy # gud Ix,0 =0 §=1,..,% 3

si osservi ora che si ha:

gt ~ A = s
€ 3.5 ) ol pts, f))ll(t_l)%'ﬂl:gu( FEplee f))u(t_l)y‘nﬂs KIf, fllcy:Q:)



e che per <a, g>= m risulta :

€360 L™l gag ¥ (gug)) - @Ok gag Do) | (17,0,
< €I O, aaw](gw“ué)n(t'hl)y’kn N0, v D (2@ ?uy) u(t—i)y,Rn +
+ e;‘?&%glw'auluy x {;)Dsqv g REAR LR

<K s'”(ilgpn" N Py D"*ﬁufutr )QKE"MUE I -0

uE"(t-uy 0+f<a w(t-1)y, Q,

d'altra parte, per<@ ,qgs><mrisulta :
m a o
(3.7) " lgaglh, D (@ud) - @k gaDugll (t_”wgi <

< k(I # P (gup | n o+ ¥ga bt

(t-1)y,R E“(t-l)y,Rn) <

< K g™ o ;

u_ |l —
Eca,q+ I:;,-r,.Q1

analogamente si ha :

e I < K e™lugll

Ve-1)y, 9, o

m+(t—l)}.,9-:
allora, ricordando ancora 1'ipotesi di induzione, dalla ( 3.4 ) si deduce:

(3.9) @, o Qug)— @ pw pf ) @ M (2,
(3.10)  e"@(a,xQu)— o i {0 ()
CEIE) MU Uy it TN BRIl g0, ®

< K("L//ée(tp(l,a@ut))”(t_l)}‘!grv«”ljgﬁ(wk,*wc))”mkz):

da questa diseguaglianza , tenendo conto delle (3.6), (3.7), (3.8), e ragio-

/ B (9 Oygm,)) ‘

nando su

" similmente al termine precedente, si ot~
0,
+

tiene :
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(3.12) @O sequ) | (e=13p, 2. QK gl 13y QS k(N ft_llt?'gtll £ HD_R:_)

) t - ; .
Dalla ( 3.2 ) si deduce che ug—+f in'H ¥ (2™ : infatti si ha:

llug = £ 1 tS_Q“” g:z(uE = £}4 n < Kﬂl,}g—gﬁ( u- f 2

' ty.R (e-1)y,R" =



116

<k (102, 97 (g = D1 PO hgle = N ,Rn) <

(t-1) 7,R"

s

R (g - Hemtyy 0. * 1 9C by % B0 = Dy, ,92) — 0

da cui l'asserto. In modo analego dalla (3.10) si ha che E'"uE—rO in

y™EY (0" e dalla (3.12) si otriene la (3.3).
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VITELLOGENIN SYNTHESIS INDUCED BY ESTRADIOL 178 IN THE GREEN FROG
RANA ESCULENTA COMPLEX.

*

* - * * *
Nota di Gobbetti A., Polzonetti-Magni A., Zerani M., Paolucci M.

Presentata dal Socio Ordinario G. Chieffi.
Adunanza del 23/7/83.

Riassunto.

E' stato studiato l'effetto della.somministrazione di estradiolo 173 sulla
sintesi di vitellogenina plasmatica in Ffemmine di Rana esculenta durante il pe~-
riodo estivo. L'estradiolo determina un aumento molto significativo della con-
centrazione di vitellogenina nel plasma degli animali ovariectomizzati; mentre
1taumento & molto modesto negli animali ipofisectomizzati. Questi risultati
suggeriscono che altri ormoni di origine ipofisaria agiscano sinergicamente con
gli estrogeni nell'indurre la sintesi di vitellogenina.

Abstract.

The effects of estradiol 172 on vitellogenin synthesis were studied in the
plasma of female Rana esculenta during Summer period. Estradiol induces a signi
Ficant increase of vitellogenin titre in ovariectomized animals, while after hy

pophysectomy a reduced response was observed.
These data suggest the involvment of the pituitary gland for optimzl response

to estrogen.

Vitellogenesis is known to play a key role in the reproductive biclogy of
most oviparous species. Oocytes are, in fact, capable of accumulating large a-
mounts of reserve materials, generally referred to as yolk, which are utilized
during their subsequent embryonic development. The general consensus today 1is
that, non-mammalian vertebrates possess a common mechanism by which oocytes may
acquire their protein to a large extent (Wallace, 1978). This is known to occur
through pinocitotic uptake of a haematic yolk precursor, namely vitellogenin
(Pan et al. ,969; wallace, 1970). Synthesis of such a precursor is known to ta

ke place in the liver following treatment with estrogens either under in vivo

* Dinartimento di Biologia Cellulare,Universitd di Camerino,Camerino (ITALY).
%% Jct:tuto e Museo di Zoologia, Universita di Napoli, Napoli (ITALY).
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(Follet and Redshaw, 1968; Wittliff and Kenney,1972; Zelson and Vittliff,1973)
and in vitro conditions (Wangh and Knowland, 1975). According to this model any
variation in the vitellogenin titre, either induced experimentally or naturally
occurring, is thought to result From the hormonal regulation of vitellogenesis
(Korsgaard and Petersen, 1976; Signorini et al. 1981).

Vitellogenin titre has been measured by rocket immunoelectrophoresis in
specimens of Rana esculenta by Giorgi et al. (1982). Variations in the serum le
vel of vitellogenin are temporally related to ovarian growth during the repro
ductive cyecle; in Fact vitellogenin titre is low at spawning but increases pri
or to ovarian recovery. We report a study on how vitellogenin increase may be
experimentally induced by oestradiol-179 in Rana esculenta. In this study we
aimed to verity wheter the high concentration of estrogens found in July in the
se specimens (Polzonetti-Magni et al. in press) is such as to aFffect vitelloge

nin increase as naturaXXly occurs prior to ovarian recovery.

Materials and Methods.

Sexually mature female Frogs, Rana esculenta, were obtained From Colfiori
to (Umbria) in July 1981. Three groups of animals were used in this experiments
intact, hypophysectomized (HYPOX), ovariectomized (OV). Hypophysectomy was per—
Formed under brevial anesthesia with MS 222 Sandoz using a ventral approach

through the root of the mouth. Completeness of hypophysectomy was verified by

50 | °
E 40 |
— ®
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Fig.1 - Calibration curve Ffor vitellogenin as determined by
quantitative immnoelectrophoresis.The peak height of the im
munoprecipitation rockets was plotted versus the relative a

mount (,ul) of antigen placed in the corresponding well.Each
point represents the mean of three indipendent measurements.
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examination of the sella turcica under a dissecting microscope. The HYPOX and
0V animals were injected with 7/ug of 17g-estradiol (Sigma) in salin and then
maintained in water tanks on diet of mealworms. After a period of a week, the
animals were anaesthetized on tricdine (Sandoz) and bled by heart puncture.
After clotting at room temperature, blood was cebtrifuged at 3000g and the se
rum stored at -20°C until used for analysis. Samples of blood serum from all
female frogs collected in this study were assayed for vitellogenin titre by
rocket immunoelectrophoresis in 1% agarose gels (Laurell, 1966). The antiserum
was obtained as previously described by Giorgi et al. (1982). The electrophore
tic system was calibrated by re%erence to an agarose gel in which aliquots of
vitellogenin were electrophoresed at the same electric conditions {(15mA, 200V
per gel plate) on agarose gels containing the same antiserum diluition (1ml/
10m1 of gel solution). Data represented in the figure 2 as the mean + SE; sta

tistical significance was assessed by Student's t.
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Fig. 2 = Vitellogenin titre in the serum of normal (g),
S T g . ~
ovariectomized (OV) and hypophysectomized (HYPOX) fema
le frogs followed injection of a single dose of oestra
Adiol 179, as determined by rocket immunoelectrophoresis
with reference to the calibration curve (Fig.1). Each
point reprceents the mean of 8 opservation t+ SE.
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Results.

As can be seen in Ffig.1 the height of the peaks obtained‘at electrophore
tic equilibrinum holds a linear relationship with the amounts of antigen ac-
tually placed on the gél. The use of this calibration curve has ailowed us to
measure vitelldgenin titre in all Frog sera collected For this study. The re-
sults of this analysis are shown in Fig.2 were the vitellogenin titre is:repog
ted in normal, ovariectomized and hypophysectomized female Frogs. The admini-
stration of estradiol-17g induces a statistically significant increase (B
0,001) in ovariectomized Ffrogs from 1mg/ml to about ?Omg/ml of serum. The con
centration of vitellogenin declines drastically (P < 0,001) in hypophysectomi
zed frogs. The administration of estradicl-i7g induces in these frogs moderate

increase even if statistically significant (P < 0,001).

Discussion.

The higt level of plasmatic estrogens has been found in female Rana escu-—
lenta during the Summer: in this period the target organs of this hormone, for
instance, the oviducts are quiscent (Polzonetti-Magni et al. in press). The e
stradiol increase may be related to the induction of vitellogenin synthesis by
liver: it is noteworthy that this protein increases in the blood of Rana escu-
lenta in next September (Giorgi et al. 1982). The hormone could also exert a
negative Ffeed back on the nervous system centres responsible for gonadotropin:c
synthesis (Barker-Jgrgensen, 1982).

The results of the present investigation demonstrate that in the Summer the
frog liver responds to the estrogen treatment by increasing the efficiency of
the vitellogenin synthetizing machinery. It remains, however, to be determined
exactly how this is achieved in Frogs. Nevertheless after hypophysectomy, ani
male showed a reduced response to estrogen inducing serum vitellogenin titre.
The involvment of the pituitary gland for optimal response to estrogen has al
so been recently demonstrated in the Ffreshwater turtle by Ho et al. (1982).
Similar observations are ladcing in Amphibia; as Follet and Redshaw (1974) ha

ve shoyn, the pituitary was not involved in vitellogenesis in the amphibian

Xenopus laevis.
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fa pelle delle torpadinl (Torpedo marmorata Risso e Torpedo ocellata Rafinesque)
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' SUMMARY

Integument of Torpedoes is }nteresting both for the variety of epidermic cel-
ls and for the occurence qf dermic cartilagineous structures. The aim of <this
study is to observe m;rphnlogical and histochemical diferences between dorsal,
ventral skin and’pectoral fin skin as well as the condrogenesis iof cartilagineous
fin rays occuring in the dermis of Torpedoes. Pieces of dorsal, veniral and
pectoral fin skin, were stained with histochemical methods for neutral and acid
pol-ysaccharides, for basic and sulphated proteins, for lipids and some enzymatic
activities. The dorsal epidermis can be distinguished in three layers: basal

middle and superficial. The basal layer consists in columnar cells negative
to the histochemical reactions performed. In the middle layer the epidermic -el.s
show mucopolysaccharide-protein complexes. Numerous typical mucous cells can
be observed; they are large and show secretory mucopolysaccharidic materials.
Some serous cells with proteic secretory material can also be observed. In
the dermis a dense layer of melanophore cells is prese-nt. The ventral skin =zhows
lass abundant mucous cells than the dorsal one. The melanophore cells are ab=ent,
In the pectoral fin skin there are cartilaginfous rays in the dermis that some-

times show condrogenetic activity also in adult animals.
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RIASSUNTO

Sono state studiate le differenze morfologiche edlistochimiche delle cellule
epidermiche nella pelle di differenti ?egionildelle Torpedini, nonché la condro-
genesl dei raggl cartilaginei cﬁe glungono nel derma delle pinne.
In animali di varia etd & stata prelevata la pelle dalla regione dorsale e ven-
trale nonché dalle pinne pettorali, ed ¢ stata céiorata con metodi istochimici
per i polisaccaridl neutri ed acidi, per le proteine ;otall, basiche e solforate,
per i lipidi e per alcune attivita en;imatiche.
L'epidermide della regione dorsale @& compo;ta di .3 strati principali: basale,
intermedio e superficiale. Lo stra;o basale.e composto darun; fila di cellule
cilindriche negative alle reazioni eseguite. Lo strato intermedio comprende tre
tipi cellulari. Le cellule epidermiche (disposte in 4-6 file) che mpstrano un
secreto complesso mucopoliaacéaridico e proteico; le cellule mucose/ numerose,
e che secernono mucaqpolisaccaridi acidi e neutri e le celluié sierose, rare,
che elaborano secreto proteico. Lo strato superficiale @ formato da due file
di cellule epidermiche il cui secreto & composto prevalentemente da mucopolisac-
caridi dcidi; inoltre vi giungono gli apici delle cellule sierose e mucose che
versano in superfice 11 loro secreto. Sotto la membran; basale & localizzato
un denso strato di cellule melanofore. Nella pelle venérale le cellule mucose
e sierose sono molto pil rare e sono del tutto assenti le melanofore. Nelle pinne

petorali sono presenti , nello spessore del darma}rnggi cartilaginei che mostrano

fenomeni di attiva condrogenesi anche in animali adulti.
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Introduzione
la pelle nei Pésci risulta formata de uno strato cuticolare amorfo (copmposto
da protoplasma pellulare, cellqle desquamate e secreto mucoso), dall'epidermide
(formata da diversi strati di cellule epidermiche infr;mmezzate da cellule ghian-
dolari mucose e da cellule sierose) e dal derm@_{omprendente un~ strato spugno-
so cﬁn eventuali scaglie ed uno strato compatto pid profondo). (Bul%ock e Roberts

1974).

Numeroel studi sono stati effettuati negli ultimi anni sulla struttura ed or-
ganizzazione dei vari componenti dellas pelle dei Teleostei e sul ruolo svolte
dall'epidermide e dal suo secreto mucoso. A differenza di quanto avviene nei lam-
miferi la pelle dei Pesci si presenta solitamente non ch;;atinizzata con l'eccez-
ione dell'epidermide di Bagarius bagarius (Mittal 1979) e Murena helena (Zaccone
1979). In assenza di cheratinizzazione le cellule epidermiche sono vive e metabo-
licamente attive anche negli strati superficiali (Bullock et al.,1978). Ess£ inol-
tre secernono un rivestimento: mucopolisaccaridico, la cuticola (Whitear 1970),
composto di glicoproteine neutre ed acide (Bremer 1972; Banerjeee Mittal 1975;
Zaccone 1979) che rappresenta una protezione meccanica e svolge altre impbrtanti
funzioni quali quella di difesa da microorganismi tramite la presenza nel muco
di anticorpi (Fletcher e Grant 1969); emoagglutinine (Spitzer el al. 1976); enzimi
(Lebedeva e Burlakov 1973; Banerjee et al. 1976; Zaccone 1982); di partecipare
ai processi osmotici (Marshall 1978) ed infine di ridurre l'attrito durante il
nuote (Rosen e Conford 1971).

Pochi sono gli studi condotti sulla pelle degli Elasmobranchi. Wessler e Verner
(1957) hanno riscontrato con metodi biochimici, 1l'assenza di acido sialico nel
muco superficiale di Raja sp. Celada e De Paoli (1962) nell'epidermide di Torpe-
do_ocellata trovano oltre alle cellule mucose le cellule albuminose di Schneider
e vi riscontrano materiale proteico, mucopolisaccaridico e RNA. Seno e HNeyer
(1963), nella pelle degli squali con metodiche biochimiche evidenziano notevoli
quantitd di condroitin solfato B. Mc Conchie e Ford (1966) negli embrioni di Raja
Binoculata si sono occupati della localizzazione dei mucoplisaccaridi acidi in va

ri tessuti tra cui la pelle. Albanese-Carmignani e Zaccone (1975) nell'epidermide
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di Torpedc_ocellata riscontreno nelle celiule muccse la presenze di mucopeclisac-

carid. contenenti gruppl fosfati e carbossilici e di glicoproteine contenenti
scido sialico, di condroitin.solfato B e di piccole guantitd di glicogeno; incl-
tre nelle cellule epidermiche propriamente dette riscontrano la presenza di com-
plessi mucopolisacceridi-proteine.

Il presente studio si propone di osservare nella pelle delle torpedini i tipi

m

d: <cecreto che vanno a costitvire la cuticola epidermica superficiale nonché
ls condrogenesi dei raggi cartilagenel che =i trovano nel derma delle pinne pet-
torali.
MATERIALI E METODI
Sono stati utilizzati 12 esemplari di Torpedini (6 di Torpedo_marmorata e

& di Torpedo ocellata), di cui 3 giovani (peso compreso tra 60 e 250 g.) e 9

adulti (peso compreso tra 300 e 650 &s )

Dopo breve narcosi con Ms222 sciolto in acqua, Ssnno stati prelevati piccoli
pezzi di pelle dalla regione dorsale, ventrale e dal margine laterale delle pinne pettonalidérn
stati fissati in formalina neutra (al 10 % e al 4 %), Carnoy, Stieve per l'inclu-
sione ed affettatura in paraffina; mlcuni pezzetti di pelle freschi, ed altri .
fiesati in formolo-calcio al 4 % a freddo per 15-24 ore, sono stati affettati
al criostato.

Le sezioni in paraffine sono state colorate con le seguenti metodiche isto-
logiche: emallume-ecsina, Galgano I ed ematoasilina cromica. Le metodiche isto-
chimiche utilizate sono state invece le seguenti:
per i polissacaridi: PAS, con e senza trattamento con -~amilasi [Spicer et al.,
1967); PAS-tionina/beroidruro/idrossido di potassio/PAS (PAT/PBT/KOH/PAS) per
l'ascido siamlico O-scetilato (Culling et al. 1974, 1976); Alcian blu 8Gx (AB)

a pH 1 (Lev e Spicer, 1964); AB (pH 1 e 2,5) - PAS (Mowrey e Winkler, 1956)

Sefranina 0 (1:1000) (Lillie,1965); blu di Toluidina (1:10000) per tempi crescen-
ti (Ghiara, 1952);

per le proteine: bromofencle blu (BPB) (Pearse, 1968); Fast green a pi 8 (Pearse,
1968 : Winidrina-Sciff {Yasuma e Ichikawa, 1953); Acido Performico-Schiff [FFA/E)

per . grupp: sulfidril:c: {(Pearse, 1968);
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per gli enzimi: Fosfatasi acida (ACP) (Pearse, 1968); Fosfatasi alcalina (ALP)

(Mc Gadey, 1970); Aliesterasi (ALE) (Pearse, 1968).
Le reazionl per 1 1lipidi e per le attivita enzimatiche sono state
tutte effettuate su fette ottenute al criostato.

OSSERVAZIONI (cfr. TAB. A)

Pelle dorsale

Nell'epidermide si possano distinguere tre strati principali: basale
, intermedio e superficiale.
Lo strato basale & formato da un'unica fila di cellule epidermiche
di forma generalmente cilindrica (fig. 1 e 7). Il nucleo 2 grosso
rotondeggiante ed la posizione centrale. IL citoplasma & abbondante
ed appare acidqfilo nella colorazione tricromica (fig. 8); risulta
negativo alle reazioni istochimiche eseguite solo.con la ACP, appare
deboléente positivo.
Lo strato intermedio & composto da 3-5 file di cellule epidsrmiche
tra cui sono sparse varie cellule ghiandolari,in prevalenza mucose
e poche sierose, Le celluleprincipali, hanno forma poligonale ma
possono essere allungate se schicciate dalle cellule mucose. Il
nucleo rotondeggiante, & leggermente pid piccolo che nello strato
ba;ale. Il citoplasma contiene materiale secretivo in forma di gra-
nuli o talvolta di ammassi densi. Istocﬁimicamente esso presenta
positivitd che diminuisce solo lievemente con il pre-trattamente
con diastasi, all' AB,alla Safranina, al Blu di Toluidina, al Bromo-
fenolo, alla Ninidrina-Schiff, invece & negativo al Fast green per
le proteine basiche contenenti arginina e lisina. Le cellule mucose
tipiche si presentano generalmente ovoidali oppure a fiasco e sono
di grandezza pari a circa 3-4 volte le cellule epidermiche. Il nu-
cleoc non & ben visibile perché spinto lateralmente e copoerto dal

muco. Questo pud presentarsi denso o vacuolato e risulta intersa-
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mente positivo al PAS, all'AB, alla Safranina, al BLu di Toluldina, mentre risul-

ta negatiVo o tutte le raemzioni e¢seguita per la protelna, per 1 lipidi e par
le attivitdA enzimaticha. Le cellule sierone ao;o pid rare, hanno forma tondeg-
giante od ovale e di grandezza parl a circa 2-3 volte le cellule epidermiche.
IL nucléo solitamente si presenta ovale e pud occupare la zona centrale o quella
basale, Il citoplasma appare omogenso ed istochimicamente presenta‘ pochissima
PAS positivitad, risulta negativo alle reazioni eseguite per evidenziare i poili-
saccaridi acidi, 1 1lipidi e gli enzimi. Positivo alle reazioni per le proteine
totali e contenenti gruppi NH2 liberi.

Lo strato superficiale & formato da cellule epidermliche con citoplasma FAS posi-

tivo, alcianoflilo, leggermente.metacromatlco, positivo al Bromofenolo e all’
PELLE VENTRALE
L'epidermide predsenta lo strato intermedio un pd pid spesso (6-7 {ile cellu-

lari) rispetto a;lé dorsale., Le cellule mucuse e 2ierose sono molto pil rare
e mancano completamente le melanofore (fig.7). ;

PELLE DELLA PINNA PETTORALE
Qui le cellule mucose e sierose, nonchd le cellule melanofore nel derma sono
abbondanti. e presentano le stesse carateristiche che nella pelle aorsalu. Inols
tre nellaprofonditd dello strato compatto del derma sono visibili raggl carti-
laginei che presentano fenomeni di attiva condrogenesi anche in animali adulti,
(F;é.lo]. La cartilagine presenta intensa PAS-positivitd nella matrice e nelle
capsule (dopo trattamento con diastasi diminuisce Ilevemente solo la PAS-positi-
;A della matrice mentre rimane invariata quella delle capsule),alcianofilia ed
fortemente metacromatica (Fig. 12).

DISCUSS IONE'E CONCLUSIONI
Le reazioni istochimiche esegulte rivelano risultati sostanzialmente concor-
danti con quelli ottenuti da altri AA. sulla pelle dei Teleostei (Sato 1937,

1978; Mittal et al. 1977, Banerjee et al. 1979; Zacone 1979) e con gquelli sul.a

pelle de1 pechi selaci finora studiati {(Celada e De Paoli 1962: Albanese-Tar"
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Le cellule principali conservano la capacita di élaborare secreto proteice accan
<o aquella di sintetizzare un secreto con proprietad simili a quelle del mucc
e reazioni per le proteine rivelano assenza di proteine con grupp} sulfidrilic
¢ cid concorda can 1’aase;za di cheratinizzazione. Infatti le cellule dello stra
to intermedio omologo aquello granuloso dell'epidermide cheratinizata, accumulan
materiale mucopolisaccaridico im luogo della cheratojalina. Alcune di quest:

cellule 81 ingrossano fino a diventare delle vere ghiandole unicellulari, I«

altre presentano quantitd variabill di granull fino ad esserne completaments

riempite pur restando di pilccole dimensioni fino alla superfice.

In conclusiene, sia pure con oscillazioni quantitative tra la regione dorsal

= quella ventrale, quasi tutte le cellule epidermiche. salendo! verso la superfic
sintetizzano ed accumulano muco.p-olisaccaridi in modo dg costituire esse stes

se uno strato superficlale a guisa di mantello cellulare protetive, la cui fun

zione & resa pii efficace dal muco secreto dalle ghiandole unicellulari mucocse.
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Spilegazione delle figure.
Tavola 1

1- Torpedo marmorata. Pelle della regione dorsale. Colorazione E.E. Si nota

Una cellula sierosa con nucleo centrale.

2- Torpedo ocellata. Pelle della pinna pettorale.'Colorazione Galgano 1.

Sono visibili sia il lato dorsale (con una cellula mucesa) sia quello

ventrale .

3- Torpedo marmorata. 'Pelle della regione dorsale . Colorazione PAS. Al

centro una grossa cellula mucosa col nucleo schicciato in posizione

basale.

4~ Torpedo marmorata. Pelle della regione dorsale. Colorazione AB ¢H 1.

Si notano due grosse cellule mucose intensamente colorate.
5- Pelle della pinna pettorale colorata con Safranina 0 . Le cellule mucose
sono pil o meno intensametencolorate. -

6- Torpedo_ocellata. Pelle della pinna pettorale colerata con AB a pH 2.5

Le cellule mucose (a destra) sono intensamente colorate mentre le cel-

lule sierose (al centro) sono negative.

Tavola 2

7- Torpedo_marmorata. ‘Pelle della regione ventrale. Colorazione E.E. Si
nota la scarsitd di cellule mucose e l'amssenza di melanofore.

8- Torpedo_ marmorata. Pelle della regione dorsale. Colorazione Galgano I.

Sonﬁ numerose le cellule mucipare.

9- Torpedo_ocellata. Pelle della pinna pettorale. Colorazione PAS. Dal lato
dorale & visibile una cellula mucosa intensamente PAS-positiva.

10- Torpedo_ocellata. Pelle della pinna pettorale. Colorazione PAS. Raggio
cartilagineo sezionato trasveralmente.In periferia si notano bene i

condroblasti. La matrice & fortemente PAS-positiva.

11- Torpedo marmorata. Pelle della regione dorsale colorata con AB a pH

1. Notare le cellule epidermiche progressivamente pil alcianofile pro-

cedendo verso la superficie, una grossa cellula mucosa intensarente
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positiva ed una cellula sierosa negativa.

Fig. 12- Torpedo ocellata. Pelle della pinna pettorale colorata con Safranina

0 Le cellule mucose appaiono leggrmente positive e la cartilagine &

fortemente metacromatica.

La presente nota & stata giudicata degna di pubblicazione da una
commissione composta dai soci G. Ghiara, M. De Vincentis, G, Chieffi,

N
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ABSTRACT Palaeomagnetic study of the silicified Mesozolc allochthonous
gadiments of Red Flysch Formation indicatesan anticlockwise rotation of 94° in
respect to the Apulia foreland. Magnetic carriers consist of megnetite and
haematite with no appreciable difference in terms of direction. The sudy, the
first ever made on cherts, widen the range of sedimentary rocks suitable feor
palseomegnetic investigation which might become an impertant tool in understan

ding silicification processes.

RIASSURTO Lo studio paleomegnetico dei sedimenti egilicizzati allectorni della
formazione mesozoica del Flyéch Rosso indica una rotazione antloraria di cirea
94° nei confronti dell'avenpase apulo. I minerali magnetici consistono in ma-
gnetite ed ematite che non mostrano apprezzabili differenze in termini 41 dire
zioni di magnetizzazione Lo studio, 1l primo mai effettuato su materiamle sili
cizrato, allarga~il camps di recece suscettibili di studie paleocmagnetico che
potrebbe rivelarsil un importante strumento nella comprensione del processi di

ailicizrazione.

INTRODUCTION

Palaeomagnetic studdescan improve our knowledge of the pre-ocrogenic orienta-
tion of the Mesozoic continentel margin in the Southern Apennines. In this one
; for which data are scarce, the Lagonegre Basin seems ideal for such a study
as gsedimentation was continuous from Middle Triassic to Lower Miocene, its
terrain form an arcuate structure of folds and thrusts extending for about 350
¥m and facies analyses and stratigraphy are also available., This paper, on a
Formation of the Lagonegro Basin, reports on the opportunity of considering

silicified materials as subjJect of palaeomagnetic studies.

# ]° Istituto di Geolozsia e Georisica - Facolta di Scienze
Largo S. Marcellino 10 - 80134 Napoli
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SAMPLING AND PREPARATION OF SFECIMENS

Twenty-six sites (six magnetically orientated hand semples for each site)
were collected froam the bapal part of the Red Flysch at Pescopaganvy (igs 1).
The outerop consists of alternations of camleilutites often sgilicified, green
and red jespers and silicified clesys (Cocco et al., 1974). The collection has
been almost entirely based on materials silicified to different extent and
characterized by a red-dark brown colour. Palaeontological age determinations
on the upper part of this same member indicete the sediments of the basal
part cannot be younger than Upper Cretaceous (Cocco et al., 1474).

Due to the hardeness of the silicified sediments and the reduced thickness
of strata, 2cm x 2c¢m cores were prepared in laboratory as described in
Tncoronato (19682). During such a preparation process scme samples were destro-
yed and sites 140-145, 308-313 and 122-127 consist of only 3, 5 and 5 samples

respectively.

NTA'VIREMENTS

NRM directions of Red Flysch specimens are plotted in fig. 2. They are mainly
concentrated in the South West quadrant and have predominantly posite, medium
to shallow, inclinations. The intensities of megnetizzation vary between 0.44
and 10.01 x .‘I.O-6 G. Four sites, 158-163, 164-169, 332-338, were unmeasurable;
their intensities of magnetization being undistingiushable from the instrumen-
tal noise level.

One pilot specimen wes selected from each site and subjected to stepwise
thermal demagnetization. Pilots 140 and 93 disintegrated during the 350°
thermal demsgnetization step therefore the related gites were excluded from
the analysis. Meesurements of very few specimens with stronger magnetization
heve been carried out by a Digico megnetometer; for the remaining specimens
has been used.

As thermel demagnetization proceeds the remanence of pilot 170 (fig. 3.a)
moves initially southwards and then northwestwards grouping around a western
direction with e moderate inclinaticn. These characteristics are exhibited
by all pilots except 95 and 119 which have revealed to belong to sites with
high scatter (see table 1). Differencies may lie in the magnitude of the ini-
tial southwards movement or all directional changes can be confined to &
small area of the stereonet but all directions tend to cluster around the
above mentioned western direction. The normalized intensity versus temperature
plot (fig. 3.b) are also representative of the general behaviour of pilots.
The same can be said for the susceptibility changes (fig. 3.b) except in
very feww cases in xhich at 630° or higher temperatures changes heve taken

place probably as a result of transformation of Fe-silicates into magnetite

(Dunlop, 1972).
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DEMAGNETI ZATION

Pilot specimen directional changes analyses suggest that more ,components
might ‘contribute to the remanence. Téchniquas for identifying multicompo-
nents NRMs are Hffman and Day'a (1978) subtraction vector and Zijderveld
vector diasgrams (Dunlop, 1979). Hoffmen end Day's method applies great circles
to directional changes of component removed during demagnetization. Dunlop's
method works on identificetion of linear segments om the .Zijdervzeld diagrams,
Both tecniques require that the blocking temperature spectra of different
components do net overlap completely with reépect to one another. Both

Techniques have been attempted, without success; in the case of Red Flysch

pilots.
The bulh demagnetizetion has been carried out at temperatures indicates in

table 1 following analyses of pilot'directional changes. Data with high
within site scatter (095 15; k 15) have been rejecteé (table 1). The
following Red FPlysch directions of magnetizatlon were obtained:
DEC = 248.8 INC = 30.} o095 = 5.2 k = 48
POLE: LON = 312.0 LAT = -4.2
We shall refer to this direction of magnetization as Characteristic
Remanent Magnatization (ChRM) as mlong as a better definition of its nature is

achieved.

MAGNETIC CARRIER
Site 80<85 has been used for investigating the nature of magnetic carriers.

This site, the ‘stratigraphically lewest, hes beem chesen beecause it ia located
at the i{hreshold of the silicified layers and, in its upper part, contains &
siliceous lens with variable silicification. Semple from 80-85 site exhibit

a three-layered pattern. The lower part, white and not affected by silieifi-
cation, is caleareous. In fact, it reacts vigorously to the hydrocloric acid.
The upper cherty part exhibits a dark brown colour while the middle, alse
silicified, has a pinkish colour.

In sediments the red -brown colour is generally attributed to the presence of
pigmentary hsematite. The occurrence of haematite raises & three-fold problem.
The first one is about the detraital or authigenic origin of the haematite; the
second one is whether detraital haematite was deposited as such or resulted
from diegenetic alteration of maegnetite; the last one is about the timing of
authigenesis.

The white colour of the lower part of samples from the site 80-85 suggests
that st least pigmentery haematite should not be present. In order to asgsess
the relative importance of different magnetic carriers, IRM acquisition curves

and coercivity spectra, together with directional changes during thermal de

demagnetization, have been investigated.
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Specimens from the upper and middle part show a very similar IRM pattern
(fig. 4.a) and the coercivity spectra are domira ted by coercivities lower
than 1KOe (fig. 4.b).

The IRWM curve of the specimen from the lower part stabilizes at 6KOe (fig.
4.a) and coercivity spectrum is characterized by coercivity lower than 1KOe
with an important contribution in the renge 3-4 KOe.

Coercivities lower than 1KOe are generally attributed to magnetite; the
absence of sny saturation even in a field ¢ as high as 15K0e 1s related to
the presence of pigmentery haematiie snd the contribution in the renge 1-6
is likely to be due to the speculr haematite (Dunlop, 1972; Lowrie and Alvarez
1975). The absence of pigmentary haematite in the specimen from the lower part
egrees with 1ts white colour.

IRM acquisition curves and coercivity spectra of ather Red Flysch specimens

(not depicted) are very similar to tjose of the specimens from the upper and

middle part of site B0O-85.

Differences in the nature of the magnetic carriers between the upper, middle
and lower part of site 80-85 do not alter the general characteristics pattern
of directional changes illustrated previously (fig. 5).This si milarity in
directional changes suggests that the ChRM is not related to the presence of a
particular haematite fraction. Generally in sediments pigmentary haematite is
present as a cement or matrix, and forms a very thin coating on well crystalli
zed silica or feldspar grains an. as an adsorbed fraction in some other minerals.
It derives from the precipation im situ of percolating ground waler. Pigmentary
haematite is therefore related to the diagenic process. Specular haematite is
generally regarded as an alteration product of original magnetite, unless it

derives directly from a weathered source area.

DISCUSSION AND CONCLUSION

Palaneomagnetic investigation on autochthonous Upper Cretaceous rocks in the
Southern Apennines have been carried out on the Apulia Carbonate Platform
(Channell and Tarling, 1975). This platform acted as a foreland without being
affected by the Tertary tectogenesis (D'Argenio et al., 1970). Apulia is
believed to have moved with Africa during Mesozoic and Early Tertary as part of
Adria promontory (D'Argenio et al., 1980). In contrast Red Flysch, part of
Lagonegro Basin sediments, has been extensively affected by the tertary
tectogenesis since Tortonian (D‘Argenio et al., 1970). Comparison of the Red
Flysch direction of magnetization (248.8 30.4) and magnetization of the
Senonian bauxitic horizon of the Apulia Platform (342.4 36.0)(Channell and
Tarling, 1975) would supggest that the part of Red Flysch being discussed under-
went an anticlockwise rotation of about 9L4? in respect to the Apulia platform.
Such a rotation does not conflict with the progressive change in the direction
of movement, from northeasterly to northerly , of the alloctonous units (Pesca—
tore 'and Ortolani, 1973). In particular an anticlockwise rotation does not
conflict with tectonic evidenc.. from the area of sampling itself. In fact the
sediments investigated have been collected Trom an arcuate overturned anticline
the axis of which changes from N-E to NW-SE orientation(Cocco et al., 1974; fig.

39).
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On the grounds of the preceeding discussion, it can be coneluded that the Red
Flysch GhRM is likely to reflect a geniune Upper Cretaceous magnetic field
direction. This implies that the haematization of the sediment took place
shortly after the material was deposited.

As far as it is known silicified materials has never been the sub ject of
pelaeomagnetic investigations. This study indicsates that at least in the case
of Red Flysch Formation relisble.palasomagnetic data can be obtained. In -addi-
tion, palaeomagnetic stusies can be a tool for & better understanding of
unsolved questions in such sediments; i.e. the timing of silicification. In
any case the range of rocks usuable for palaeomagnetic studies certainly
widens.
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Fig 4.2 Equal aren prajection of NRM dir tions of Red Flysch
spreimens, Bedding correete!, Op n (closed!) symbols:
upward (downward) Inclinatlen-, ™' solid square
represents the oxial geocentric . comi-tic dipole.
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TABLE #€a 1 rleaned site mean fdata : Red Flysch Formation

linta arranged in nlralipraphical order

SITE T(OC) FIELD CORRECTCDN  TILT CORRECTED «

DEC - INC EC ING 95 =2
128-132 100 244 .2 12.8 254.,5 37.3 2.7 602 6
134-139 50 230.8 14,0 251.3 424 5.8 130 6
152-157 00 241.8  13.7 249.7 an.s,  B.0 12 6
170-175 500 2444 10.5 7514  25.2 ‘3.7  aw @
176-181 300 228.0 1.7 2363 30.7 7.4 B2 &
182-187 50 241.8 14,4 249,7 29,5 12.9 75 8
1868-1823 a00 246.7 -0.h 249.2 14.0 8.1 69 B
*134-199 200 201.6 -B2,3 198.6 -38.7 41.2 q B
302-307 60 241,910 243,72 28,9 3.2 441 B
308-313 50 230.8 n.n 235.9  28.4 12.4 3 6
314-31410 LN 221.7 402 241.8 42.3 10.1 45 B
320-326 110N 201.6 a.0 256.1 19.1 4.9 191 B
326-13 o1 /2.7 - 254,8 17,0 8.0 71 B
332-337 1M 245.1 11.1 250.9 28.8 8.5 63 B
116-12i A Ty e S 200.7 16.0 4.9 190 6
110-11% e 290,08 2,1 250.8 40,7 5.2 164 B
104-101 i MG 41,4 6.9  -4.2 A2 B8 6
snany i 2ma.4 a0 267.6 36,1 0.0 ® 5
nG-91 Ann 255.5 Pyl 259.6 20.1 13.4 26 6
*rajectad

La presente nota ¢ stata giudicata degna di pubblicazione da
una commissione composta dai soci A, Scherillo, P. Corradini,
B. D'Argenio.






REAZIONI DI TRICHETONI CICLICI CON NUCLEOFILI BIFUNZIONALI - I
Nota di Patrizia MORRICA', Clotilde D'AMBROSIO?, lsabella BEHAR?
Presentata dal socio Lorenzo MANGONI
Adunanza del 23 luglio 1983 °

Riassunto - In questa nota & descritta la reazione tra la ninidrina e 1a solfammide in acido
acetico glaciale, I1 prodotto della reazione & un derivato idrossilatoe della porpora di Ruhémann.
Abstract - A reaction between ninhydrin and sulfamide is described to afford the hydroxylated

derivative of the Ruhemann's Purple.

Recentemente Alexander e Chatterjie® hanno riportato un'ampia sperimentazione farmacologica
condotta su vari imidazolidinoni anellati del tipo la, ottenuti per condensazione della nini-
drina {3) con reagenti bifunzionali quali T'urea, la tiourea ed uree N-sostituite ed N-N'diso-
stituite. Tali composti presentano una buona attivitd anticonvulsivante e ci & sembrato inte-
ressante prepararne degli analoghi contenenti zolfo per reazione della ninidrina, e di even-
tuali altri trichetoni ciclici, con la solfammide.

Tale reazione, condotta in ambiente acquoso neutro, nelle condizioni gid riportate®~® per
la reazione della ninidrina con 1'urea, non dava perd alcun risultato apprezzabile. La reazio-
ne & stata allora condotta in acido acetico glaciale a ricadere e, in tali condizioni, dopo
30" si otteneva un precipitato di color rosso aranciato che, dopo cristallizzazione da acetone,
aveva p.f.288-295°C e all'analisi forniva dati in accordo con la composizione elementare
CygHgNOg, A tale prodotto 2 stato possibile attribuire la struttura 3, diversa dalla struttu-
ra 1b che poteva essere attesa in analogia con i risultati delle precedenti succitate reazioni
della ninidrina con 1'urea.

In effetti i1 prodotto mostra all'I.R. bande significative a 3330 cm'i(DH) e a 1690 e 1730
em™t (C=0). Nello spettro H-NMR si evidenzia un complesso sistema di segnali nella zona com-
presa tra 67,94 e 68,30, corrispondente a protoni aromatici, e un solo altro segnale a 66,5"

che scompare per aggiunta di D,0 ed & quindi attribuibile al protone di un ossidrile.

*Istituto di Biorganica - Facoltd di Farmacia - Universita di Napoli - Via L. Rodind

“Istituto di Chimica Organica e Biologica - Facoltd di Scienze Nat., Fis. e Mat. -

Universitad di Napoli - Via Mezzocannone, 16
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Lo spettro di massa mostra un picco molecolare M"=319m/e e picchi a 291m/e (H+-CO) e a 263m/e

(M*- 2€0) oltre ai picchi caratteristici della frammentazione della ninidrina®’’ a m/e 132,104,76.

Tutte queste caratteristiche erano in accordo con la struttura 3 corrispondente ad una dicheto-
idrindilidendichetoidrindammina (DYDA)® ossidrilata.

Tale sostanza era alquanto interessante per la stretta somiglianza della sua struttura con
quella della ben nota porpora di Ruhemann ma era altres) difficilmente giustificabile quale pro-
dotto della reazione della niridrina con solfammide, in quanto essa conteneva un solo atomo di

azoto e non conteneva zolfo.

Considerando che in 3 lo scheletro idrindanico della ninidrina si conserva, era abbastanza
plausibile ipotizzare che il nostro prodotto si potesse formare non piu per reazione della nini-
drina con la solfammide bensl con un suo derivato, ottenuto nell'ambiente di reazione ad ope-

ra dell'acido acetico.
A tale scopo la solfammice & stata messa a ricadere con solo acido acetico glaciale e, co-

me ipotizzato, dopo soli 10', si otteneva un precipitato al quale & stato possibile, anche se

solo in via tentativa, attribuire la struttura di acido ammidosolfinico NH,+-SUZ_(N°ta H

Nota 1 - Tale prodotto & noto?, ma le notizie riguardanti la struttura e le caratteristiche
fisiche che si possono evincere dalla letteratura appaiono vaghe e confuse. Esso si presenta
come un solido bianco, cristallino, p.f. 210°C con dec., insolubile nei solventi organici, so-
lubile in acqua e contenente azoto e zolfo. Un elemento ablLastanza diagnostico per questa spe-
cie & la presenza all?H-NMR di tre picchi distinti a &6 7,34, 6 7,15 e 6 6,95 che sono caratte-
ristici dello ione ammonio®.Nessuna ipotesi si & potuta formulare a riguarda del meccanismo di
formazione di questa specie, in quanto in letteratura non & riportato alcuno studio di even-
tuali reazioni della solfammide con acido acetico, mentre & riportato!® che essa con gli altri
acidi organici fornisce esclusivamente le ammidi corrispondenti.
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La ninidrina messa a.reagire con tale specie forniva lo stesso prodotto 3 isolato precedente-
mente. Va inoltre sottolineato che la reazione avviene anche in ambiente neutro a differenza del-

la reazione diretta della ninidrina con solfammide. L'acido acetico quindi sarebbe soltanto re-

sponsabile della formazione dell'acido ammidosolfinico.
Una plausibile ipotesi che giustifichi la formazione del composte 3 @ riportata nello schema I.
~

SCHEMA T

OH : I
\ + H;N-50,H —— @;H =N-S0,H
OH

[ + Hy50,

Accanto all'estensione di questa reazione ad altri trichetoni ciclici & in programma una in-

dagine tesa a chiarire i1 comportamente della solfammide in acido acetico ed a precisare la na-

tura della specie che in tale reazione viene a formarsi.

Parte Sperimentale
I p.f. sono stati determinati su blocco di Kofler e non sono corretti, G1i spettri I.R. sono

stati registrati con uno spettrofotometro Perkin-Elmer 339 in soluzione di CHCI, al 2%, Gl
spettri 'H-NMR sono stati registrati su spettrometro Bruker 270 Mhz in soluzione di dg-DMSO
usando TMS come standard interno. Gli spettri di massa sono stati registrati su spettrometro
Data System DS-55. Le analisi elementari sono state eseguite da "Mikroanalytisches Laborato-

rium" E. Thommen, Bettingen (Svizzera).

Dichetoidrindilidenedichetoidrindammina (DYDA) ossidrilata (3) - Quantitd equimolecolari di

ninidrina e solfammide vengono tenuti a riflusso in acido acetico glaciale. La soluzione si
colora immediatamente in rosco e dopo circa 30' si nota la comparsa di un precipitato. Si la-
scia raffreddare a t.a. e si separa il precipitato per filtrazione. 11 prodotto cristallizza

da acetone sotto forma di aghi rossi-aranciati, p.f. 288-295°C, resa 90%.
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1.R. (CHC1,): 3330 cm L(OH), 1695 cm™® (C=C), 1730 cm~! (C=0).
YH-NMR (dg-DMSO): & 7,94-8,30 (m, H aromatici), & 6,52 (s, OH).
Ms: 319m/e (M), 291m/e (M'-CO), 263m/e (M'-200), 132m/e, 104m/e, 76m/e.
Analisi: C,4HgNOs (PM 319) ‘ c H N 0
trov.s 67,58 2,76 4,39 25,27
cale.% 67,71 2,84 4,39 25,06
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REAZIONI DI TRICHETONI CICLICI CON NUCLEOFILI BIFUNZIONALI - II

Nota di Patrizia MORRICA® e Carla FERRERI?
Presentata dal socio Lorenzo MANGONI
Adunanza del 23 luglio 1983

Riassunto - In questa nota sono descritte le reazioni della ninidrina e del fenalene-1,2,3,-
trione con eti]endianmiha. 1 prodotti delle rgazioni risultano essere dei derivati pirazinici
anellati,

Abstract - This paper describes the reactions of ninhydrin and phenalene-1,2,3-trione with

ethylendiamine to give annelated pyraziﬁic derivatives.

A proseguimento di una precedente indagine sulle reazioni dei trichetoni ciclici con compo-
sti bifunzionali, riportiamo in questa nota della reazione della ninidrina e del fenalene-1,2,3-
trione con etilendiammina. In effetti reazioni di diammine N sostituite ed N,N-disostituite con
la ninidrina sono state gié descritte in Ietteratﬁra‘»’. e nella generalita dei casi portano a
prodotti spiranici derivanti dall'addizione del reattivo al solo carbonile “centrale™ della ni-
nidrina, Scarsa attenzione era invece stata riservata alla reazione con 1'etilendianmina non
sostituita ("°t2 l)e noi abbiamo voluto esaminarne i1 decorso per esplorare la possibilitd di
ottenimento di derivati pirazinici anellati quali omologhi di imidazolinoni dei quali & stata
di recente riportata un ampia spérimentazione come farmaci dotati di attivitd anticonvulsivante®

La reazione 2 stata condotta in condizioni neutre, in acqua a ricadere, e cio2 nelle condi-
zioni descritte per la reazione della ninidrina con urea®. La reazione, praticamente immediata,
porta essenzialmente ad un composto (TLC) anche se accompagnato da quantita sensibili di altri

prodotti, tutti presenti in piccole quantita.

Nota 1 - Esiste in letteratura un riferimento®alla reazione della ninidrina con etilendiammina.
Gli autori assegnano al prodotto di reazione la struttura 2, ma le condizioni sperimentali nel-

le quali essi operano non sono note, nd sono note le caratteristiche spettrali del prodotto.

==N-CH,~CH, ~NH,

(n
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Un primo tentativo di migliorare la resa ci ha portato a condurre la reazione a t.a.;in queste
condizioni lareazione & ancora molto veloce e porta allo stesso compostn; quésta volta non accom=
pagnato visibilmente da moiti altri prodotti che, probabilmente, si erano formati per decomposi-
zione a causa della temperatura elevata alla quale era stata condotta in un primo tempo la reazio-
ne. La lavorazione della miscela di reazione e la succéssiva cromatografia del grezzo su colenna
di silice, ci ha permesso 1'isolamento del prodottofl, con rese soddisfacenti del TU-BO%.

Tale prodotto & un solido che cristallizza da benzene sotto forma di aghi gialli, p.f.170-173°C
e che fornisce all'analisi dati in accordo con la composizione elementare C;,HgN;0. A1T'I.R. so-
no presenti bande a 1730 cm? (C=0), a 1615 cm™* (C=C) e a 1540 cm™! (C=N). Lo spettro di massa
mostra un picco molecolarera 182 m/e (M+J e picchi significativi a 154 m/e (M+-C0) e a 128 m/fe
(M'-2HCN)®. Non 2 presente nello spettro di massa un picco attribuibile alla perdita di un secon-
do C=0 n2 1 picchi corrispondenti alla frammentazione classica del sistema della ninidrina?+®,

Da questi risultati & stato possibile ipotizzare che 1'etilendiammina avesse reagito con due
dei gruppi: carbonilici presenti nella molecola della ninidrina, formando eventualmente un terzo
anello non spiranico, a differenza di quanto riportato per la reazione con ammine N sostituite e
N,N-disostituite’s2,

Lo spettro H-NMR.2 stato notevolmente diagnostico e ci ha permesso di assegnare al prodotto
della reazione la struttura 1. Infatti lo spettro '{-NMR presenta un doppio doppietto,pari a 2 H,
centrato a & B,51, attribuibile ai due protoni dell'anello pirazinico e un ulteriore sistema aro-
matico costituito da due doppietti centrati rispettivamente a 6 7,90 e & 7,82 e due tripletti a
57,68 ea s 7,53 e non presenta nessun altro segnale di protone.

La: reazione dovrebbe plausibilmente decorrere come mostrato nello schema I,

SCHEMA I
NH,

o l
CH,
. " 1
+ NH,=CH,-CH,=NH, H
, — oM
H

J
Allo scopo di generalizzare questa reazione & stato poi esaminato i1 comportamento nella rea-
zione con etilendiammina di un secondo trichetone ciclico, il fenalene- 1,2.3,-trione°.
La reazione 2 stata condotta come descritto precedentemente e 1'unica variazione apportata &
rappresentata dall'uso del metanolo come solvente per motivi di solubilita del substrato.
Anche in questo caso, dopo lavorazione della miscela di reazione e suo frazionamento median-

te cromatografia su colonna di silice, si & ottenuto essenzialmente un prodotto, cui & stata at-




355

‘tribuita la struttura-3, che dopo cristallizzazione da metanole si presenta sotto forma di aghi
giallo-arancio, p.f. 225-228°C., e che fornisce a11}ana115i dati in accordo con la composizione
elemeﬁtare C,sHgN,0. Esso presenta inoltre all'I.R. una banda a 1660 cm™*(C€=0) ed uno spettro di
massa con picco molecolare'a 232 m/e (M') e picchi a 204 m/e (M'- CO) e a 178 m/e (M'-2ZHCN)®.

Lo spettro *H-NMR presenta, come atteso, soltanto segnali di protoni aromatici.
Esperimenti preliminari condott% facendo reagire 1'etilendiammina con il difeniltrichetone in
metanolo & t.a., mostrano la formazione di un prodotto neila cui struttura non appare 1'anelio
pirazinico. Tale diversitd di comportamento rispetto ai trichetoni ciclici pud essere dovuta a

problemi conformazionali e/o alla minore reattivitd del difeniltrichetone,

Parte Sperimentale
Le notizie generali su materiali e metodi sono state gia riportate®,

Pirazino|2,3b|indan-5-one (1): Ad una soluzione di ninidrina in acqua, agitata magneticamente, a

t.a. si aggiunge etilendiammina in quantita equimolecolare e la miscela di reazione si colora im-

mediatamente in rosso cupo. Dopa 30' viene raffreddata a t.a. ed estratta con CHCl,. La fase or-

ganica viene svaporata sotto vuoto e711 residuo oleoso ottenuto viene cromatografato su colonna

di gel di silice. L'eluizione con CgHg/Et,0 95:5 v/v da un prodotto semicristallino giallo che

viene cristallizzato da benzene (p.%. 170-173°C., resa 71%).

I.R. (CHC1,): 1730 cm™* (C=0), 1615 cm~* (C=C), 1540 cm™! (C=N).

TH-NMR (d¢-DMSO): 68,51 (dd, 2, Hs e Hp), 67,90 (d, 1H, He) . & 7,82 (d, IH, H,).‘67,68 (&, 14,
Hs)s 6 7,53 (t, TH, Hg). .

MS: 182 m/e (M), 154 m/e (M*-CD), 128 m/e (M*-ZHCN).

Analisi: Cy,HgN,0 (PM 182) g " " "
Trov.% 72,43 3,39 8,65 15,53
CaliE. X 72,52 3,32 8,78 15,38

Pirazino|2,3b|fenalene-5-one (3): Ad una soluzione di fenalene-1,2,3trione in MeOH, agitata ma-

gneticamente, a t.a. si aggiunge una quantitd equimolecolare di etilendiammina. La soluzione di
reazione si colora immediatamente in viola e dopo 1h il solvente viene allontanato sotto vuoto a

t.a.; il prodotto grezzo viene cromatografato su colonna di silice, 1'eluizione CeHe/EL,0 8:2
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v/v da un prodotto che cristallizzato da metanolo si presenta sotto forma di aghi giallo-arancio

(p.f. 225-228°C, resa 75%).

I.R. (CHC14): 1660 cm™* (C=0).

IH-NMR (CDC1,): ¢ 9,03 (d, 1H, Hg), 6 8,90 (d, 24, Hy e Hp), & 8,83 (d, H, Hy.), 6 8,30 (d,
1H, Hg), & 8,14 (d, 1H, He), § 7,79 (m, 2H, Hyq e Hy).

MS: 232 m/e (M), 204 m/e (M¥-CO), 178 m/e (M*-2HCN).

Analisi: C,sHgN,0 (PM 232)
Trov.% 77,32 3,51 12,16 1.0
Calc.% 77,57 3,47 12,06 6,89
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REAZIONI DI TRICHETONI CICLICI CON NUCLEOFILI BIFUNZIONALI - III

Nota di Patrizia MORRICA' e Carla FERRERI?
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Riassunto - Lareazione tra la ninidrina e 1'etanditiolo & una reazione nota; i risultati otte-
nuti portano ad una revisione della struttura proposta dalla letteratura per il pfodotta iso=
lato.

Abstract - The reaction between ninhydrin and ethandithiol was a known reaction; the results
we obtained Tead to the revision of the structure which had been proposed for the product 1h

the literature,

E' stato riportato da Schonberg e al.! che la ninidrina reagisce con !'etanditiolo per
dare il compostorl. In base alla nostra esperienza nelle reazionl di trichetoni ciclici con
nucleofili bifunzionali 1'ottenimento di tale prodotto anziché del ditio!anoljaappar1va pe-
culiare. Abbiamo percid voluto ripetere la reazione nelle condizioni descritte dai c1tati
autori?,

i1 prodotto che si ottiene in tali condizioni di reazione, con resa di circa 11 75 ¥,
cristallizza da etanolo sotto forma di aghi bianco-rosati, p.f.208-210°C., (lett.*208°C). .
Lo spettro I.R. presentava bande significative a 3330 e 1705 cm™® (lett.! 1750,1705 e 3360
em™!)..L'analisi forniva dati in accordo con la composizione elementare Czbﬂlkoﬁszl.

Lo spettro *H-NMR mostrava perd solo due singoletti a & 7,98 e &6 6,49 rispettivamente.
L'assenza dallo spettro H-MMR di- un segnale, come descritto da Schonberg e al.*, a 63,38
(ss 4H, -5-CH,-CH,-S-) ci ha indotto ad effettuare uno spettro **C-NMR. Da tale spettro
(vedi parte sperimentale) nonch dalle caratteristiche spettrali precedentemente descrit-

te la struttura da noi assegnata al composto in questione e quella del 2-idrossi,2-mercapto-
1,3indandione (2).

Tale struttura @ in accordo anche con lo spettro di massa che mostra un picco molecolare
a 194 m/e (M*) e picchi significativi a 176 m/e (M*-H,0) e a 160 m/e (M*-H,S), oltre ai ca-
ratteristici picchi della ninidrina a 76, 104 e 132 m/e?:?,

: !stjtuto dj Bi?rganica - Facolta di Farmacia -Universitd di Napoli - Via L.Rodind, 22.
Is?1tutn di Chimica Organica e Biologica - Facolta di Scienze Nat., Fis. e Mat. -
Universita di Napoli - Via Mezzocannone, 16,
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Va inoltre notato che 1'analisi elementare, nei 1imiti dell'errore sperimentale, risulta ac-
cettabile sia per la formulazione di Schonberg e al. sia per la nostra formulazione, C4Hg0,5.

A questo punto sembra evidente che nello spettro *H-NMR degli autori citati una qualche im-
purezza sia stata intefpretata per i1 segnale dei CH, fra i due atomi di zolfo. Per conferma-
re cid la reazione @ stata. effettuata ripetutamente, anche apportando piccole modifiche alla
metodica ( temperatura, tempi di reazione e solvente) ed ha condotto sempre allo stesso prodot-
to 3,

Ad ulteriore conferma della nostra attribuzione strutturale, corrispondente ad una forma tio-
idrata dell'indantrione, abbiamo fatto reagire il composto 3 con la solfammide e con 1'acido am-
midosolfinico nelle condizioni descritte per la ninidrina®. I1 prodotto ottenuto, come atteso,
anche se con rese pili basse, in quanto accompagnato da altri prodotti, 2 risultato essere la
DYDA ossidrilata®,

Inoltre, come atteso, il prodottu'a ¢ relativamente poco stabile e si trasforma nella nini-
drina per trattamento con acqua o per semplice azione dell'umidita atmosferica quando & lascia-
to a riposo senza precauzioni. )

Attualmente & in corso un esaﬁe pitt approfondito della reazione per comprendere il meccani-

smo di formazione del composto 3 nonchd per confrontarne la reattivita con quella della nini-
drina,

Parte Sperimentale
Le notizie generali su materiali e metodi sono state gia ripnrtate?.

2-irdossi,2-mercapto-1,3 indandione(3) - Ad una soluiione di ninidrina in EtOH, agitata magne-

ticamente, viene aggiunto etanditiolo in quantitd equimolecolari. Dopo circa 10" si forma un

precipitato che, separato per filtrazione e cristallizzato da etanolo, si presenta sotto for-

ma di aghi bianco-rosati, p.f. 208-210°C (resa 76%).

I.R. (nujol): 1705 cm™* (C=0),3330 cm~*(OH).

YH-NMR (dg-DMSO): & 7,98 (4H, CgH,) e & 6,49 (1H, OH),

YIC-NMR (d,-DMF): &= 81 (C-2), &= 124 (C-4 e C-7), &= 137 (C-5 e C-6), 6= 138 (C-4a e C-7a),
&= 194 (C-1 e C-3)

MS: 194 m/e (M*), 176 m/e (M*-H,0), 160 m/e (M'-H,S), 132, 104 e 76 m/e.




Analisi: CgHg0yS (PM 194) C H 0 5

.

= )

Calc.% 55,68 3,12 27,20 14,01
Trov.% 56,18 3,40 26,58 13,84
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PALEOMAGNETIC EVIDENCES OF EARLY DIAGENETIC FORMATION OF THE AMMONITICO ROSSO OF
. WESTERN SICILY
Nota di Giuseppe MARDI
presentata rdal socio ordinario
Bruno D'ARGENIO
Adunanza del 23.7.1983

RIASSUNTO

L'origine dell'"Ammonitico Rosso" con la sua caratteristica struttura nodula-
re ¢ stata dibattuta per lungo tempo. Due ipotesi conflittuali, fermazione In un
ambiente profondo per un processo di sub-soluzione e formazione per diagenesi
precoce si confrontano da lungo tempo. Lo studio paleomagnetico della "Source of
Remanence" in queste'rocce, caratterizzate dalla presenza sia di magnetite che
di ematite, ha evidenziato che la remanence e dovuta ad un min&}ale della fami-
glia delle magnetiti di origine detritica o biogenica. che, l'ematite non eser-
cita nessuna influenza.

Questi risultati paleomagnetici sono stati interpretati, geochimicamente, in

accordo con un'origine di diagenesi precoce dell'Ammonitico Rosso.
g g

ABSTRACT

The mode of origin of a formation such as the Ammonitice Rosso zith its nodu-
Lar structure has been debated for a long time. There are two conflicting hypot-
heses, one in which sub-solution plays an important rnic and an other one chara-
cterized as the early diagenetiec hypotheses. Palaecomagnetic investigations of
the source of remanence in this rocks, characterized by the presence of both he-
matite and magnetite, has showed. That hematite not appear to play a signiflicant
role in the remanence and it is carried by a detrital or organic titanomagneti-
te, and so assume it to be of primary origin.

This paleomagnetic results have been explained geochemically according to a

carly diagenetic hypotheses of Ammonitico Rosso formation.

I° Istituto di Geologia e Georisica - Facolta di Scienze
Via Mezzocannone 10 - 80134 Napoli
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INTRODUCTION

In the predominantly clacareous Mesozoic sequence of the Mediterranean two
horizons stand out because of their ceolours and distinctive lithologies, the
ammonitico resso and the scaglia rossa. The red colour with its implications of
an appreciable iron oxide content made them automatic targels for palaeomagnet-
ic research, )

In reviewing the extensive literature on the Ammonitico Rosso to understand
the conditions under which it formed as a background to the origin of magnetiz-
ation it was realized that a considerable degree of confusion existerd concerning
the origin of this condensed deposit. In general magnetic date concerning the
iron minerals is generally unknown. We have attempt therefore to review the sed-
imentological data ad edal geochemical and magnetic investigations to produce a
coherent interpretation.

The ammonitico rosso, or knollenkalk in German terminology is a red nodular
or pseudonodular limestone or marly limestone usually rich in ammonites. It con-
sists of centimetre sized micritic nodules commonly a lighter red color than the
darker red marly matrix (Jenkyns 1978). Aubouln (1965) distinguishes two variet-
ies of ammonitico rosso, an ammonitico rosso calcaire which is always coherent
and shows no sigh of soft sediment defermation (the calcaire noduleux pure of
Eimi (1980) and the ammonitico rosso marneux which does .exhibit evidence of soft
sediment deformation (Fhe calcaire noduleux marneux or pseudo-noduleux of Elmi,
1980). The two varieties may grade vertically from one to the other.

The fauna contained in the ammonitico rosso in addition to the fossil from
which the name derives, contains belemnites, gastropods, brachipods, globigerin-
ids, radiolaria, ostracedes, sponge spicules and pelagic and benthonic echinode-
rm fragments (Jenkyns 1978). Calcareous nannofossils are rare. The ammonites are
usually present as moulds and characteristically of small size.

On occasion, continental or veolcanic detritus may be found in the ammonitico
rosso (Birkenmajer et al., 1960; Jenkyns and Torrens, 1971). Ferromanganese nord-
ules (Jenkyns and Torrens, 1271) and hard grounds occur.

Characteristicall& the ammonitico rosso is perhaps the extreme variety of co-
ndensed red iimestone sequence found in the Mediterranean region. Whenever found
it is of Jurassic age. Similar limestone litholohies are recognized in the Devo-
nian of Bohemia and in the Montagne Moire south of the Massif Central in France
and it is similar to the Triassic Hallstatt Ffacies of the Alps. Recent and Quat-
ernary nodular sediments in the Tonian Sea [lrom the Mediterranean Sea were comp-
ared to ammonitico rosso by Muller and Fabricius (1974).

The presence of hematite, to which the red color is due, make the ammonitico
rosso an obvious target for paleomagnetic research. In the following, the detai -
led paleumagnetic study of four sections of Western Sicily in the extensive con-

dens~d limestone sequences will be described.
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ORIGIN OF THE AMMONITICO ROSSO

The mode of origin of a formation such as the ammonitice rosso with its nodular
structure has been debated for a long time (Hollmann, 1962 and 1964; Grundel and
Rosler, 1963; Presley and Kaplan, i968; Carrison and Fischer, 1962; Berner et
al., 19703 Jenkyns, 1974). Some of the difficulty lies in the variability of the
ammonitico rosso when examined in detail, and in the apparent contradictory evi-
dence. For example in order to explain the red color deep water conditions were
evoked by some authors (Garrison and Fischer, 1962), this fitted the condensed
nature of the sequence and the earlier presumed nature of the radiolarites but
scemed to contradict the faunal evidence of shallow water and the required rapid
vertical motion implied. However as Aubouin (1965}.pointcd out, two types of am-
monitico rosso can be distinguished each of which has its own depositional envi-
ronment. Of more particular concern here is the calcaire rouge nodulex which fi-
ts the classic description of the ammonitico rosso s.s. The resolution of the
mode of origin of the ammonitico rosso is important from the paleomagnetic stan-
dpoint because of the presence of both hematite and magnetite.

There are two conflicting hypotheses, that of Hollmann (1964) in which sub-
solution plays an important role and that of Jenkyns (1974), Hudson and Coleman
(1978), Elmi (1980) which may be characterized as the early diagenetic hypothes-
es. In its essential the Hollmann (1964) hypotheses suggests that the nodules
are isolated "solution remnants" in a insolutle marly residue formed in a deep
water marine environment. The process was regarded as cyclical with perlods of
carbonate deposition alternating with periods of solution. For this to bec true
is necessary that depth at which deposition occurred be close to the C.C.D. so
that the hypotheses can bé reduced to search for a mechanism to allow periodic
fluctuations in the depth of the C.C.D. According to Garrison and Fischer (1969)
the depth of which the ammonitico rosso formed was in excess of a few thousand
meters.

The early diagenetic process model as developed by Jenkyns (1974) suggests
that the subsurface solution of both aragonite and fine-grained calcite from a
homogenecous mixture of clays, containing calcareous nannofossils and aragonite,
due to their differential solubility resulted in a precipitation of high magnes-
ian calcite. The latter formed as nodules within the original marly sediment.
The upward migratien of the sediment interface resulted in a drop in the concen-
tration gradient of the magnesian calcite inhibiting further grozth of the nodu-
les and is used to cxplain the alternation of nodular layers with marls.

Stable isotopic data from nodules in the Western Sicilian ammonitico rosso
(Marshall, 1981) show a narrow range of dls 0 (-0.9 to 0.38) and d13 c (0.5 to
2.75) values implying that all cementation took place at, or immediately below
the seafloor. The contacts betzeen nodules and matrix of the ammonitico rosso
may be either distinct and well cut or diffuse and transitional, irregular or
filamentous (Elmi, 1980). These contact-features are typical of those related to
diagenesis supporting the "early diagenetic" hypotheses of Jenkyns (1974).

The model does nolt require any specific depth for the process to operate. Ho-
wever the presence of algal stromatolites (Jenkyns, 1974; Elmi, 1980), an assoc-

fation sometime found with the ammonitico rosse, indicates by implication that
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certain these sediment zas deposited also in the photic zone.

PALEOMACNETIC INVESTIGATION

Suites of samples were collected from four localities in Western Sicily, spr-
ead over a distance of 140 km.

For all the four suites of samples oriented cores were taken directly in the
field employing a hand held gasoline powered drill with a 1" I.D. water cooled
diamond coring tool.

Samples were sliced into cores of standard lenght and remanence measurements
were made using the Digico Complete Resulls Rock magnetometer interfaced with a
Minc Computer. -

MMagnetic cleaning was carried out using both thermal and alternating field
techniques. Alternating field demagnetization of the samples was done with a Sc-
hoenstedt G.S.D.I. Geophysical Specimen Demagnetizer and thermal demagnetization
was carried out in with a Schonsted thermal demagnetizing unit.

The intensity of N.R.M. varied considerably but for all suites was very weak,

5 to 0.2 x lCl_6 emu c.c., with the commonest value 1 x 10-6

ranging from 8 x 107
emu c.C.

Hormalized demagnetization curves are figured (Fig. 1). Figure la illustrates
alternating field demagnetization and figure lb shows a normallzed thermal dema-
gnelization curve.

Standard end point curves (Fig. 2) seem to indicate that a stakle, single ma-

gnetic component has been isolated.

DISCUSSION AND CONCLUSTIONS

Although hematite is present in the samples, indeed it is part of the source
of the name, it does nol appear to play a significant role in the remanence,

The remanence is carried by a relatively loz coercitivity mineral, whose res-
ponse to alternating fields is in the range of that characteristic of the titan-
omagnetites. Thermal treatment too, seems to indicate that most samples are ess-
entially demagnetized by 500° (Fig. 1b). The limestones presumably carry organic
matter for during thermal demagnetization the samples are progressively bleach-
ed.

We suppose that the hematites may be in a finely divided, perhaps supra-para-
magnetic state. The distribution of the hematite suggests that it is of seconda-
ry origin., However as the hematite is not the agent responsikle for the remanen-
ce, we believe we may attribute the remanence to a detrita or biogenic titanoma-
gnetite, and so assume it to be of primary origin.

The ammonitico rosso formed during an carly diageneliec process in the upper
few centimeters of the sedimxnts (Jenkyns, 1974; Hudson and Coleman, 1278; Flmi,

1980). The interstitial zater of this sediment rich in caleile and aragonitc sh-
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ould have a pH ranging between 7.5 and 6.0 according to I.A.P. (Ion Activity Pr -
oduct) of these substances (Bathurst, 1976). The high initial Eh value decreased
rapidly as thx quantity of bxygen below the interface was rapidly reduced:
a) by the abundant Fe presumable coming from the tuff present in the area;
b) by the bacterial activity which destroyed most of the organic matter present

in the sediment forming C'O2 and decreasing 02.

The above processes can also explain the color variation of the ammonitico
rosso ranging from red to green, sometimes in the same nodule (Aubouin, 1966).
The value of thx pH (7.5 to 8.0) and the rapid decrease 6f the Eh in-the inters-
titial water af Lhese sediments can explain the preservation of the detrital or
biogenic magnetite (very slow rate of solubility) with the contemporaneous form-

ation of thx hematite. Figure 3 shows Lhe stability field of hxmatite in water.
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I VALORT EMATOLOGICI E LE CELLULE DEL SANGUE DI
SCYLIORHYNUS STELLARIS L.:VARIETA'DI FORME
E PRIME OSSERVAZIONI CITOZHIMICHE
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Grimaldil,Silvana D'Ippelito e Francesco

pella Corte)} presentata dal Socio Ordinario
Prof .Mario De Vincentiils

Adunanza del 23-7-1983

Riassunto

Sul sangue prelevato dall'aorta di otto Scyliorhynus stellaris vengono de

terminati: emoglobina (3,57 ¢g/100 ml) ;ematocrito (21,57%) ;globuli rossi
1(128500/mm3):g10buli bianchi {28687/mm3):MCV(1405 me);MCH (310,33 pg) iMCHC
(18,35%).C11 strisci di sangue non eparinizzato sono stati colorati con il May
Griinwald-Giemsa e con i metodi citochimici: perossidasi-benzidina sec.Lepehne
per l'emoglobina;sudan nero B ;PAS;alcian blu;safranina O;blu di toluidina;
mercurio bromofenclo blu‘e fast green per le proteine ricche in arginina e
lisina;adenosinatrifosfatasi;fosfatasi aicalina;fosfatasi acidajaliesterasi;
perossidasi sec.Graham—-Knolil.

Per la serielrossa vengono descritti: eritroblasti basofild(3,14%;%18,08 um),
eritroblasti acidofili (9,99%;¢% 22,74 % 15,18 um) ,eritrociti maturi(@28,46 x
18,04 pm). .

Per la serie bianca si descrivono: linfociti (46,39%;¢ 11,20 pm);plasmcci
ti (2,64%;9 15,7 x 14,05 pm);monociti (3,17%;@18,40 pm);granulociti neutrofili
tipo I (10,91%;¢ 18,71 Fm}e tipo IT (1,96%;0 lB,QBPm);qranulociti eosinofili
tipo I (33.11%;¢ 15,96 x 10,19 um) e tipo IT (1,82%;¢@ 16,83 pm) e trombociti
(7165/mm3;¢ 15,77 % 9,92 Pm).Sono presenti inoltre voche cellule problabilmente
blastiche ,tipo emocitoblasto,linfoblasto e mlielocita.

Abstract

On the blood taken from the conus arteriosus of eight specimens of Scyliorhy
nus stellaris L.,thé following hemétological values have been determined:
hemoglobin (3.57g/100 ml);hematocrite (21.57%);red cells (lZBSOO/mm3);leukocy
tes (28687/mm3):MCV (1405 pm3);MCH (310.33 pg);MCHC (18.35%).The smears have
been stained with hay Grinwald-Giemsa and with the following cytochemical me
thods:benzidine-peroxidase after Lepehne,for Hgb; sudan black B;PAS;alcian blue;

safranine O;toluidine blue;Hg-bromophenol blue;fast green for protein rich in
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arginine and lysine;adenosinetriphosphatase:alkaline phosphatase;acid phosphata
se;aliesterase; peroxidase after Graham-Knoll. The folidwing types of fed cells
have been described: basophllic erythroblasts (3.14%;¢ 16.08 Pm},acidophilic ery
throblasts (9.99%;@ 22.74 x 15.8 pm)and mature erythrocytes (28.46 x 18.04 pm) .
The followlng types of leukocytes have been described: lymphocytes(46.39%;@11,.20
Pm];plasmocytes (2.64%;15.7 x 14,05 jm) ;monocytes (3.17%;18.40 Pm);neutrophil;c
granulocytes type I(10.91%;@ 18.71 pm)and type II (1.96%;@ 18.98 Pm):ecsinophi
lic granulocytes type I (33.11%;@ 15.96 x 10.19 jm)and type II(1,82%;@ 16.83}nn]
and thrombocytes (7165/mm3;15.77 % 9.92 pm) .Some blast cells like the hemocyto

blasts,lymphoblasts and myelocytes have been described.

Introduzione e bibliografia
E' ben noto che ,molte,se non tutte le cellule del Vertebrati non-Mammiferi

e del Pesci in particolare ,sia rosse che bianche,completano la loro maturazione
nel sangue stessd (staccandosi dagli organi emolinfopoietici gid ai primi stadi
maturativi ed andando anche in mitosi.Con tale studio silcerca di identificare

i vari tipi di cellule circolanti sia rosse che bianche,con i metodi citochimici
oggi pil in uso soprattutto nell'ematologia umana.Tale studio segue ad altri sul
le torpedini e sullé razze (Pica et al,,1983;Grimaldi et al.,1983;D'Ippolito et
al.,1983).La maggior parte della bibliografia sulle cellule del sangue degli Ela
smobranchi & stata riportata nel lavori succitati; per tale motivo vengono ripor
tati qui solo i lavori pil significativi sul Galeomorphi e sugli Sgualomorphi,ma
nulla & stato trovato su Scyliorhynus stellaris. DRZEWINA (1911)in Scyllium catu
lus ,descrive i granulociti con fini e numerose granulazionidi colore arancio
con il metodo di Erlich ed altri con granuli meno acidofili dei precedenti.
GERZELI (1954) trova granuli PAS positivi nei trombociti,nei neutrofili e negli

eosinofili di Scyllium canicula che vengono digeriti completamente dall'amilasi

salivare nei primi due tipi cellulari. FEY (1965),in Scyllium canicula ,chiama
eterofilo il tipo pid abbondante di granulocita che contiene fini granuli e sem
bra corrispondzre al neutrofilo umano .FANGE et al.(1968,1980,1983),in Etmopterus

spinax ,Squalus acanthias e Scyllium canicula studiano la leucocitopoiesi e l'at

tivitd glucosidasica degli organi linfomieloidi e descrivono due tipi di eosino
fili,uno con granuli tondi ed uno con granuli sottili a bastoncello e tutte le
forme intermedie ,oltre a linfocitl in vari stadi maturativi;i granulociti entra
no in circolo a maturazione completa e nell'organo linfomieloide se ne trovano
in quantitd cento volte maggiore che nel sangue circolante;secondo gli AA.,una
gan parte di essi perde il contenuto dei granuli che forse riversa nel sangue

circolante.JOHANSSON-SJOBECK et al.(1976),in Prionace glauca,trovano i seguenti

valori ematologici e tipi cellulari: Ht 22,3%;Hb 5,79/100 ml;MCHC 25,7%;eritroci
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ti maturi e cellule blastiche,1infoéiti,trombociti,granulociti neutrofili ,eosi

nofili .Non riscontrano basofili,MORROW e PULSFORD (1980),in Scyllium canicula
descrivono al m.e.: linfociti,plasmociti,monociti,trombociti e quattro tipi di

granulociti.PULSFORD et al(1982),in Scyllium canicula ,nella m}lza al m.e. ,txo

vano pochl granulociti di tutti e quattro 1 tipi descritti da MORROW e PULSFORD
(1980) e linfociti,plasmoeiti,eritrociti in vari stadi di sviluppo ,trombociti
e macrofagi con residui di eritrociti nel citoplasma.MATTISSON et al.(1982)in

Etmopterus spinax ,nel tessuto linfomieloide descrivono :linfociti,plasmociti,

tre tipi di granulociti eterofill e granulociti eosinofili ;gquesti ultimi hanno
granuli sferici che non contengono core cristallino al m.e..La presenza di mono
citi viene ritenuta dubbia.Tutti gli esemplari adulti sono infestati da un ne

matode Proleptus obtusus.

Materiale e metodi

Sono stati utilizzati otto esemplari di Scyliorhynus stellaris L.dei quali:
3 adulti (800-1000g), 2 &d'e 1 g; 3 giovani (300-600 g) 2 Qg ed 1 o’e 2 df pic
coli(50-60 g);questi ultimi due’'sono stati trattati rispettivamente con 1.22 ml

e 0.72 ml di fitoemoagglutinina (PHA)per un totale di tre giorni e quindi sono
stati colchicinizzati con 0,22 mg di colchicina alle scopo di stimolare la pre
senza in circolo delle forme immature .Questi due esemplari non sono stati uti
lizzatl per 1la determinazione dei valori ematologici né delle formule leucocita
rie.Il sangue & statb prelevato dal cono arterioso degli animali anestetizzati
(MS222 Sandoz)e diluito con eparina per la determinazione dei valori ematologi
cl e senza eparina per gli strisci.Sono stati eseguiti: la conta dei globuli
rossi e bianchi in camera di Blirker ,l'emoglobina (Hb) al fotoﬁetro col metodo
alla cianmetaemoglobina,l'ematocrito (Ht).Gli strisci sono stati colorati con
il May Grlnwald-Giemsa (M.G.G.)e con perossidasi-benzidina sec.Lepehne (PEO-Hb)
(cfr.Undritz,1972),per 1’'Hb;sudan nero B sec.Lison (cfr.undritz,1972)per i lipi
di ;PAS sec.MCManus(1946) e Merker (1963) (cfr.undritz,1972),per i polisaccaridi
neutri,anche con precedente trattamento con amilasi salivarej;alcian blu a pH 1
e pH 2,5(cfr.Pearse,1968) ,per i polisaccaridi acidij;safranina 0(1:1000) (cfr.Lil
lie,1965)e blu di toluldina 1% (cfr.Undritz,1972),per la metacromasia;mercurio-
bromofenolo blu 0.1% (cfr.Pearse,1968) ed i1 fast green(cfr.Pearse,1968)per le
proteine ricche in arginina e lisina ed 1 seguenti metodi enzimatici: adenosina
trifosfatasi (ATPasi)sec.Vachstein(cfr.Heller,1972);fosfatasi alcalina(AL?)sec.

Loffler (cfr.Undritz,1972);:;perossidasi sec.Graham-Knoll (PEO) (efr.undritz,1972).

Risultati
Il valore medio di Hb & risultato di 3.57 g/100 ml + 0,12;1'Ht medio 21,57%+
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1, 65;1i1 numerc medio di globuli rossi lZBSOD/mm3i 17270;11 numero medio di globu
lli bianchi 2868?/mm3i 1850.La conta dei trombociti & stata eseguita come per le
.piastrine umane (metedo di Fonio) ed 11 loro numero medio & risultato‘di,TflGS/mm3
+ 132.05.11 volume'corpuscolare medio (MCV),la concentrazione emoglobinica media
(MCH) e la concentrazione emoglobinica corpuscolare media (MCHC) sono risultate

rispettivamente 41 1405 Fm3i 310,65,310,33pg + 21,92 e 18,35 + 1,83.

Cellule della serie rossa

Si riuniscono in guesta categoria tutte le cellule positive alla reazione per
1'Hb ,la cui intensitd di colorazione varia dal verde al giallo .Si distinguono
in progressione maturativa: eritroblasti basofili(Fig. 1) (3,14%+ 0,5 ;¥ 16,08
pm) ,di forma arrotondata,con citoplasma blu al M.G.G. e verde con la reazione
per 1'Hb;il nucleo & grande (19,15 pm),rotondo,con cromatina a maglie strette ,
nucleolo spesso visibile e frequentemente in mitosi ,soprattutto in profase(il
20% circa).Questi elementi presentano scarsa quantitd di Hb ed abbondanti ribo
nucleoproteine. Gli eritroblasti acidofili ,costituiscono la’ successiva tappa di
maturazione :la forma & ellissoidale guasi come l'eritrocita maturo,ma pid picco
lo (92,99% + 0,93;¢ 22,74 x 15,18 pm),il citoplasma & rosa pallido col M.G.G. e
glallo-verde con la reazlone per 1'Hb ;11 nucleo & rotondo o lievemente allunga
to (¢ 12,1 x 9,9 pm),la cromatina & disposta in grossi blocchi come nell'eritro
cita maturo ed il nucleolo & raramente visibile;1'B% di essi si presenta in pro
fase mitotica.Gli eritrociti maturl (Fig.l),di forma ellissoidale (@ 28,46 x
18,4 ym) si coloranc in rosa pallido con il M.G.G. ed in giallo con la reazione
per 1'Hb.In molti di essi ,il citoplasma presenta del picceoli vacuoli lipidici
perch2 positivi solo al sudan nero B; il nucleo & allungato con cromatina a den
si blocchi ed il nuciéolo non & osservabile.I metodi citochimici hannco dato ri
sultati negativi,eccetto quello di Brachet per le ribonucleoproteine, che ha da
to esito positivo negli‘eritroblasti,di pid nei basofili e menc negli acidofili.

Cellule della serie bianca

I linfociti (Fig.2) (36,39% + 0,41 nella formula ,sonc rotendi( @11,20 pm)
con scarsc citoplasma a contornc irregolare con vari microvilli ,lievemente ba
sofilo con il M.G.G.,si1 colora in azzurro.Alcuni linfeociti contengono piccole
granulazioni violette nel loro citoplasma . Il nuclec & grosso,rotondeggiante
con cromatina a densi blocchl e nucleolo non visibile.Lo scarso citoplasma appa
re lievemente positivo al PAS e le granulazioni,quando presenti, sonc lievemente
positive all'aliesterasi ed alla fosfatasi acida.

I monociti(3,17% + 1,0) hanno forma rotonda o lievemente allungata (18,32 x
18,48 pm) con nucleo reniforme o incurvato. Il citoplasma,pid esteso che nei lin
fociti ,risulta azzurro col M.G.G. e presenta spesso una finissima granulosita

del fondo ,debolmente violetta.Il nucleo ha cromatina a maglie larghe e non &
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|
visibile il nucleolo.Le finissime granulazioni sono debolmen:g‘positive al PAS
ed alla fosfatasi acida.

I plasmociti (Fig.6) (2,64%+ 0,59) hanno forma rotonda o un ﬁoco allungata |
(15,7 x 14,05 Pm) con citoplasma azzurro scuro al M.G.G. e con nucleo rotondeg
giante ,un pd eccentrico con la tipica struttura cromatinica azolle regolari.

I granulociti sono di due tipi ,neutrofili ed eosinofill.

Chiamiamo granulociti neutrofili tutti guelli che non sono colorabili col M.

5.G. e che risultano intensamente positivi alla aliesterasi. Di guesto tipo se

ne riconoscono due forme principali: la prima ,(Fig.2 e 3),la pil abbondante

(10,91% # 1,93 nella formula) & caratterizzata dalla presenza di granuli allunga

ti o a forma di chicco di riso che si colorano lievemente in rosa con il M.G.G..

Essi hanno forma rotonda (18,71 pm @) ed il nucleo generalmenté intero o lieve
mente inciso ,eccentrico.l granuli §rssentano positivitd non marcata al mercurio
bromofenolo blu ed all'ATPasi ;il citoplasma & invece debolwente positive al PAS
ed alla fosfatasi acida ed ha intensa positivitd all'aliesterasi.

11 secondo tipo di neutrofilo (Fig.2) ,presente in tutti gli animali anche se in

plccola guantita (1,96% + 0,87) ,si presenta arrotondato con dimensioni simili al
tipo I ma con citoplasma privo:dei granuli allungati di colore grigio-celeste
con 11 M.G.G. e con pochi piccoli granuli puntiformi blu-violetto.Il comportamen
to citochimico & sovrapponibile al tipo T.

I granulociti eosinofili si presentano anch'essi con due aspetti principali:
il primo (rig.2),il pid abbondante (33,11%+2,39) ha forma allungata {15,96 x
10,19 Pm),citoplasma scarso ,® completamente occupato da piccoli granuli tondi
rifrangenti,rosa col M.G.G.;il nucleo & grande ,allungato (11,80 x 8,80 Pm) con
cromatina a piccoli cromocentri e talvolta il nucleolo visibile.Questo tipo di
eosinofilo si riscontra in quantit3 relativamente abbondanta in tutti gli anima
1i .I granuli sono positivi al fast green il che rivela la presenza di proteine
ricche in arginina (cfr.Zucker-franklin et al.l981)ed inoltre presentano una de
bole positivitd al bromofenolo blu ed una intensa positivitd all'ATPasi ed il
fondo citoplasmatico & debolmente PAS positivo. Il secondo tipo di eosinofili
(Fig.4),8 raro (1,82%+0,71),& di forma arrotondata (16,83 um)e presenta il cito
plasma ricco di grossi granuli a bastoncello fortemente eosinofili cel M.G.G.
(giallo-arancio) e rifrangenti; il nucleo & per la maggioranza lobato,talvolta
solo con una profonda incisura j;non si osserva il nucleolo.Il comportamento ci
tochimico & sovrapponibile a quello del primo tipo con una maggiore positivita
dei granuli all'ATPasi . Oltre gueste due forme principali di eosinofili,sono
state osservate in tutti gli animali delle forme intermedie tra le due succitate

con nucleo polimorfo ,citoplasma abbondante e pieno di piccoli granuli tondi ca
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rosa con il M.G.G.,come nel primo tipo ; queste forme presentano lo stesso com
portamento citochiﬁibo dei primi due .Non sono state osservate mitosi di alcuno
del tipi di éranulociti e perclo si su@pone che la varietd di forme riscontrata
sia ascrivibile ad un diverso stadio maturativo

I trombociti (Fig.S)(ﬁlGS/mmJ),presentano forma allungata (15,77 = 9,92 Fm),
raramente a fuso ;il citbplasma di colore azzurro con il M.G.G.,non & molto ab
bondante e raccolto ai poli della cellula;in esso sono visibili pilccole granula
zioni .PAS positive e lievemente positive all3ATPasi e talvolta con un granulo
pid grande positivo all'aliesterasi. Il nucleo & allungato (12,32 x 7,61 pm} con
grossi cromocentri irregolari per forma e dimensioni e coﬁ nucleolo non visibile

Prohabili‘cellule blastiche

In tutti gli animali e ,prevalentemente nel due animali trattati con PHA,sono
tate riscontrate cellule di tipo blastico riconducibili prevalentemente a tre
tipi: Il tipo prima, somigliante all'emocitoblasto umano(Fig.7) & una grossa
cellula (25-30 Pm,circa)cdnrcitoplasma.intensamente basofilo,blu con il M.G.G.e
pironinofilo e con grosso nucleo in cui sono evidenti pid nucleoli. Tl seconio
tipo di cellula blastica somiglia.al linfoblasto umano: & piccolo con citoplasma
intensamente basofilo,blu con 11 M.G.G. e grosso nucleo che occupa quasi tutta
la cellula,a strutturé cromatinica non a reticole.Il terzo tipo di cellula bla
stica ,pill raro,non & facllmente classificabile: presenta citoplésma intensamen
te basofilo e plccole granulazioni rotonde talvolta di colore rosa col M.G.G.;
per il suo aspetto sarebbe omologabile al‘mielocita dei Mammiferi pur essendo

improprio tale termine in animali privi di midollo.

Discussione e conclusioni

Per la serie rossa si pud ritenere abbastanza sicuro il riconoscimento degli
eritroblasti basofili e di quelli acidofili, anche in base al magglor contenuto
in ribonucleoproteine dei basofili,nonché per le mitosl presentl tra loro;per
cui si pud concludere che gli eritrociti diventano completamente maturi in cir
colo. .

Per quanto riguarda i linfociti,plasmociti,monociti e trombociti non vi sono
diversita nd di aspetto nd di comportamento citochimico rispetto a quelli delle
torpedini (Pica et al.l983;Grimaldi et al.l983) n2 delle razze(D'Ippclito et al.
1983) ed i1 datli numerici concordano anche con le altre specie di Scyllium(Morrow
e Pulsford 1980) .

Per guanto riguarda i granulociti,l'osservazione di pild aspetti sia per i neu
trofili che per gli-eosinofili 2 nuova rispetto alle due specie di Elasmobranchi
ora citate ,ma concorda con quanto osservato da Fidnge et al. (1983)negli organi

linfomieloidi di Scyllium caniculain cui sono presenti due tipi principali d4i

eosinofili e numercse forme immature.Questa osservazione porta aritenere che la

maturazione di tali granulociti avviene in circolo,mentre Finge et al.(1983'so
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stengono che i granulociti passano nel sangue a maturazione dompieta.La presenza
del secondo tipc di neutrofilo con citoplasma grogio,contenente piccoli granuli
azzurrofili potrebbe essere dovuta ad uno svuotamento dei granuli achicco di ri
so del tipo I. Granulociti neutrofili degranulati sono stati descritti;infatti,
anclie da Finge et a¥.(1983) e tall AA.ipotizzano il loro svuotamento in circelo.
1n conclusione si ritiene che altre indagini citochimiche siano necessarie

per meglio caratterizzare sia le forme immature blastiche sia le forme immature
dei granulociti del sangue circolante e degli organi emolinfopoietici per meglio
comprendere il ciclo vitale di tali cellule. Resta molto probabile la netta sepa
razione tra neutrofili ed eosinofili,non solo per 1 caratteri morfelogici e tin
oriali ma soprattutto per i risultati con il metodo all'ATPasi e con guello al
Fast green entrambi positivi soltanto negli eosinofili come nelle torpedini

{cfr.Grimaldi et al.,1983) e per lontana omologia anche nell'uomo (cfr.Heller,

1972).
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RIASSUNTO

Sono state esaminate le forme multiple molecolari dell'enzima d-naftileste
rasi nella ghiandola digestiva dei seguenti Bivalvi: Venus ﬁerrucosg, Callista
chione, Tapes decussatus, Venerupis aurea e Chamaelea gallina, mediante iscele-
ctrofocusing su strate sottile. Si ritiene che 'in gqueste specie siano presenti
forme multiple molecolari di tipo carbossilesterasico, arilesterasico e coline-
sterasico in base alla loro sensibilita differenziale nei confronti dei diversi
inibitori. Solo in V. aurea non sono state evidenziate arilesterasi

Da un'analisi comparativa dei patterns elettroforetici delle singole
cie si evince che alcune forme molecolari-esterasiche hanno punti isoelettrici
simili, altre possiedono anche un comportamento simile nei confronti degli ini-
bitori. Da questo puntoc di vista vengono discusse le possibili affinitd filoge-

netiche tra dette specie.

spe-

ABSTRACT

The esterase molecular forms in the digestive gland of the Bivalves Venus
verrucosa, Callista chione, Tapes decussatus, Venerupis aurea and Chamaelea gal-
lina were examined by thin-layer electrofocusing.The sensibility to various in-
hibitors allows the hypothesis that in these‘species there are carboxylesterases
arylesterase-, and cholinesterase-like molecular forms, except for V. aurea,whe

re arylesterases are lacking.
A comparative analysis of the species patterns shows that some esterase mo

lecular forms have similar isoelectric points,‘while some have also similar sen
sibility to inhibitors. On this base,both possible phylogenetic affinities among
these species are discussed.

INTRODUCTION

Among the Bivalvia, Venerids represent an important and species rich fami-
1y of worldwide distribution. They are generally found in sandy bottoms of the
infralittoral zone (Purchon, 1978). The sistematic affinigies among the various
subfamilies are not completely clear, though they began to diverge simultaneou-

sly in the late mesozoic (Moore, 1969) . So far the characters considered for ta

xonomic purposes are exclusively morphological, mainly the shape and structure

of the shell (Malatesta, 1974).

To our knowledge, enzymological studies on the internal organs are not ava

ilable, while, in other groups, they have significantly contributed to the know

(*) Istituto e Museo di Zoologia, Facoltd di Scienze Universita i) Napoli,
Via Mezzocannone, 8, 80134 Napoli, Italia.
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ledge of phylogenetic affinities in many animal and plant phyla.

The scope of this paper is to study the electrophoretic pattern of the e-
sterases extracted from various tissuves of several species belonging to differe
nt subfamilies of Venerids. In fact, investigations carried ocut both on inver-
tebrates and vertéebrates, show that the molecular forms of this complex enzyme
have, within certain limits, a similar pattern in related species. These affi-
nities allowed same authors to suggest possible phylogenetic trees (Moss,1979;

Markert and Moller, 1959; Masters and Holmes, 1974).

MATERIALS AND METHODS

Animals: Adult, sexually mature specimens of the Venerids Venus (Venus)

verrucosa L., Callista (Callista) chione L., Tapes (Ruditapes) decussatus L.,

Venerupis (Venerupis) aurea Gmelin, Chamaelea (Chamaelea) gallina L., were

collected in the gqulf of Naples and kept for 72 h in acguaria with running sea
water at about 15°C. The foot, the mantle, the digestive gland and the gonads
were separated from groups of 15 specimens for each species. Each organ was in
dividually omogenized in distiilated water (100 mg fresh tissue/ml). The omoge
nates were then centrifuged at 4°C and 100.000 g for 1h. The supernatants were
then diluted in order to obtain an identical final concentration of proteins
(5mg/ml) previously determined according to Lowry et al. (1951). Aliquots of
supernatants thus obtained were utilized for esterase separation by means of iso

electrofocusing.

Thin-layer electrofocusing: Iscelectrofocusing was carried out according

to Bours (1971) on thin-layer plates (16x23 cm; 1.5mm in tickness). The gel of
5% acrylamide contained 2% ampholine carrier (LKB, Sweden). Three ampholine ha
ving respectively 3.5-5, 5-7, 7-9 pH ranges, were mixed in equal proportions
to get the 3.5-9.0 pH range.

Samples (20 ul of supernatants) were adsorbed on fiberglass paper rectan-
gles (3x10 mm, Whatman GF/A) and applied on the gels. The distance between the
electrodes was 8 cm. Isoelectric focuslg was run for 16h at 4°C, with a const-
ant potential difference of 100 V and an initial current of & mA decreasing to
0.9 mA at the end of each run. After each experiment the pH gradient was measu
red on the plates using a Beckman flat membrane electrode (cod. N. 39507). In
any case, a solution containing 12 proteins with known isoelectric point (pI)
and in the range of 3-10 was run in parallel with the samples (Isoelectric fo-
cusing calibration kit, Pharmacla, Sweden). Sample migration on the plates re-
sulted congruent with the pH values determined (by means of the electrode) and
with the pI of these proteins. Before incubation, the plates were dipped for
10 min at 37°C. in 8 mM Tris-HCl buffer pH 7.4, to eliminate the ampholines and

then incubated for 30 min. at 37°C in a medium formed by 8 mM Tris-HCl contai-



383

ning 0.003% fast blue RR salt and 0.002% substratum (o-naphtylacetate) predis-
solved in a small amount o{ acetone. After incubation the gels were rinsed in
running tap water and then fixed_in 5% methanol in water. When inhibitors were
used, they were dissolved both in the rinsing and incubation media. The inhibi
tors utilized were the following organéphosphoric compounds: diisopropylfluoro
phosphate (DFP) 10~4m, diethyl p~ nitrophenylphosphate {E 600) 1074M, as well

as eserine 107°M.

RESULTS

Among the various tested tissues, the enzime is present mainly in the di-
gestive gland and, in a limited amount, in the gonads. The digestive gland is
a good source of esterases which, by electrofocusing, gives a pattern composed
of a discrete number of molecular forms. The results obtained from the digesti
ve gland of the different species are summarized in Tab..1.

Chamaelea gallina. Esterases resolved always into five molecular forms wi

th the following pI: 5.8, 6.0, 6.2, 6.6, 7.0 respectively. Three of them are
inhikited by DFP and by.E 600 (pI: 5.8, 6.0, 7.0), but not by eserine, and hen-
ce, according to the classification of Masters and Holmes (1974), they should
considered as carboxylesterases. The molecular form with 6.2 pI is inhibited
by DFP, but not by the other two inhibitors, therefore it can be considered as
arylesterase. Finally, the molecular form with 6.6 pI, resistent to the three
inhibitors, is to be considered as a cholinesterase.

Venus verrucosa. Esterases have a typical pattern composed by seven mole-

cular forms with the following pI: 5.4, 6.0, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.8 . Among
them, only the molecular form with 5.4 pI correspends to a carboxylesterase.
The molecular forms with 6.4 and 7.0 pl appear as arylesterases, whereas the
remaining four (pI: 6.0, 6.6, 6.8, 7.8) could be cholinesterases.

Callista chione. There are eight molecular forms with the following pl:

5.8, 6.0,6.2, 6.4, 7.0, 7.2, 7.6, 7.9 respectively. Four appear as carboxyles-
terases (pI: 6.4, 7.2, 7.6, 7.9); two as arylesterases (pI: 5.8,6.0) and two

as cholinesterases (pI: 6.2, 7.0).

Tapes decussatus. Eight molecular forms are present with the following pI:

5.8, 6.0, 6.2, 6.4, 6.8, 7.6, 7.8, 7.9 . One would be an arylesterase (5.8 pI),
two cholinesterases (pI: 6.4, 6.8), the others being carboxylesterases.

Venerupis aurea. The typical electrophoretic pattern shows eight molecular

forms with the following pI: 6.2, 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.2, 7.6, 7.8. Four (pI:
6.2, 6.6, 7.2, 7.6) are carboxylesterases, while the other four (pI: 6.4, 6.8,

7.0, 7.8) are cholinesterases. In this species no arylesterases were observed.
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DISCUSSION

The investigation on the esterases of some Venerids from the gulf of Na-
ples shows that this enzyme is present mostly in the digestive gland and re-
soleves, by electrofocusing, into several molecular forms differing both in
pI and in thelir possible physiological characteristics according t6 species
(Tab. 1). A comparative analysis of the data is hampered by the fact that mo
lecular forms with similar pI in the differentlspecies very often have a dif-
ferent sensibility to the tested inhibitors and, therefore, differ from each
other in their possible physiological role. As a first instance, if one takes
into account only the pI cf the various molecular forms, a greater similarity

can be observed between the patterns of C. chione and T. decussatus. V. aurea,

in turn, shows several molecular forms (five) with a pI similar to that of T.

decussatus, C. chione and V. verrucosa. The similarities between the patterns

of C. gallina and of the remaining species are, on the contrary, less marked.
It must be pointed out that the systematic implications of our results are on
ly indicative, since more enzyme forms should be investigated to get enough
informations of a phylogenetic tree. .

Keeping in mind these limitations some observations can be drawn. Our 4z
ta do not completely agree with what is reported in literature about the affi
nities established among the different species on the basis of shell morpholo
gy. In fact, according to our results there is an affinity between T. decussa-
tus and C. chione, despite morphological considerations have placed them in
different subfamilies. The same is true for the remarkable biochemical affini

ties among V. aurea, C. chione, and V. verrucosa. This can be explained by

the consideration that the esterases of the digestive apparatus have different
patterns according to the animal dietary habits, which probably influences the
various molecular forms and, particularly, their catélitical functions (Oxford
and Fish, 1979; Bunting and van Embden, 1981). This could also explain the ob-
servations that, in unrelated species, enzymatic molecular forms with similar
pI seem to have different functions.

Correlating the pIl of esterases with their sensibility to different inhi-

bitors, it is possible to suggest other affinity patternms. in fact according to

our data V. aurea and T. decussatus (subfamily Tapetinae) have four common mo-

lecular forms (carboxylesterases with pI: 6.2, 6.4, 7.4, 7.6). V. aurea and C.
chione have also three common molecular forms of carboxylesterases (pI: 7.0,

7.2, 7.6), whereas C. chione and T. decussatus posses three other common mole=
cular forms of carboxylesterases (pI: 5.8, 7.6, 7.8). Unfortunately, on the ba
se of available information, although the species investigated live in very si
milar environments, very little is known about their feeding habits and digesti

ve mechanisms. Therefore, conclusions on the functional role of the esterases
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present in the digestive apparatus are extremely difficult to draw.

V. aurea and T. decussatus, both belonging to the subfamily of the Tapetinae,
show stricter affinities. They alsoc form mixed populations in the sama environ
ment (Ansell, 1961). In fact, up tc recently, Tapes and Venerupis were conside
red congeneric. '

As far as phylogenetic affinities among Venerids are concerned, Ansell(1961),
on the basis of physiclogical and morphological consideraticns, regards Ealli=

sta as a less specialized genus, and Venus and Venerupis as more specialized o

nes and of more recent origin. According to our. observations, there is a strict
affinity, from the biochemical point of view, between the two subfamilies of
Pitarinae and Tapetinae.

Moreover, our observations agree with present views about the phylcgenesis
of Venerids, i.e. that the subfamily of the Pitarinae and that of the Tapeti-
nae diverged rather early from the family of Venerids in the lower Cretaceous
(Moore, 196%).

Our results do not entirely f£it with the views of Ansell (1961), as V.
verriicosa shows a pattern rather different from those of V. aurea and T. de~
cussatus . Nevertheless, this biochemical difference between V. verrucosa on one side and V.

aurea and'T. decussatus on the other, might not reflect true phylogentic affinities between

Venerinae and Tapetinae.
Acecording to Purchon (1978), there are among Lamellibrancs different me-

chanisms of ciliary sorting and of rejection of certain types of food particles.
If this variety of feeding mechanims applyes also to our material, then it mi-
ght contribute to explain the observed different patterns of esterases enzymes.

Acknowledgements. We thank Prof. V. Botte and the colleque G.C. Carrada for
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RIASSUNTO

. E' stato elaborato un metodo di purificazione che consente di isolare RiAasi e poli(ADPR)
sintetasi da nuclei di cellule Hela. E' stato dimostrato che 1a poli(ADPR)sintetasi cosi puri-
ficata € in grado di ADP-ribosilare RMNAasi in vitro. Dopo incubazione di nuclei con MC—HAD 51
osserva una inattivazione della RNAasi endogena e questa, dopo purificazione del miscuglio dy

incubazione, risulta ADP-ribosilata.

SUMMARY

A procedure has been worked out for the purification of RNAase and poly(ADPR)synthetase
from Hela cells nuclei, It has been shown that the purified poly(ADPR)synthetase is able to
effect in vitro ADP-ribosylation of RNAases. Following incubation of nuclei with lqc—NAD an
inactivation of endogenous RNAase is observed, and after purification from the incubation mi«-

ture the RNAase is shown to be ADP-ribosylated.

INTRODUCTION

Among the mechanisms of covalent modification of proteins, such as methylation and phospho
rylation, is included the ADP-ribosylation reaction (1), catalysed by poly(ADPR)synthetase, an
enzyme which adds ADPR units, removed from NAD+. to a variety of acceptor proteins, with forma-
tion of a homopolymer (2-4). Its activity has been correlated with a number of cellular func
tions, such as DNA synthesis (5), DNA repair (6), gene expression (7).

It has been shown that the major acceptors of ADPR residues are nuclear chromosomal pro-
teins, both histone (8) and non-histone (9) proteins. A special interest is presented when tre
ADPR acceptor protein is an enzyme molecule, given the possibility of implications of a reguia-
tion of activity following its chemical modifications. An example of such a situation is

Elongation Factar 2 (EF-2) which is inhibited following ADP-ribosylation by fragment A of di -

teria toxin, which is endowed with poly(ADPR)synthetase activity; as a result, protein synthesis

is blocked (10). Recent reports on activation of DNA ligase II by ADP-ribosyiation, in L 121

Tlstituto di Chimica Organica e Biologica, Via lezzocannone 16 - 80134 Napoli
‘lstituto di Biochimica Cellulare e Molecolare, Via Pansini 5 - 80131 Napol:
JCattedra di Biochimica della Facolts di “edicina Veterinaria, Via Delpino ! - 80137 Napoli.



390

mouse cells (11), appear to give more favour to the hypothesis of ADP-ribesylation being impli-
cated in DNA repair. A Ca2+, ng+—dependent endonuclease from rat liver nuclei has also been
reported to be inhibited, in vitro, by ADP-ribosylation; this mechanism could be connected with
a possible control of DNA synthesis (12). ) '

Research in our laboratory has shown that incubation of some RNAases (bovine pancreatic
RNAase A, seminal RNAase, etc.) with poly(ADPR)synthetase and NaD" Teads to ADP-ribosylation of
the nucleases and to their partial inactivation (13). Similar results have been obtained on in-
cubation of intact nuclei of bull seminal vesicles {where an appreciable level of both RNAase
and poly(ADPR)synthetase exists) with MC-NAD+; ADP-ribosylated RNAase was isolated and charac-
terised.

A number of authors have linked, both in prokaryotes and in eukaryotes, the activity of
some RNAases to the phaenomenon of maturation, inside the nucleus, of cytoplasmic RNA's precur-
sors (14-16). Saha and Schlessinger have described an RNAase from Hela cells nuclei which is
preferentially active on double stranded RNA, and could be connected with RNA's maturation (17).

Given the observations on the possible medulation of activity of enzymes, nucleases among
them, by ADP-ribosylation, we have been led to investigate on the r{bonuclease(s) of Hela

cells nuclei. The results of our studies are the object of this communication.

MATERIALS AND METHODS
Nicotinamide (U—]QC)-adenine dinucleotide (280 mCi/mMole) was obtained from the Radiochemi-

cal Center, Amersham. UTP-agarose, pancreatic RNAase A, dithiothreitel (DTT), pheny1-methylsul-
fonyl fluoride (PMSF), cytidine 2',3'-cyclic monophosphate, adenosine 5'~diphospho-ribose
{ADPR), were products of Sigma. Hydroxyapatite was from Biorad and polyA-polyU from Miles Labo-
ratory. Silica gel plates, cm 20x20, were purchased from Merck, Darmstadt.

Hela S-3 cells were grown asyncronously at 37°C using as a culture medium Eagle Media plus
newborn calf serum of Flow laboratories.

Purification of the native nuclear RNAase was effected starting from 315x106 cells, Nuclei
were prepared according te Saha and Schlessinger (17); RNAase and poly(ADPR)synthetase were ex-
tracted, starting from homogenisation (Potter) for 30 sec at top speed in the presence of 50 mh
Tris-HC1 buffer pH 7.5 containing 10 m! EDTA, 14 ml! B-mercaptoethanol, 5 mM HaF, 0.2 mM PMSF,
10% glycerol (Buffer A) plus 0.5 M KC1. After centrifugation at 18,000 rpm for 60 min, the su-
pernatant was taken to a column of hydroxyapatite; elution was effected first by Buffer A which
was followed by a solution (Buffer B) composed of 0.5 M K phosphate pH 7.5 containing 14 mM
g-mercaptoethanol, 5 mM NaF, 0.2 mM PMSF, 10% glycerol, with addition of 0.5 M HC1. RNAase
elution from the affinity chromatography column of UTP-agarose was effected, after a first
elution with 0.025 M piperazine-HC1 buffer pH 5.3, by 0.25 M Na phosphate buffer pH 5.25.

RNAase activity was determined by the procedure of Shortman (18) or Kunitz (19) with yeast
RNA as a substrate, by the procedure of Richards (20) with cyclic CMP, and by the procedure of
Floridi (21) with polyA-polyU. In the course of purification RNAase was assayed by the method
of Shortman (18). Protein content was estimated according to Bensodoun (22). Poly(ADPR)synthe-

tase was determined in a reaction mixture containing 80 mM Tris-HC1 buffer pH 8.0, & mM DTT,
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16 mM MgC]z, 1.5 utt ]4E-NAD and a-given amount of enzyme (5-10 ul) in a total volume of 125 ul.
Incubation was effected at 25°C for 5 min and was terminated by precipitation with 25% TCA
(v/v). Enzymatic activity was measured on the basis of radjoactivity incorporated into the TCA-
-precipitable fraction, measured with a Beckman LS 8100 liquid scintillation spectrometer, One
unit of enzyme is taken as the incorporation of 1 nmole NAD+ into the TCA-insoluble fraction in
one min at 25°C. For convenience, activity is expressed as mU.

When incubation was effected with varying concentrations of RNAase A, the same conditions
as above were followed, with addition of a constant amount (0.47 mU) of poly(ADPR)synthetase
partially purified on hydroxyapatite.

When poly(ADPR)synthetase and RNAase activities were studied as a function of time, intact
nuclei from ZEUxTUE cells were utilised. The incubation mixture was effected following the con-
ditions described for determination of poly(ADPR)synthetase activity, in the presence of 4.18
nmoles 14C—NAD+ and in a final volume of 11 ml. At the chosen times definite samples were with-
drawn from the incubation mixture and after a quick homogenization (Patter),an aliquot (20 ul)
was utilised for determination of radioactivity into the TCA-precipitable fraction;on another
aliquot (300 pl) RNAase activity was measured according to Shortman (18) with yeast RNA as a
substrate. '

For isolation and purification of ADP-ribosylated RNAase, 146 x 106 cells were utilised,
The isolated nuclei were inéubated with 14C—NAD in the same conditions as above, and purifica
tion was performed according to the procedure followed for the native enzyme.

Thin-layer chromatography on silica-gel of ADP-ribosylated RMAase was performed analysing
an aliquot (4000 cpm) eluted from UTP-agarose after.incubation in 0.1 N KOH for 2 hrs at 0°C,

utilising a solvent composed of isobutyric acid, NH40H: Hzo (66:1:33).

RESULTS
1. RNAase purification from HeLa cells nuclei.

Extraction of nuclei from 315 x 106 cells by 0.5 M KC1 has afforded an almost quantitative

recovery both of RNAase (0.37 U; 6.1!‘.)-3 U/mg) and poly(ADPR)synthetase (386 mU; 6.43 mU/mg)
activities of nuclei. Application of the 0.5 M KC1 extract on a column of hydroxyapatite follo-
wed elution by buffer A (see under !Materials and Methods) resulted in an RNAase peak (0.37 U;
7.I0_3 U/mg) excluded at the Vo value, while on elution with buffer B another peak was obtained,
containing poly(ADPR)synthetase (283 mU, 52 mU/mg) in a partially purified state (Fig. 1).

The RNAase peak was further purified by affinity chromatography on UTP-agarose; elution with
phosphate buffer yielded a peak which contained more than 90% of enzyme originally present in

the nuclei (Fig. 2),more than 100 times purified.

2. Substrate specificity of RNAase
The Table shows the results obtained when the RNAase fraction eluted from UTP-agarose is as-

sayed with yeast RNA, cyclic cytidylic acid or polyA-polyU as substrates in separate experiments.
From these results the enzyme appears to exhibit a preferential activity on the cyclic nucleotide

and the double-stranded substrate,which are followed, at a much Tower level, by yeast RHA.
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Flow diagram of Hela cells nuclei RNAase and pApase purification.

Nuclei

0.5 M KC1 extract
(60 mg protein)
RNAase,0.37 U, 6107 U/mg
pApase,386 mU, 6.4 mU/mg

Hydrox%apatite
v ¥
1st peak 2nd peak
(54 mg protein) (5.4 mg protein)
RNAase 0.37 U pApase 283 mU
-3
7x10 © U/mg 52 mU/mg

|

UTP-Agarose
{0.32 mg protein
RNAase 0.34 U

1.0 U/mg
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Table - Specific Activity of RMNAase from HelLa cells nuclei on different substrates.

Substrate Specific Act'lvityt
Yeast RNA '0.84
Cyclic 2',3'CMP 3.30
PolyA-polyl 4.16

*For each substrate, activity values are expressed on the basis of specific activity
of RNAase A = 100.

3.In vitro ADP-ribosylation of RNAases

For these experiments the poly(ADPR)synthetase partially purified from HeLa cells nuclei
(see under Materials and Methods) was utilised, with bovine pancreatic RNAase A which has shown
to be, in vitro, a good acceptor of ADPR.

Fig. 3 shows the results obtained with incubation mixtures containing fixed amounts both
of poly(ADPR)synthetase-and of ]4C—NAD, and increasing amounts of RNAase. It can be seen that

at low RNAase concentrations no significative increase of MC-NAD incorporation is observed

2.000r :

—~ 1,600}
=
(=5
(=)
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=
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Fig. 3. Poly(ADPR)synthetase activity as a function of increasing concentrations of bovine
pancreatic RNAase A.
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into the TCA-precipitable fraction, due to ADP-ribosylation; with increasing RNAase A concen-
trations incorporation results, which reaches a maximum with 10 gr RNAase A. On further increa
se of RNAase concentration, a decline of incorporation results until the starting values are
reached. This last phaenomenon is probably to explain as an inhibition, by the RNAase itself,

of poly(ADPR)synthetase.

4, ADP-ribosylation of endogenous RNAase.
The finding of the presence both of poly(ADPR)synthetase and of RNAase in Hela cells nuclei

has made it possible to make a study on ADP-ribosylation of the endogenous RNAase of such nu-
clei, Experiments of incubation of isolated, whole nuclei with 14C~NAD+ have been performed,

in which labeling of the TCA-precipitable fraction was determined, as well as RNAase activity,
as a function of time. Fig.4 shows how a progressive increase of ]4C-NAD+ incorporation into the
TCA-precipitable is observed with the passing of time, which is accompanied by inhibition of
RNAase activity, that is maximal at 10 min incubation (60% inhibition). On further increase of
incubation time, while radicactivity incorporation remains almost unchanged, RNAase activity

rises to reach again the original values.
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Fig. 4. Time course of RNAase and poly(ADPR)synthetase. Experimental conditions as described
under Materials and Methods.

5. Purification and characterization of ADP-ribosylated RNAase.

After incubation of whole, intact nuclei with 1qC-NAD and extraction by 0.5 M KC1 (the
TCA-precipitable fraction counts 260,000 cpm) the modified RNAase was purified according to

the procedure described for the native enzyme.
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Affinity chromatography on UTP-agarose yields, at the void volume, a peak to which a high
level of radioactivity is bound (204,000 cpm) with no RNAase activity; this is easily explained
as given.by several nuclear proteins which are known to be ADPR acceptors (e.g., histones). The
second peak (0.9 mg protein), which contains RMAase, has a significative radiocactivity, 20,800
cpm (Fig. 5).

An aliquot (4,000 cpm) of the RNAase
peak was hydrolysed by alkali (see under iHa

terials and Methods);after deproteinisation

it was analysed by thin-layer chromnatogra

phy on silica gel. In this way it was seen

that the original radioactivity was Jloca- Eujoo, |

lised in correspondence of free ADPR, as g ool e g u
shown by the position of standard ADPR, §o.4oo :" 7: 14.000 :;;
analysed alone and in mixture with the E 2300 | | s
experimental sample. This furnished fur- gugou. K ) o g
ther evidence that radicactivity of the é ol {20 =
RNAase peak was due to ADPR, and that the * N 2.000 g
original substance was in fact ADP-ribo- W 20 30 40 50 80 70

FRACTION SUMAER
sylated RNAase. A

Fig.5. UTP-agarose affinity chromatoqraphy on
column (em 1.0 x 5) of the RNAase fracticn eluted
from hydroxyapatite, from an incubation mixture
of nuclei and 'C-NAD*. See under Materials and
Methods for the elution procedure. Flow rate, 20
ml/hr - 1 ml/fraction.

CONCLUSIONS

By the purification procedure worked out for RNAase starting from HelLa cells nuclei it has
been possible to obtain by hydroxyapatite chromatography, a partially purified preparation of
poly(ADPR)synthetase, which was utilised in the ADP-ribosylation experiments.

The RNAase isolated by UTP-agarose affinity chromatography shows a greater affinity for the
double-stranded substrate (polyA-polyll) and for the cyclic nucleotide, cCPM, as compared to
yeast RNA. On the other hand, the observed inhibition of endogenous RNAase of Hela cells nuclei
by ADP-ribosylation following incubation with NAD+, makes it possible to advance the hypothesis
that suchamechanism could represent an effective regulatory system for the RNAase activity of
nuclei. There are, as already quoted, a number of observations which relate RNAase activities
in the eukaryotic nuclei with the process of maturation of the different nuclear RNA precursors,
prior to dislocation to the cytoplasm (14,15,16). In particular, much relevance has been given
to the existence of RNAases, characterised by a specific affinity for double stranded regions
of RNA, such as those occurring in the RNA precursors of nuclei (23).

Saha and Schlessinger have described an RNAase of Hela cells nuclei, active on double stran
ded RNA (17), a result which is in line with the properties of the enzyme we obtain from UTP-

-agarose affinity chromatography. The same authors have furthermore found two different RNAases
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in HeLa cells nuclef.Our procedure of purification has not allowed such a differentiation; it
is therefore possible that the RMAase we obtain from the affinity chromatagraphy is in fact a
mixture of the two RNAases of Saha and Schlessinger. Should such a possibility be verified, it
will be interesting to assess whether one or both RNAases are modified by ADP-ribosylation. At
any rate, in the present state of our research it appears in our opinion, as already stated,
that isolation of an ADP-ribosylated RNAase from Hela cells nuclei makes it possible to envi-

sage a close correlation between this kind of ehzyme modification and relevant nuclear func-

tions, such as RNA maturation.
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RIASSUNTO
In presenza di poli(ADPR)sintetasi, & stata osservata in vitro 1:ADP—ribosi1azione di ribo

nucleasi di varie specie di mammiferi. Lo spettro u.v. della ADPR-RNAasi seminale bovina, iso-
Jata allo stato purificato, mostra caratteristiche nell'assorbimento tipiche della forma modi-

ficata dell'enzima. La stabilita del legame ADPR-RNAasi seminale & stata determinata in varie

condizioni sperimentali.

SUMMARY
ADP-ribosylation of various mammalian RNAases has been observed in vitro. The u.v. spec-

trum of ADP-ribosylated seminal RNAase, after extensive purification, shows absorbance charac
teristics which are typical of the enzyme modified derivative. Stability of the covalent bond

between ADP-ribose and seminal RNAase has been determined in a number of experimental condi-

tions.

INTRODUCTION
The importance of ADP-ribosylation reactions, catalysed by poly(ADPR)synthetase, an enzyme

with nuclear localization, is widely acknowledged (1). 1t has been shown that the major ADPR
acceptors are nuclear proteins, mainly histones (2-4) and non-histone chromosomal proteins
(5,6). Instances are alsa known, in which the acceptors are represented by enzyme proteins
(7,8); these modifications can be the Easis of an interesting regulation mechanism of enzyme
activity. This has been shown for a ca?t, ng+-dependent endonuclease from rat liver (9) which
is inactivated by ADP-ribosylation, an effect which can be connected to a control of DNA syn-
thesis. In the present work ADP-ribosylation of a number of RNAases has been investigated,
after incubation of the enzymes with poly(ADPR)synthetase and nant. An appreciable level of
ADP-ribosylation has been found in bull seminal RNAase, an enzyme quite similar to the homo-

logous pancreas RNAase, and which has been subjected to intensive study in this laboratory (10),

Istituto di Chimica Organica e Biologica, Via Mezzocannone 16 -80134 Napoli.
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including the determination of aminoacid sequence (11). This investigation is part of a research
pregram, aimed at the identification of the aminoacid residue(s) directly modified by ADP-ribo-

sylation in seminal RNAase.

MATERIALS AND METHODS

Nicotinamide {U-'%C)adenine dinucleotide, 280 mCi/mMole, was 2 preduct from the Radiochemi-
cal Center, Amersham (England). Bovine pancreatic RNAase A (type XII}, UTP-Agarose, NAD+, calf
thymus histones were purchased from Siama. Sheep and pig pancreatic RNAases were kindly provi-
ded, as pure proteins, by Prof, J.J.Beintema, Laboratory of Biochemistry, University of Gronin-
gen (The Netherlands). Bull seminal RNfase was generously purified and provided by Dr. R. De
Prisco of our laboratory, according to a described procedure (12). The aminoethylated derivati-
ve of the monomer from seminal RNAase was prepared according to (13).

Poly(ADPR)synthetase, partially purified from bull testis (fraction from hydroxyapatite),
was prepared following the procedure utilised for the same enzyme from Hela cells nuclei (14)
Assay of the enzyme activity was effected in an incubation mixture containing in a final volume
of 125 ul, 80 mi Tris-HC1 buffer pH 8.0, 8 mH DTT, 4 mM NaF, 6 pg calf thymus DNA, 10 ug calf
thymus histenes, a mixture of 90 pmoles MC-NAD+ and 12.5 nmoles cold NAD+, and a determined
amount of enzyme (10-20 ug protein, in 5-10 pl). After 5 min at 25°C the reaction is stopped
by addition of 125 pl 25¢ TCA. Radioactivity of the TCA-precipitated fraction is determined by
a liguid scintillation counter Beckman LS 8100, Units of enzyme activity are according to Tso-

panakis et al. (15); for convenience activity is expressed as milliunits (mU).

Poly(ADP-ribose)synthetase assay in the presence of the various RNAases tested (see Table
1) were performed in the conditions just described, with the addition of 0.4 nmoles RNAase and
the omission of histones; incubation was at 25°C for 15 min. The same conditions were also fol
lowed for the experiments in which ]4C-NAD+ incorperation into TCA-insocluble fractions was stu
died as a function of increasing concentrations (up to 1.8 nmoles) of the various RNAases.
Affinity. chromatography on UTP-Agarcse was effected using 0.025 M piperazine-HC1 buffer pH
7.0 as eluant at the start, with successive substitution for 0.25 M K phosphate buffer pH
7.0. A Cary 118 spectrophotometer was utilised for determination of u.v. spectra of seminal
RiAase (1 wg/ml) and its ADP-ribosylated derivative (1 mg/ml).
For tests on linkages' stability, aliquots of ADPR-RNAase were utilised, previously dialy-
sed and lyophylised, corresponding to 1,000 cpm; the experimentz] conditions described in the

legend to Fig. 3 were followed.

RESULTS
1. In vitro ADP-ribosylation of RHAases.

After incubation with poly(ADPR)synthetase partially purificd from bull testis (16) ‘and
with ]4C-NAD+, a number of pancreatic RNAases, tested along wit! bull semen RNAase, have shown
to be ADP-ribosylated (Table 1). While for the pancreatic RNAssis and for the amincethylated
monomer of seminal RNAase an average value of incorporation cor'esponding to 0.1 mole ADPR/

/mole of RWAase is found, for the native, dimeric form of seminc| RNAase the same value was
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TABLE I
ADP-RIBOSYLATION OF VARIOUS RNAases

moles ADPR/mole RNAase

Mammalian RNAases

Bull seminal RNAase 0.38
Bull seminal RNAase monomer 0.10
Bovine pancreatic RNAase(RNAaseA) 0.09
Pig pancreatic RNAase 0.10

0.12

Sheep pancreatic RNAase

Prokaryotic RNAases

Penicillium brevicompactum,

guanyl-specific(pbl) ' 0
Penicillium brevicompactum,

nan-specific(pb2) 0
Bacillus intermedius(7P) 0

found to correspond to 0.38 ADP-ribose moles per mole protein. On the contrary, RNAases isala
ted from some prokaryotes were found inactive as ADP-ribose acceptors in the reaction cataly-
sed by poly(ADP-ribose)synthetase. A1l of the RNAases investigated were assayed at a concen-
tration of 0.4 nmoles, a value for which maximal incorporation of radioactivity into the TCA-
-insoluble fraction was found (except for seminal RNAase). Experiments of Ve nap* incorpora-
tion as a function of increasing concentrations both of pancreatic RNAase A and seminal RNAase,
up to 1.0 nmoles, ‘have confirmed that while pancreatic RNAase reaches maximal ADP-ribosylation
at a concentration of about 0.4 nmoles, for seminal RMAase maximal ADP-ribosylation is obtained

with about 0.8 nmoles; this was the concentration utilised in the successive experiments.

2. Purification of ADP-ribosylated seminal RNAase.

Following incubation of seminal RNAase, 175 nmoles, with 8 mU of bull testis partially pu-
rified poly(ADPR)synthetase and a mixture of ]4C—NAD+, 18 nmoles, with cold NAD+, 2.5 ymoles,
ADP-ribosylated RNAase was isolated by affinity chromatography on UTP-Agarose (Fig. 1). The
first peak, eluted from the column at V, value, is composed of nuclear proteins (histones and
non-histone proteins) present in the poly(ADPR)synthetase preparation, and shows a definite ra
dioactivity, which is distinguished from that associated to the second peak, which is eluted by
phosphate buffer, and which is composed by RNAase. It has been calculated that the radiocactivity
associated to RNAase (40,000 cpm/mg) corresponds to a content of 0.2 moles ADP-ribose per mole
RNAase. Some loss of radioactivity was found during the different steps of purification (see

Scheme of purification) which is probably due to partial detachment of ADPR from the protein,
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notwithstanding the experimental conditions were such as to assure good stability of the ADP-

-ribose-protein bond.
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Fig. 1. Affinity chromatography on a column of UTP-Agarose (cm 1 x 5) of ADP-ribosylated seminal
RNAase. Where indicated by the arrow, 0.25 M phosphate buffer pH 7.0 was substituted for the
starting 0.025 M piperazine-HC1 buffer pH 7.0. Flow rate 10 ml/hr; fraction volume, 1 ml.



401

SCHEME QF PURIFICATION OF ADP-RIBOSYLATED SEMINAL RNAase
SEMINAL RNAase, 5 mg (178 nmoles)

ADP-RIBOSYLATION WITH PADPRS, 8 mU, AND 2.52 Pmo]és MC—NF\D+ IN 80 mM TRIS-HC1 BUFFER pH 7.5,
8 mM DTT AND 4 mM NaF; 30 MIN INCUBATION AT ROOM TEMPERATURE,FOLLOWED BY ADDITION OF 0.75 M

NaCl, AND CENTRIFUGATION AT 5,000 g, 15 min.

SUPERNATANT (280,000 cpm)
DIALYSED OVERNIGHT AGAINST 0.025 M PIPERAZINE BUFFER, pH 7.0

;

AFFINITY CHROMATOGRAPHY ON UTP-AGAROSE COLUMN. AFTER 10 VOLUMES OF PIPERAZINE BUFFER, ELUANT IS
CHANGED FOR 250 mM PHOSPHATE BUFFER pH 7.0.

#

ADP-RIBOSYLATED SEMINAL RNAase, 4 mg (160,000 cpm)

PADPRS: poly(ADPR)synthetase.

3. U.V. spectrum of ADP-ribosylated seminal RNAase.

The presence of ADP-ribose linked to seminal RNAase carries out significative differences

in the spectral properties of the modified enzyme in respect to the native protein (Fig. 2).
In fact an increase of absorption is seen

between 250 and 270 nm for the ADP-ribosyla

! ted enzyme, due to specific contribution by

ADPR.

IELLS

4, Stability of the bond between ADP-
-ribose and seminal RNAase.

The stability was measured in diffe-

rent experimental conditions, as a func-

Absorbance

tion of time. As it appears from Fig. 3,

0.600F
while no difference is found in the pre-
sence of 0.1 N HC1 for the radioactivity

. associated to TCA-insoluble fractions, at
0200

alkaline pH (0.1 N NaOH) such value shows

a definite decrease, reaching at 30 min a

P
240 260 280 300 320
Wavel Ronm i " : 5
o value which is 50% of the starting value

Fig. 2. U.V. absorption spectrum of seminal (n the presence of 0 ! M Tris-HC1 buffer

Ezi:zg 5'-__5 and ADP-ribosylated seminal pH / 5, after 60 min radioactivity is still
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90% of the starting value; lower levels

are obtained when a Tris-HC1 buffer pH

9,6 is utilised. Also hydroxyiamine pH

7.0 appears to decrease the stability

100 J =G5

o
_‘43_“““‘—{}—~—_k__kﬁ__ﬁ_c of the bond between ADP-ribose and se-

-
=
2 minal RNAase.
g \
s ]
E \\\\\“*\\3 CONCLUSTONS
@ 50 Wi
s The covalent modification of pro-
E '\\\\\\‘ teins following the transfer of ADP-
= -ribose units from NAD' to proteins
<
has been shown to represent an inte-
=5 = resting mechanism of regulation for
fime  [min) cellular activities (1). Although

different aminoacids can be specifi

Fig. 3. Stability of the bond ADP-ribose/seminal cally responsible of ‘the ADP-rikiosy

RNAase, in the presence of 0.1 M HC1 (0—0), lation reaction, it has been seen
0.1 M Tris-HCT buffer pH 7.5 (o—0), 0.1 M ,
Tris-HC] buffer pH 9.6 (B—m),1.0 M NH_OH that poly(ADPR)synthetase frequently

(a=—=n) ,0.1 M NaOH (a——a). Incubation at 25°. catalyses modification of a single
type of amincacid residue. RNA poly-

merase from T-4 phage infected E.coli is so medified, with subsequent inactivation, by cova-

lent 1inking of ADP-ribose to an arginine residue of the o subunit (8). By the same mechanism

diphteria toxin and Pseudomonas aeruginosa exotoxin modify an histidine derivative, diftamide,

present in the elongation factor, EF 2, with resulting inhibition of protein synthesis (17,18).
In the field of histones, it has been seen that in rat liver giutamic acid, at its free carboxy
lic group, is the site of ADP-ribosylation (19,20). The ADP-ribose-glutamate bond is hydroxyla-
mine-labile; since in rat liver both hydroxylamine-labile and -stable bonds have been shown to
be present, the hypothesis has been put forward that different kinds of bonds are formed, de-
pending on the different aminoacids (21).

In our laboratory much evidence has accumulated for the inhibition of various pancreatic
RNAases and of seminal RNAase, following ADP-ribosylation. At the present state of research,
the identification has not been yet reached of the aminoacid residue(s) directly modified by
ADP-ribosylation. Since both in seminal RNAase and in pancreatic RNAase A two histidine (12
and 119), one aspartic (14) and one lysine (41) residues are either directly involved in or
in a close position to the active site of the enzyme, it is possible that the observed enzyme

inhibition be due to ADP-ribosylation of one or more of such aminoacid residues.
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FORMAZ IONE DEGLI N-0SSIDI DELLA TRIFENODIOSSAZINA PER AZIONE DEI PERACIDI:
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Riassunto. Per azione dei peracidi sulla trifencdiossazina si ottengono due
N-oscidi intensamente colorati. Le loro soluzioni cloroformiche, con massi-
mt <i assorbimento nel visibile rispettivamente a 527 = 535 nm, =000 ezt -
mamente sensibili alla luce.

Abstract. N-oxides have been prepared by treating triphenodioxazine with an
excess of m-chloroperbenzoic and peracetic acids, They are highly coloured
compounds, whose solutions in aprotic organic solvents are very sensitive
to light.

| sistemi ossidoriduttivi associati a strutture chinoniche e chi-
nor-diimminiche sono di grande interesse in campo biologico e nello studio
di reazioni fotochimiche indotte dalla luce visibile. in un precedente lavo-
rol abbiamo riportato che alcune diidrotrifenodiossazine sostituite si ossi-
dano, per azione della luce visibile, a.-trifenodiossazine. Durante lo studiu
del meccanismu attraverso il quale procede questa cossidazione, abbiamo nota-
to che trattando la trifenodiossazina con peracidi in soluzione cloroformica,
si osserva un'intensa variazione cromatica dal rosso al blu, che regredisce

nel tempo.
RISULTATI E DISCUSSIONE

Allo scopo di chiarire quali specie fossero responsabili della varia-
zione cromatica della soluzione di trifenodiossazina e peracido abbiamo trat-
tato, per una notte, una soluzione cloroformica di trifenodiossazina | (I mm)
con acido m-cloroperbenzoico (3 mm) a 4°C.

Si ottiene cosi una soluzione intensamente rosso-violacea, estre-
mamente sensibile alla luce. Operando quasi al buio o ad una debole luce ros-
sa, si lava la miscela di reazione con una soluzione satura di carbonato so=
dico, si essicca su solfato di magnesio anidro e si concentra a pressione ri-

dotta e a bassa temperatura per evitare |’alterazione dei prodotti.

* Istituto di Chimica Or'ganica e Biologica, Universita di Napoli,
via Mezzocannone 16, 1-80134 Napoli
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1* +-g'duc nere si purifica mediante cromatografia su strato sottile & =2

silice (Merck F254; eluente cloroformio-benzene-metanolo 45:45:10 vv). Si sepa-

rano due bande colorate contenenti rispettivamente il prodotto rosa vivo A
(Rf 0.4) e il prodotto blu B (Rf 0.3) che, trattati con acido ascorbico, Ffor-
niscono il prodotto di partenza, la trifenodiossazina. Le soluzioni clorofor-

miche di A e B si decompongono rapidamente per esposizione alla luce solare,
Questo comportamento ci ha impedite di ottenere dati riproducibili
circa le rese Jdi queste reazione.
La struttura dei composti A e B & stata stabilita mediante analisi
spettroscopica (UV, IR, Ty NMR, Massa) e mediagte‘identificaziune del loro

prodotto di degradazione, la trifenodiossazina , per confronte con un campio-

ne autentico.
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Lo spettro di massa (eseguito su uno spettrometro VG ZAB 2F) del pro=
Jotto A mostra un picco molecolare a M 302 m/e con la frammentazione carat-
teristica degli N-ossidi (M—lﬁ)s. Lo spettro di massa del prodotto B, M. 3IY

m/e, mostra due successive perdite ad (M-16) 302 m/e e (H-32) m/e, draynostiche

di due gruppi N-ossido.
Lo spettro IR in CHCI leseguito su un Perkin-Elmer 399y deo PR
-4

A e B mostra a 1270 (:m-1 la caratteristica vibrazione del legame N-V

Lo spettro lH NMR in CDCl} (esequito su un Bruker 270 MHz) dJdel

prodotto B mostra una serle di segnali caratteristici di un composto sinmetri-

co in cui il gruppo N-0 agisce da accettore di elettroni. Infatti, i protoni

sul Cl e CS risuonanoc a ¢ 7.98 (2 H, d), sul C3 e ch & 5 7.3% (Z H, &), sil
Cze C9 ad7.26 (2H, t), sul C4e C“ aa7.14 (2H, d), sul Cf, e C!3 ad 7.13 (2H, s).

Dallo shitt dei protoni in Cle CB risulta che alla struttura di risonanza di
questa molecola contribuiscono strutture in cui la carica negativa &

del gruppo N-0 e quella positiva ¢ delocalizzata sull’anel-

localiz-

zata sull’ossigeno
lo, piuttosto che localizzata sull’azoto cterociclico.
Mentre lo spettro di B & del tutto simmetrico, lo spettro di A & piu
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corp'esszs ed & stato necessario operare in CDZC'Z‘ il cui segnale ror intc--
ferisce con quelli del- prodotto. In Cl il segnale risuona a ¢8.05 (1 H, d),
in C2 e C3 a6 7.45 (2 H, md, in C9 e Cyg @ 4 7.35 (2 H, m), in C4 e CS L0

7.23 (2 H, dd), in C13 ad 7.15 €1 H, s8), .in Cll a o 7.%0 (1 H, d) e in C6
ad 0,51 (1 H, s).
Lo spettro elettronico in CHCI (eseguito su un Perkin-Elmer 550 S)
di A mostra un massimo a A 527 (loge 3.80), 458s nm, quello di B un massi-
mo a 4535 nm (loge 3.92). | valori dei massimi di assorbimento indicano
una fForte interazione tra il gruppo N-0 e il sistema dell’anello, come ave-
vamo gia notato dallo spettro NMR. Questo comportamento & frequente negli
N-ossidi aromatici nei quali ;peSSO lo spettro déll’acido coniugato & mol-
to simile a quello dell’acido coniugato della base di partenzas: infatti
in acido solforico concentrato, la trifenodiossazina ha un massimo di assor-
bimento a 1642, 5925 nm e quello del suo di-N-ossido B uno a 4 634, 5905nm.
| dati e le osservazioni riportate suggeriscono per i prodotti A

e B la struttura di mono- ¢ di-N-ossido della trifenodiossazina,

3 importante notare che i prodotti descritti si ottengono anche
utilizzando |'acido peracetico o usando come solvente il tetracloruro.

Gli N-ossidi della trifenodiossazina sono instabili alla luce
visibile e rientrano quindi nel numero dei derivati fotolabili di sistemi

eterociclici che, come abbiamo di recente dimostrato, sono strettamente
legati ai pigmenti ommocromici presenti nei fotoricettori degli invertebra-

tis
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Isolamento di un ommocromo fotolabile dagli occhi della "Musca domestica.

Trattamento con acidi di alcuni composti mudello.la

1b
Nota dei dottori Adele Bolognese,Carlo Piscitelli e Giulia Scherillo L
presentata dal socio ordinario prof;Rodolfo Alessandro Nicolaus.

Adunanza del 12 novembre 1983

Summary. Extraction of house-fly heads with methanol-lICl 0,5N mixture ylelds a ve-
llow,light-sensitive pigment. .This pigment can probably be ascribed fo the ommatin group.The
1.Q-disucciny1methylester—zvamino—SH—phenoxazin—S—oné (4a) is synthesized. Isolation and charac-
terization of 1,8,13-trisuccinylmethylester-7,14-dihydrotriphendioxazine (9a) and I.Q—disuyci—
nylmethylester-2-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one (}Oa) from the treatment in me:thano1~-HaS-l.'1Ll are re-—
ported.The photochemistry of 4a.9a and l0a is also reported.

Riassunto. L'estrazione con una miscela metanolo-HCl O,5N delle teste della "Husca
domestica"fornisce un pigmento fotolabile che appartiene alla classe delle ommatine.L'1l,9-di-
succinilmetilestere—-2-ammino-3H-fenossazin-3-one (4a) viene sintetizzato come un possibile mo-—
dello.per trattamento con acidi di 4a si ottengono 1'l1,8,13-trisuccinilmetilestere-7,14-diidro-
trifendiossazina (9a) e 1'l,9-disuccinilmetilestere~2-idrossi-3H-fenossazin-3~one (10a).Viene

riportato anche uno studio fotochimico su 4a,9%9a e 10a.

253
Tempo fa '~ abbiamo mostrato che gli estratti,ottenuti dalla pelle e dagli occhi

di alcuni cefalopodi,contengono un ommocromo labile {)~ " 430 e 450nm) che si trasforma rapi-
ma

damente nella miscela di estrazione in un composto rosso (A 510nm),il quale,a sua volta,

¢ max

per esposizione all'aria,dd un nuovo pigmento giallo (A 440nm) .Questi ultimi due pigmenti
max

sono scati identificati,mediante confronto crematografico e spettrale,come diidroxantommatina

(1) e xantommatina (2),i pigmenti che si ottengono per ossidazione della 3-idrossichinurenina

4 e i . : :
(3) .Allo scopo di indagare su questo labile ommocromo,non ancora descritto in natura,abbiamo
5
esteso il nostro sudio ad altre fonti naturali come le api e le mosche .Abbiamo osservato che

il pigmento labile costituisce solo una piccola parte del materiale colorato estratto da que-

#% Tstituto di Chimica Organica e Biologica - Facolta di Scienze
Via Mezzocannone 16 - 80134 Napeli
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sti insetti,mentre & 1'unica ommatina presente nei fotoricettori dei cefalopodi.
Per avere p  approfondite informazioni sui pigmenti presenti negli insetti,abbia-
mo ora riesaminato l'estratto ottenuto dalle teste della "Musca domestica”.
¢ ; v 4 6
Le tests vengono separate mediante setacciamento dagli insetti congelati a -15°C
e quindi estratte al buic.a 5°C,con la miscela CHSOH—HCl 0,5N (80:20 v/v).Gli estratti riuniti
vengono passati su di una colenna di carbossimetilcellulosa CM23,usando come unico esluente

la miscela butanolo-acido acetico-acqua (60:15:25 v/v).5i ottiene cosl una banda gialla che con-

=ne un pigmento fotolabile ()\m . 430nm) .Per irraggiamento con una lampada a luce solare (Su-
a

perhot 650W),i1 massimo di assorbimebto a 430nm si abbassa e contemporaneamente si-osserva una
risalita a S510nm.Lu spettro elettronico finale {(dopo circa un'ofa di irraggiamento a 4°C) mo-
stra un plateau tra 400-e 550nm.Purificando la soluzione fotoirraggiata su di una colonna di
£M23 si ottiens un composto roéso che si trasforma in un pigmento giallo fotostabile.

11 comportamento del pigmento fotolabile da noi estratto & simile a quello osser—

vato da altri autoril per un pigmento fotolabile,di natura sconosciuta,estratto dalle teste del-
la "Musca domestica'" con l:arr.p-{rle fosfato O,1M,pH 6,8.Per confronto cromalografico e spettrale
abbiamo che i pigmenti fotolabili estratti con CHSDH—HCI e tampone fosfato sono identici.In ba-
se alle proprita ossido-riduttive ed al fatto che per blando trattamento alcalino (pH 8,5) si
ottiene la 3-idrossichinurenina {3)B abbiamo dimostrato la natura ommatinica del pigmento foto-
labile estratto. La struttura dei pigwenti fotosensihili,presenti negli occhi delle mosche &
di considerevole interesse biologico,in quanto nelle teste di questi insetti nen é mai stato
ritrovato il retinene e,quindi non é presente un complesso retinale-proteina del tipo di quel-
1i responsabili della visione sia nei vertebrati che negli invertebrati.

Sulla base delle conoscenze del cromoforo delle fenossazine e dei fenossazinoni® €

possibile ipotizzare che,sia nel caso del pigmento labile nella miscela di estrazione,che in

quello del pigmento fotolabile,si osservano le seguenti trasformazioni:

+
. . H . 0 4 :
1° pigmento giallo --——-————-— pigmento rosso ----- t—L ————— 2" pigmento giallo
cefalopodi riduzione ossidazione
¥
: ; hv /H . (o) : g
1° pigmento giallo —————=——m—— pigmento rosso ————————————o 2" pigmento giallo
mosche riduzione ossidazione

4,10 z
Nella letteratura sulla chimica degli ommocromi non é riportato nulla che pos—

sa spiegare il comportamento ossecrvato e,pertanto,abbiamo intrappresc uno studin sul comporta-
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mento in acidi e sulla fotochimica di alcuni composti modello delle xantemmating (2).
11 = < ) § N

Recentemente abbiamo studieto il comportamente in ambiente acido dell' 1,9-diace-
til-2-ammino~3H-fenossazin-3-one (4b).Dalla miscela di reazione abbiamo ieolate 1 composti Sb
e 10b.Poiché i composti esaminati avevanc un c6mportamento diverso (schema 2) da quello deij
pigmenti naturali,abbiamo esaminato un nuove modello: 1'1,9-disuccinilmetilestere-2-ammino-3H~
-fenossazin-3-one (4a).La scelta di questo modello si base Bulla possibililad che,per azione de-
gli acidi o della luce due jdrogeni possano trasferirsi dal gruppo —CO~CI!2—CH2—COUCH1 al cromo-—
foro feneossazinonico riducendolo a fenossazinico.

Il composto 4a é stato sintetizzato secondo lo schemz 1 a partire dal 2-nitro-3-i-

. . + 12 1 13 A
drossiacetofenone (5).I1 compesto 6 (M 237m/e)  presenta all' HNMR = un multipletto tra 7,8
e 7,48 (tre protoni aromatici) e due doppietti accoppiati a 7,5 e 6,6& ,integrabili rispetti-

+ 1 .
vamente per un protone (~CH=CH-).Il composto 7 (M 209m/e) all' HNMR presenta un sistema aroma-—
tico AMX (doppietto a 7,2,tripletto a 6,9 e doppietto a 6,50 ,integrabili ciascunc PEr un pro-
tone) e due tripletti a 2,9 e 26 yintegrabili rispettivamente per due protoni (~CH_-CH_-).Per
2 7
i
trattamento con metanolo saturo con HCl di 7 si ottiene il composto & (M 223m/e).Il compus Lo
’ ; ; R 5 14 .

da,ottenuto per ossidazione di B secondo le modalitd riportate in letteratura é un solidso a-

x ; 1 - . -
morfo di coler giallo-arancio.L' HNME mostra un large singolettc a 7,58 vintegrabile per tre
protoni arematici,un singoletto chinonico a 6,56 (1H),due singoletti a 3,9 e a 3,86 (2-coock )
e guattro tripletti a 3,1 , 3, 2,2 e 26 inteprabili ciascunoc per due protoni (2—CHH—CH?—1.L0

<
spettro UV mostra due massimi a 443 e 420nm £ =2,98.Lo spettro di massa presenta segnali a 440
+ "

(M} e 425,409,381 e 349m/e,

Per studiarne la reattivitd in acidi 4a viene tenuto a ricadere per un'ora nella
miscela CHBOH—H2SD4 0,5N (B0:20 v/v).La miscela di reazione viene neutralizzata ed estratta con
cloroformio.La fase organica,concentrata a piccolo volume viene smistata su lastre semiprepara-
tive di Gel di silice,usando come eluente la miscela benzene-cloroformio-metanolo (45:45:10).
5i ottengeno cosi tre bande principali che vengono eluite-ed esaminate.

La banda superiore contiene un composto rosso viola (>\ = 510nm, £ =3,5).identifi-

m
1
cato come 1'1,8,13-trisuccinilmetilestere-7,14-diidrotrifendiossazina (9a).L' HNMR mostra due
singoletti a 9,8 ¢ 9,56 (2Hil),un doppietto a 7,26 (2H),un doppietto a 6,7& (1H),un multipletto

2 6,558 (4H) itre singoletli a 3,85, 3,858, 3,828 3H cimscuno),due tripletti quasi sovrapposti
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a 3,16 (4H),un tripletto a 2,90 (2H),un tripletto a 2,26 (2H) e un multipletto a 1,9 (4H).

La banda intermedia contiene 4a che non ha reagito,la banda inferiore contiene un
composto giallo—araﬂcio,)mm; 440 e 420nm, E=3,83.L‘1HNMH presenta un sistema AMX aromatico
doppietti a 7,6 e 7,dSE e un triplette a 7,36,ﬁntegrabili ciascuno per un protone),un singo-
letto a 6,5 & (1H chinonico) e i segnali di due catene —CO—CHE—CHZ--COOCH3 quasi equivalenti.La
massa mostra un intenso M++2 a 443m/e,tipico di strutture chinoniche.Al composto é stata attri-
buita la struttura di 1,9-disuccinilmetilestere-2-idrossi-3H-fenossazin-3-one (10a).

Per spiegare la formazione di 9a si deve ammettere che,per azione degli acidi,da 4a
si libera una certa quantitid di 8 che,per condensazione con altro 4a fornisce 9a.Il meccanismo
non é ancora del tutto chiaritoll

Per fotoirraggiamento di 9a in cloroformio si ottiene un composto fluorescente con
%hax 490 (£=4,3) e 530nm (£=4,45).I1 composto é stato identificato come 1'1,8,13-trisuceinil-
metilesteretrifendiossazina {11la) con mh GZBm/e.L'IHNMR presenta un doppietto a 7,56-(2H),un
multipletto a 7,45 (4H),un singoletto a 6,58 (1H chinonico),tre singoletti a 4,15, 3,95, 3,756
integrabili per tre protoni ciascuno (3+OCH3},sei tripletti a: 3,1 . 2,9 , 2582 ; 2;1 , 2e 1,95
integrabili per due protoni ciascune (3—CH2—CH2)|

In solventi protici acquosi lla si idrolizza rapidamente con formazione di 10a e
di 8,il guale riduce una parte di lla a 9a che viene ritrovato nella miscela di idrolisi,8 a
sua volta si ossida a 4a.La fotoossidazicne di %a é completamente inibita dalla presenza di 8§,
mentre lla,ottenuto per fotoossidazione di 9a in cloreformio,trasforma completamente B in 4a.

11 composto 10a addiziona reversibilmente acqua o metanole con formazione di un ad-
dotto con )ﬁnax 340nm,che non é stato possibile isolare.Questa reazione non é influenzata dal-
la luce.lrraggiando una soluzione cloroformica di 10a si osserva una diminuzione della densita
ottica tra 420 e 450nm,dovuta alla trasformazione di 4a nella sua forma o.chinonica con mino-
re.4a é completamente stabile al fotoirraggiamento in solventi polari ed apolari.

Come pud ricavarsi da quanto esposto il raggruppamento —CO—CHEACHE—-CUOCH3 rimane
inalterato in.tutte le trasformazioni osservate,cosi come restano libere le posizioni 4,6,7 e
8.Quest'ultimo dato indica chiaramente che le riduzioni osservate nei pigmenti naturali non

dipendono dall'addizione di acqua,metanclo od acidi al cromoforv fenossazinonico.
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Sulla chimica degli ommocromi.Spetirl HNMR di 3li-fenossazin-3-oni e _i‘enossazinen

1b
Nota dei dottori Adele Bolegnese,Carlo Piscitelli e Giulia Scherillo *¥*

sresentata dal socio ordinario prof.Rodolfo Alessandro Hicolaus.

Adunanza del 12 novembre 1983

SummarE.Reduétive alkylation of substituted 3H-phenoxazin-3-ones is reported.
A comparative study is made of 1HNMH spectra of 3H-phenoxazin-3-ones snd phenoxazines which
are obtained on reduction.

Riassunto.Alcuni 3H-fenossazin-3-oni vengono ridotti ed alchilati allo scopo di
confrontare i lofo spettri 1HNMR con quelli delle corrispondenti fenossazine alchilate che si

ottengono per riduzione.

Gli ommonrcm12 ed alcuni fenossazinoni mostrano un forte shift batocromico nello
spettro visibile quando vengono ridotti.Questo fatto ¢ stato attribuito alla presenza di un
acetile in posizione 1 e di un gruppo amminico od ossidrilico in posizione 23.In tal modo il
color rosso-viola (2 . tra 490 e 550nm) di alcuni ommocromi é stato attribuito alla presenza
di cromofori fenossazinici, mentre il colore giallo-arancio (2 i tra 420 e 450nm) € stato at-
tribuito alla presenza di cromofori [envssazinonici.

Recentemente abbiamo mostrato che le 1,B,13-triascetil-7,14-diidrotrifendiossazine
hanno un massime di assorbimento, nel visibile, ad un minore delle corrispondenti 1,8,13-tria-
cetilfendiussazine? I composti ossidati non sonn sempre lacilmente riducibili e viceversa; inol-
tre, nel corsc delle reazioni di ossido-riduzione, hanno luogo delle trasformazioni che alterano
completamente le strutture.Anche gli spettri di massa sono spesso poco diagnostici sullo stato
di ossidazione degli ommocromi e dei fenossazinoni perché spesso compaiono intensi M++2. sosti-
tutivi a volte dello stesso ione moleco]arc? -

. Per avere dei dati pidl sicuri sullo stato di ossidazione abbiamo confrontato gli
spettri 1HNMR di alcuni fenossazinoni con quelli delle corrispondenti fenossazine che si ottengo-
no per riduzione ed alchilazione.

Per riduzione con idrosclfito di sodio ed alchilazione con solfato dietilico dell'l,9=
~diacetil-2-ammino-3H-fenossazin-3-one (13)3 abbiamo ottenuto tre prodotti rossi che vengono sepa-
rati su lastre semipreparative di Gel di silice,usando come gluente cloroformio.

T1 composto con Rf. maggiore é stato identificato come 1'l,9-diacetil-2-ammino-3-etos-
si-10-etilfenossazina,.(2a).Lo spettrolR mostra segnali a 3420-3300 cm_l (NHE) e tra 1720-1680 cm_l
(carbonili associati e non).Lo BpEtEFD di massa5 mostra un M+.a 334mfe.Lo spettro ~HNMR mostra un
sistema AMX aromatico; due doppietti a 7,13 e 6,630 ,tripletto a 6,480 ,integrabili complessiva-

mente per tre protoni,un singoletto a 6,320 attribuito al protone sul C ot quartetto a 44 (2H)

## Tstituto di Chimica Organica e Biologica - Facoltd di Scienze
via Mezzocannone 16 - 80134 Napoli
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i

Schema
R 20 ?' R0
' N
MH2 Na S 0 o NHz
) -
C_H_0)_Ss0
(0H.0),50, 0 X~ "0CHg
2a 3 2h = RY. =C_H
25
da ; I : R =1l
Regz0 R~c=0
N o .
N Y
a R = CH
0 Xy 3
b-: R = nCl
aa ; 4b R-C3g . 3
HCO o
3HCO. 20 AR
N ”\\ [
S 0
¥ e | o
C_H _0). S0 (o]
. by 165100550, ~G 0 b
QOCH
CH3 1 fing 3 . NHC2Hs

un tripletto a 1,40 (3H),accoppiati attribuiti al gruppo —0CH2+CH3.Un quartetto a 2,96 (2H) ed
un tripletto a 1,20 (3H).accnpplati.:NCHE—CHa.Lo spettro UV presenta un massimo a 480nm,e= 3,9;

M* a 354m/e.JL composto con R, intermedio & stato identificato come 1,9-dlacetil-2-ammino-3-etos-
sifenossazina (Ba}a.Lo spettro lHI‘IHR pkes?nta un sistema aromatico AMX identico a quello di 2a;
un segnale a 6,300 (1H),i segnali attribuiti al gruppo —OCHE—Cﬂa (quartetto a 3,96 e tripletto a
1,40 );i segnali dei due —-COCH3 compaiono a 2,5 e 2,70 nel composto 2a e a 2,8 e 2,54 nel compo-
sto 3a.Il composto con Rf. minore é stato identiflicato come 1'I,8;13-triacetiltrifendiossazinu({4a)
con‘un confronto cromatografico e spettrale con un campione autenticoA.Riducendu ed etilando in a-
naloghe condizioni sperimentali 1'l,9-dicarbometossi-2-ammino-3H-fenossazin-3-one (1b) si ottengo-
no 1‘l,Q-tricarbometossi—E—ammino—B-etossl1~10—etiiféhnnsazina (2b) (M+ 386m/e) ,di colore giallo
(i o 430nm, § =3,8),1'1,9-dicarbome tossi-2-ammlno+3-etossillenocasazina (3b) (M+ 358m/e) con Am

ax
420nm, £ =3,82,G11 spettri lHNMR di 2b e di 3b mostrano un sistema AMX aromatico del tutto identi-
co a quello di 2a e 3a ed un analogo segnale a 6,324 (protone sul Cd}.gli altri segnali corrispon-
dono ai raggruppamenéi presenti.In plccole quantitd si ottiene anche il composto 4b identificato
come 1'1,8,13-tricarbometossitrifendiossazina mediante confronto cromatografico e spettrale con un
campione autentlcnd.Trattmndo 1'1,7-dicarbometossi-4-ammino-3H-fenossazin-3-one (5) con questa pro-

cedura sperimentale sl ottiene esclusivamente il composto 6 di color arancio (A s 440 e 420nm,

+
€ = 4,10),identificato come 1'1,7-dicarbometossi-d-etilammino-3H-fenossazin-3-one (M 356m/e).

1

MR mostra un multiplet-

-1
Lo spettro IR mostra un forte assorbimento a 3300 cm (NH) ,Lo spettro



417

to a B9 (2protoni aromatici) un doppietto a 7,74 (un protone aromatico),un singoletto a 6,450
(protones sul Cg} un multipletto a 6,48 (NK),due singoletti a 3,8% e 3,80 (2 DCHal,un multipletto

a 2,9 (NHnCHZ—CH") un tripletto s 1,2 {CHZ-CHB).Evidén'cmente la fenossazina corrispondente al

fenossazinone 5,non essendo sufficientemente stabilizzata da legami idrogeno richiede,per la sua
formazione,condizioni sperimentali pid drastiche di quelle da noi adoperate.

Confrontando gli spetti 1HNMR dei funossazinonidla.!b e & con quelli delle fenossazi-
ne 2a,28,3a e 3b & possibile osservare che i protoni aromatici dE][’anallo 1 hanno un assorbimen-
to compreso tra 7,9 € 7,5 nelle stutture fnnus;azinoniche e tra 7,1 e 6,44 nelle strutture fenos-
saziniche.Questo dato che integra quello precedenltemente DssgruaLOd negli spettri 1HNMR delle tri-
fendiossazine e delle corrispondenti diidrotrifendiossazine pud essere di considerevole ziuto per
la comprensione della difficile chimica degli ommocromi.Mena diagnostica é invece la posizione del

protone sul Cd.che resta pressaocché inalterato nelle strutture opssidate e ridotte (6,5 e 6,39).

Note
Gli spettri di massa sono stati eseguilti a Milano con unoc spettrometro VG ZAB 2F.
Gli spettri IHHMR sono stati eseguiti in C[JCI3 con uno spettrometro Bruker 270 Mz,
(1) {a) I1 lavoro é stato parzialmente linanziato con un contributo CNR-1talia
(b) Istituto di Chimica organica e biologica,Via Mezzocannone 16 B0134 Napoli 1talia
(2) B.Linzen,Naturwissenschaften,46,461 Sfcl(c)
(3) W.Schidfer,J.Geyer,Tetrahedron,2B,5261 (1972)

(4) A.Bolognese,C.Piscitelli,G,Scherilleo,J.Org.Chem. 43,4019 (1983)

La presente nota & stata giudicata degna di pubblicazione da una commissicone
composta dai soci P. Corradini, L. Mangoni, R. Nicolaus,
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UN SEMIGRUPPO GENERATO DA UN OPERATORE
DIFFERENZIALE QUASI-ELLITTICO DEGENERE

Nota di Gennaro Colaps (a Napoli)
presentata dal socio ordinario Carlo Ciliberto

(Adunanza del 12 novembre 1983)

SUMMARY - The Dirichlet problem on a singular bounded

Set for the quasi-elliptic degenerate operaporA+lU_{
is solved. Moreover it is shown that the operator

2N, . . e : ;
-0 A 1s an infinitesimal generator of a seml - group

of class C,, 2N being the order of the operator A.

RIASSUNTO - In questa nota viene studiato il proble-
ma di Dirichlet in un dominio angoloso per 1'operato
re quasi-ellittico A+Xc”Y e viene risolto col metodo
dei semigruppi un problema al contorno relativo ad un
operatore ellittico parabolico degenere di ordine 2N
non quasi-ellittico né ipoellittico.

In questa nota si espongono alcuni risultati ri-
guardanti problemi al contorno in un dominio anpgolo-
so per certe equazioni differenziali di tipo ellitti
co-parabolico. ' ' 1

Precisamente, nel n.l viene studiato il problema
di DIRICHLET in un aperto limitato Q=XXYSR"xR rela
tivo all'equazione q

Au *# ) 0°'w = £

dove A & un tipo di operatore differenziale quasi-e]l

littico, non fortemente, di ordine ZN, ¢ una funzio-

ne peso nulla sulla parte angolosa di @, velO, 2N] .
Vengono dati, per tale nroblema, teoremi di esi-
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stenza e unicita in uno spazio di SOBOLEV con pesc
(teor.l e 2). Questi teoremi costituiscono una gene-
ralizzazione dei teoremi contenuti nella prima parte
del lavoro [3] di L.CASTELLANO nei quali & y=0. Es-
sl costituiscono anche un'estenzione ad un operatore
quasi-ellittico di alcuni risultati ottenuti da M. TROI
SI nel lavoro [8] per un operatore fortemente qug
si-ellittico.

Nel n.2Z, utilizzando i risultati ottenuti nel
n.l,viene mostrato che 1'operatore -o?NA & generatore
infinitesimale di un semigruppo di classe Co(tedr.SI
€ cosl univocamente risolubile un problema al contor
no in QxJ o,T [ per 1l'equazione

Dou + o?Nau = f
di tipo ellittico-parabolico degenere non quast - el
littico. '
Per una piu vasta bibliografia relativa ad equa-
zioni di questo tipo si veda in M. TROISI [8] e
G.COLAPS [ 4] . ’

N.1l Siano X un aperto limitato di RY con frontiera
localmente lipschitziana, Y un intervallo aperto li-
mitato di R, @=XxXY, N,M ed My interi non negati

vi tali che N> My, > M.

Si considerino le (n+l)-ple m=(2N,....,2N,2M ) ,

- 2N :
moz[ZN:""yzN:ZMo), qz(la""slyﬁfl): do = (11"
o all ) e per ogni (n+l)-pla di interi non nega

2Mg+1

tivi a=(a;,....,054;) S1 ponga

la] = ay+.eeatayy
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2 \T .
o T RO o S ST ST o se M> o
a,q > =
Lo | se M = o e @y4+i=0,
2N
< 0,9y > = o) t..l tajto,

1 oon 41?2
M., 1_

M
€, DY X=(X;5.nsu;;Xn0E R e ye R,
o]
plel _ 2 ;

30! gon. a%n
0y FnEeln s Ay

o o

Dy = D nel caso op4; = 0

Dg = p% nel €aso - Gy=.. =050,

Si consideri quindi 1'operatore

A(x y: D)= Z:;————-—-D Bla B(X,y)Da)+( 1) ODNo(b(x Y)DFO )

g~ <N
<B,q>SN

a coefficienti reali e verificanti in Q le condizio-

ni

(1) b(x,y) # o.
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Y |a+| a+B.. 1
2 2N 2M
L) 8 m (1) aaB(X,Y)E 2| ki___l |£kl +u' I£n+1|
<B,q”>=N
VEe R®F! w>o, u' > o se rispettivamente M > O.

Si osservi che per tali condizioni 1 ' operatore
A(x,y;D) & quasi-ellittico rispetto al multiindicemg
Mo M M,+1 o

e 1'operatore A(x,y;D)-(-1) ODyo[bDyO ) se Mro, &
fortemente quasi-ellittico rispetto al multiindicem
Sia ora Sy un sottoinsieme chiuso della frontie-

ra 9X di X, si ponga

Ay 0 =(3%x - Sx) * Y

X X inf Y

Qo
e

2
I

X X sup Y

=2
i}

S = 30 - (3xgRU3; QU Q)

e si faccia 1'ipotesi che esista un ricoprimento di
3X-Sy costituito da un numero finito di aperti di
R%, I,,....,1p, disgiunti da Sy e tali che ad ogni
- I; sia possibile associare un omeomorfismo oy di
classe C” di I, sul cilindro {xe R": x®+....+x7 <1, pr<1]

il quale trasformir I;jnX mnell'insieme
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{26 BN 2 2] ¥ ohn et €1

= Ky = 10 ) 3 inoltre,seIin%¥(g

? n
esiste un omeomorfismo Eij di classe C e a jacobia-
no positivo di ai(linlj) su a;(IijnI;) tale cheaj(x):

= B35(0;(x)) Vxe IjnIy,
Posto

1 ) _ =
p(x,y) = '(rﬁcllstl(x,y,s) V(x,v)e @

1 .
dove d & un numero reale > 1 e > —Eg-sgn d [x.viS);
: 5 .

si consideri una funzione oce€ Cm(Q—S)n Co’l(ﬁ) tale

che V(x,y)e @

¢, p(x,y) < o(x,y) € c, p(x,Y)

e, per ogni numero reale s e per ogni intero positi-
vo k, lo spazio W: () delle funzioni reali u_  tali

che

o_s+<o;‘q0>—-k o

u

D, € L?(Q) per <a,q,><2N

.munito della norma

e T T —

(1) L'esistenza di una tale funzione & garantita ad
esempio se dyN=¢ come si deduce dal Lemma 3.1
del eap.6 di [ 7] .
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s+< ~>=k
hull g™ el TREpe

Wstn)z <a,qqg> 52N” u“L2(9>'

Come facilmente si vede, l'operatore A & propria
mente quasi-ellittico di tipo N su 940,di tipo Mg+l

su 0if e M, su 9.0 se ivi b(x,y)>o0, viceversa se 1ivi

b(x,y)<.0 . P
Supposto allora v (x,y)e & b(x,y)> o, si conside-
ri il seguente problema di DIRICHLET, Vyelo,2N],vieR,

uEWiN[Q)
Au + Ao~ Yu= f fel2(Q)
" su 8¢ per k= 0,1,....,N-1
5 .
(1) 5;% = 0 su 3.2 per k= O,;1,.:..,Mp

su 0.0 per k= D, Ll,onnsgMyrl

dove v & il vettore normale esterno nei puntidi aQ-S.

Si considerino le seguenti ipotesi sui coefficien
ti di A

i) a,geCO(R) per <a,q>=<B,q>=N, aggel (Rper <a*B,q> 2y

QY—<Q+B,q>aa8 ¢ Lé () per <a+B,q> < v,

be CO(R), Dyb e L7(2), Dyb < o se My> o,




AZ5

IM~< 6 > - @
ii) ekl e DB"aaaBEL (2)per <ua,q><N, <B,a><N,8<B ,

2N-<M_ +a+1 > ©
o % »do D;be L (2) ver |a|=ap< My,

ol

iii) Vo dC, €]o,+e : V(x,y)eg'nﬂo(xgj]gCEU- +%x,yfﬂ

Valgono i teoremi:

TEOREMA 1

Nelle tpotesi i) e ii) esiste Xo€] o, +oof tale che
per ogni A > A, e per ogni velo,2N]l. ei ha:

2N 3
VuewN (Q) /a\))

(1) flul < k| Au+ a0y

2N 2i4
WN (Q) L)

con k indipendente anche da A e il problenma (I) é u-
nivoeamente risolubile per s = N,

TEOREMA 2
Se e My= 0, nelle ipotesi i), ii) e 1ii), esisto
no Ay € lo,+=[, s, € Jo,27' tali che per ogni A>A,,

Vse€[ N-s, ,N+s_] e Vye [0,2N] &7 ha:

2N
)
VueW; (2, %)

(2) Huﬂsz(ﬂ}g k ”Au+AU‘Yu“L§(Q)
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eon k indipendente anche da ) ed s, e tl problema
(1) é univocamente risolubtle. '

Alla dimostrazione dei suddetti teoremi conviene

premettere alcuni lemmi.
Si considerino le seguenti forme bilineari:

per u,; » € WE(Q)

]

: M, M
Z“'—‘—N(—l) #1 (a8, 0%+ (00" u,n0ow),

B <[ s [
<Rs9>

a(u,v)

A TA

N

per u,v € WE(Q)

Y_____ (-1) B(ausn“u,us(cfsv))+(bnyu,ozsv)

<C!’q'>
>

1]

ag(u,v) -
:

e 5i indichi con c:(ﬁ—s, Wav) lo spazio delle funzio

ni ueCz (0-S) e verificanti su "30-S 1le condizioni

del problema (I).
Si ha:

LEMMA 1

Nell'ipotesi 1) per ogni ue c?(é—s, 5y) vale la
diseguaglianza
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con k, e k, costanti positive,

Dim. Per il Lemma 12.5 di [8] basteri considerare
funzioni wue CL(R); allora, se & M > o,applicando il

Teor., 6 I1 di [S5] si ottiene

(3) %lnﬂulé E___( -1) %B&Jaﬁstl)*kzltllgm

<o B q> >y

se ¢ M = o, fissato ye Y, ner il Teor. 7.6 di [2] si
ottiene

L—[ (DU dx < le—{-i)l'S I[ a f%Dmu Dgudx-*k:fuzdx
X

<a,q> <N <a+3,q> 2y
¥ X

con k, e k, indipendenti anche da y. Inteprando gue-

st'ultima su Y si ottiene ancora la (3) dalla quale,
tenendo conto del fatto che per 1'ipotesi risulta

Mo+1

(b Dy @, DMo

y u) > o

si deduce

(1) Qui e nel seguito si indicheranno con la lettera
k, con o senza indice, dei numeri positivi indi-
pendenti da u.



. kalulé .

Per ciascun termine della sommatoria a destra,se
<a,q> < N e <B,q> < N, si ha, per ogni €% o

<ag+fB

(5) |(aggD®u,Dfu)|s k [(o ™ % ¥ "%, pPu) | <

A

- Q
k|D uI(u’q>i%

A

: 2
}('EZ—_IDQUI +ke |u <
<a,q> < N : ""YZ N € -%—

k EZZ———N|DGUI§ + kEIUIZ_% g

<a,gq> =

A

avendo applicato il Lemma 7.5 di [8] e 1la disegua-
glianza di YOUNG mentre se <o0,q> = N si ottiene

) a 8 B
(6) |(aggh u,D'u)| s k[D%u| . |D ul g

Yy =
N"_'f 72

»qQ>=

[ ST B (2
T EE ID ulo + ke |D UI<B’q>_%



429

Dalla (4) e dalle (5) e (6), scepliendo onportu-
namente ¢, segue intanto la diseguaglianza:

2-m--—-“—----—--‘--“]D u|2 < k, a(u,u)+k, |u|2

<o, g < N

e per <a,a>< N

raf—

Poiche risulta® per ogni s < S5 <

(8) |D%ul < kz__lnaus :

s+<0,q>~N <o ,g9>=N

da quest'ultima, per s = 0 e dalla (7) sepue la tesi

LEMMA 2
Nelle ipotesi i) e iii) esiste s ¢ ]o 2"Y tale
che per ogni S€ [ -5,,5,] e per ogni ueC (Q- S,;a)

risulta

4 ' < k, a .(u u)+k, |u|?
l |S+<a,q> -N = 1 S » 2, ls—l

<a,q> <N >

Dim. Posto per ogni s,

_as(u,u) ='5— (aaBDuuDQ(qzsu))+(bDyu,023v),

<atB,q9> 2y

(1) ctfr. [3] pag. 186.
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tenuto conto dell'ipotesi ii), si scriva la (7) per

la funzione oS%u e la forma aé
(9) Z:_.__?f_|Da(oSu)]§ < kla,;‘)(-crsu,osu)H(z]u|2__Y

Si osservi che 1'ipotesi iii) implica le limita-
zioni

s-|a]

D% %| < ky © vV o
tenufo conto che per <a,q> <N e 6 <o risulta
|ﬁ - 8| <N-<&,q >, si ha allera:
(10) ! (u,u)- a}(o®u,0%u) |
5:a+8 T ( BD u, g;B 2;6( )(6) D&$03§'ﬁbsii}
-EE;________ (aaBDB(oSu);z;:;-(:) _505D19 Cbuz,osDyos)l <

<a+B,q> >y

< Ks| D°ul L——‘|DB(0 u)) Z——ID i

<a,q><N s <B,q><N <g,,q><N s+<a,q>-N

e, per <B,q> < N~
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ELE) |D8(05u)—osDBu|§ k|s[ [D%u |

q><N s+<0,q>-N

Ancora, per il fatto che per & <8 risulta
<a+B,a>-|B-8| > <o,q>+ <8 ,a> ,

si ha

(12) |ag(u,u)-a} [u u)| = ]L— ayeDu, .ZDB—SOQISDYU | <
: <a+B,q><y B 6 <p |

|0 ul Y
s+<a’q>__} <a,q><N s+<b 0>y .

< kZZ—————IbaUI

- <a,q><N

Dalle diseguaglianze (9),..... (12) applicando di
nuovo il Lemma 7.5 di [8]€ la dlsepuayllanza di YOUNG,
si ottiene la seguente:

(13) L—| ky ag(u,u)+k,[ul?

<0 q><N i J

z

S B

2 ‘<o ,q><N s+<6 ,q>-L

2
Da quest'ultima e dalla (8) sepue infine la tesi

-2- G.COLAPS-Un semigruppo generato da un operatore
differenziale quasi-ellittico degenere.
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Si consideri ora 1l'operatore

Ay (x,y3D)= a, (x,y)D%+ b, (x,y)D

<a,q><2N |o|<2My+1

a coefficienti reali e verificanti in § la condizio-
ne

. N +
| Z__— l|Ci1am(x,y).‘£Ct2 H, k;|£k|211+uri|£n+1|2b€ te Rn 1

& <a,q>=2N
con u,>0, ;>0 secondo che sia M:xo.

Si indichi con W;N (Q, %%v] lo spazio delle fun
zioni ue W:N (2) e verificanti su 32-S le condizioni

del problema (I).
Vale 11 seguente

LEMMA 3

Se a € C°(R) per <a,q> = 2N, 02N—<a,q>aaELw(93
per <o,q><2N, bgaeC%(f) per |a|=2Mc+1,
ozN_lalba e L7(Q) per |af< 2 Mo , per ognt s € R,

per ognt Aelo, + « [, per ogni ye[0,2N] e per ogni

2 <
ueWw i (Q, %@v) 81 ha

s+2N
o ; i a
|D%u | 2 Y_—-{D u|s+<a,q_>+N_%+

<a,qy><2N s+<a,q,> <a,q>=N




—gp

{ 3
L3 TP 1Uls) '

+ AIEUIS+2NAY 2k (|A1U + b

con k indipendeite anche da )\ ed s.

Per la dimostraztone di cuesto lemma si osservi
innanzitutto che si possono annlicare all ' operiatore
+A; 1 lemmi 5 e o di [3] i quali forniscono le mageio

razieni

2Mg+1 1V a
VM Y B S e,
(14 <0,q>=2N DXUI Jf((ﬂ-r) y UHI.Z((“-.I.)H\ <a,q>=N ; “‘L‘(Cr)+
A < k|l + 4
+ ‘HuHLZ(Gr}_ A, u u“LZ(GrO)+”u”L2(GrO)

essendo G, una sfera o una semisfera, r<r, € k indi-

pendente da ). Poggiando sulla (14) si perviene alla
tesi utilizzando la tecnica usata nel Lemma 12.3, di
[8]; in proposiro si osservi che in auesto caso la
trasformazione utile & la sepuente

54
I
o
Qo
i

U(Xo p,\’c} (X'_xo)
(15) . ?ﬁﬂ_
, M +1 :
¥ = s T @ i (Xg 3 Vo) L T = ) »

e 1'operatore ausiliario, indicato con u® la funzio-

ne trasformata (i u mediante le (15), ¢
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at Ny 2N-<a,q> -
) Foaromaed 8 (X ¥ Sﬁ v b o
AI (X !y :D) g (Xo;y.o) l<0‘.,q>£2N. g (xD;YQ)aa(r’y )D

M EENEREE N Y

Ml oyt &
'a!s Mg+ 1 (Xea¥o) b*¥(x Y ') Dy!

Per la dimostrazione dei TEOREMI 1 e 2 si tenga

conto del Lemma 1 di [3]; allora, dal LEMMA 1 segue,

¢ 2N .
per A > ]{1}'2' » PEeTr u € wN (Q: a/B\J)
1

(16)  Jull s Ky @)+ 20 0,u)) < k| Auaduly ful_

N
e dal LEMMA 3 per s =- N si deduce
a ‘ =
k + +
(17) LQ’PEZNID u| o5, 5o S (IAU o Tul IUI_N>

Dalle (16) e (17) segue la (1). Alla stessa ma-
niera, utilizzando il LEMMA 2 con s - N al posto di
s ed il LEMMA 3 con s - 2N al posto di s, si prova la,
(2)-

Le (1) e (2) permettono di completare le dimostra
‘zioni per mezzo degli stessi ragionamenti fatti da
[8] per dimostrare ivi la prima parte del Teorema
4.2,
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N.2 Si consideri 1l'operatore

: 2N 2N
B(x,y;D):ue W (2, ¥w) € L2 _ (Q)—>-0 Auel? ().
: s s-2N s—2N

Si prova il seguente

TEOREMA 3

L'operatore B é generatore infinitesimale di un
semigruppo di classe C, tn cilascuno dei seguenti ca-

871 :
1.- valgono le ipotesi i), ii) e s = Nj
2.- wvalgono le ipotesi i), ii), iii), Mj=0 e

se[ N-so,N+so]l per um opportuno 506]0,2"1[

; 2 o . 2N -

Dim. Per ogni s reale lo spazio W (9, %@v) e denso
S

in L:_ZN(Q); infatti per opni UEL;—QN(Q) esiste‘ una
successione di funzioni upeC,(R) tale che

3 -2N P ; . .
Lim llo® U'uk”Lz(Q) o , quindi la successione di
funzioni

2N-s o 2N
wk~= o u, € Co(9) ¢ L (a, ?Bv)
é tale che
: s—-2N
u-w = “o u-u
Pl 2 o dye o

s—2N s—-2N
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e quindi

Lim Nu=wlt = 0,
> L E 2
s"ZN( )

L'operatore B & chiuso. Infatti, sia {uy}una suc

: : : - 2N ;
cess one di funzioni appartenenti a WS (Q, qu )ta

Le sChhe
Lim [luy -ull =0 e Lim [|Buy-vil =0,
ez o K52 . mn
s—2N s-—2N )

Per le (1) e (2), per vy = 2N, in corrispondenza
ai casi 1.- e 2.- rispettivamente, si ottiene:
(18)  lug-uy < 1 Aup-Aurio 2 (up-u )l

7 TR 2N gy T BT Ll e 020

IA

2N 2N
lo™ "Auy-o Auk+A(uh—uk)HL2

s—ZN(Q)

IA

K G!Buh—BukHL;_zN(Q)+ HUh_Uk“Ls—zN(Q)).




Poiché lo spazio W:N(Q, Wau) e chiusoﬁ), dalla
2N "
(18) segue u e W_ (Q, °/3v) e dalle i) e ii) si dedu-
ce poi Bu = ¥.

Dai TEOREMI 1 e 2, rispettivamente nei casi 1.-

e 2.-, segue pol che 1l'operatore -B+AI & invertibile.

Infatti, per ogni fe L* ZN(Q) esiste un '"unica
_ o

2N 3.
ue W, (8, °/ov) tale che

~-2N 2N
Au + Mo u=gag f

e quindi tale che - Bu + Au = f.

JInfine, applicando il LEMMA I per il caso 1.- ed
il LEMMA 2 con s - N al posto di s ner il caso 2,-,
51 ottiene:

Il -Bu+iull _, Aull =
LSHZN(Q) s—2N

N s s=2N l s—-2N

= “c Au+lo u”szﬂ) ” UHLZ(Q) >
"2(s~-N

y (Aw, © (é }u)+ Alull ?_, =

5=-2N

(1) Cfr. Lemma 1 di [3]
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s 7 e _ 2
aS_N(u,u)+ hﬂuﬂs_zN > (A-k,) lull e,

s—ZN(Q)

da <c¢ui

H*Bu*-)\ulILZ ) 2 (h-kz) ”U“Lz

9
s=2N s~2N( )

Da tutto quanto precede, per il Teorema di HILLE
e PHILLIPS®, 1a tesi & provata.

Come & noto(a, dal TEOREMA 3 segue che nelle stes
se 1lpotesi il seguente problema

Deu(x,y,t)-Bu(x,y,t)=£(x,y,t) (x,y,t) Xxyxdo,T|

(11)

: 2N
U/ip T e € Ws (8, Yov) .

& univocamente risolubile nello .spazio

Lzé‘o,T[ ; wol(a, a/av))

(1) C€fr< ad es. [9]'
(2) Cfr. ad es. [6] , [9]
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POLIMERIZZAZIONE I1SOTATTICA DFEL PROPILENE:
ANALISI MEDIANTE R.M.N. DEL 13C DEI GRUPPI TERMINALT,
DERIVANTI DALL'INIZIAZIONE SU LEGAMI Mt—CGHS, £ DEL

RELATIVEG COMPOSTO MODELLO.

(i)

Nota di Vincenzo Piscitelli
Presentata dal Socio Paolo Corradin:

Adunanza del 10/12/1983

Riassunto: E' stato polimerizzato il propilene con catalizzalori Ziegler-Natta isospecifici i-

niziando la reazione su legami ME-C_H_. 13
1 gruppi terminali relativi all'iniZiazione sono stati analizzati con la r.m.n. del . kg es
[ty sono state fatte per confronto con gli spettri r.m.n, del c

segnazioni dei chemical =hi
di un appropriato composto modello: ?-fenil-4,A-dimetileptano.
1In tal modo si & potuto concludere che, anche in questo case, l'inserzione & primaria e che é
da escludere l'esistenza di un meccanismo carbenico implicante la miprazione reversibile di un
1 silu catalitico. Inoltre si é poiittn stabilire che 1 metlli

idrogeno metilenico al metallo de
opilenica entrate in catene iniziate su legami Mt—CﬁHr si

della prima e della seconda unita pr
trovano in una relazione spaziale di tipo isotattice.

Abetract; Propylene has been polymerized with isospecific Ziegler-Natta catalysts initiating
the polymerization on ML-C_H_ bonds.

The end groups arising from initiation have been analized by
nances have been assigned by comparison with a model compound.

It has been determined thal the insertion of the first monomer unit on the ”t_C5H5 bonds is

1
3C nmr and the observed reso-

primary and isotactic specific.
Of course no carhene intermediates can be involve in the initiation.

Premessa Nelle remzioni di poliaddizione vengono tradizionalmente distinti un

processo di iniziazione di catena, uno di propagazione, uno o pil di trasferimen

to e/o di terminazione.

flel caso della polimerizzazione Ziegler-Natta delle o-olefine, l'estremitd reat-

tiva delle catene crescenti ¢ costituita da un legame metallo di transizione-car

bonio sul quale si inseriscono via via successive molecole di monomero. Per la

polimerizzazlione isotaltica del propilene, il processo di propagazione é dez=<rit

to dall'equazione
+C_H

36
P - —_— i Y Y
Mt [;H2€H(CH3ﬂ = X Mt [FHEFH(CHS]n41 X (1)
dove Mt é 1] metallo di transizione legato alla catena polimerisa crescente, n £

il grado di polimerizzazione, X & 11l sostituente legato al metall%\prima dell'i-

nizlazione di catena. e
=
23

i) lstituto Chimico-Via Mezzocannone 4 Nappii; 1'argomento della presente nota & stato 1'ogge

to della tesi di laurea in Chimica Industriale di Vincenzo Piscitelli.
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X pué.essere un atémo'diidrugenu o un radicale alchilico, aralchilico o arilico
‘a seécnda deiia composizione del sistema catalitico. Per esempio si possono otte
nere s;stemi catalitici per 1la poli%erlzzaziune isotattica delle ef-olefine, me-
scolando in un mezzo ldrocarburico, del TiCl3 violetto con composti organometal;
lici dell'alluminio di tipo A1R3 (dove R é un gruppo slbhilicn,arillco o aralchi

lico ). In gquesti casi il processo di Iiniziazione avviene su legami Mt-R prefor-
mati per reazlione tra TiC}é e ALR3 ed il gruppo R(X]-puﬁ essere osseryato con op
portuni metodi 5pettrosccplc§ sull'estremitad destra della catena.
Secondo quanté proposto in letteratura l'estremitid destra della catena é deflni-
ta coerentemente con l'assunzione (arbitraria) che il metallo sia situato sulla
estremita sinistra &alia catena stessa o in modo equivalente assumendo che la ca
tena cresca da destra verso sinistra.
I processi di trasferlmento di catena géno rappresentabili con l'equazione
Mt-[CHch(CHs.‘]m—X E A - ME-Y + z-[cszcmcns)]m-x (2)
. dove Y-2 & un opportuno trasferltore di catena cinetica e dove X,Y e Z possono
essere uguali o diversi tra loro.
Il processo (2) é seguito da un nuovo processo di iniziazione su legame Mi-Y se-
condo l'equazione
Mt-Y + Gl mmmsmmee = Mt-CH,CH(CH )Y (3)
I composti organometallici dello zinceo di tipo ZnRé (dove R' é un gruppo alchili
co, arilico o aralchilico) sono efficacl trasferitori di catena. In tal caso il
trasferimento di catena é raﬁpresentabile con l'equazione
Mt,-[CHch(CHs)] K o AR emesmmmo - Mt-R' + Zn- [CHECH(CHB)]"'-X (a)
Per tale motivo, quando si desidera ottenere un polimero di peso molecolare medio
modesto si pud ricorrere ad un sistema catalitico di tipo T1C13—A1R3~Znﬂé.
Inoltre se si fa in modo che R=R' il processo di Iniziazione e quello di riinlzig
.zione, ovvero la nuova iniziazione che segue il trasferimento di catena cinetica
divengono identici, come lo saranno anche i corrispondenti gruppi terminali di
catena destri.

Meccanismo di controllo steriéo-_ed iniziazione : La caratteristica pina preziosa

dei catalizzatort Zlegler-Natta & la loro capacita di controllare la struttura
sterica delle macromolecole.

Il meccanismo di controllo sterico pud essere studiato relativamente al processo
di propagazione di catena attraverso l'analisi delle sequenze stereochimiche del
la catena polimerica, oppure relativamente al processeo di inlziazione analizzan-
do la struttura stereochimica dei gruppl terminali destri.

La propagazione e 1'iniziazione differiscono solo per la natura del gruppo alchl
lico legato al metallo del sito attivo. Si pud osservare che, a causa della strut
tura ripetitiva della catena stessa, lo studio del processo di propagazione ri-

sultera tanto pl@i facile, sul piano sperimentale, quanto pil alto & il ‘peso mole
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‘colare medio numerale.

L'informazione ricavabile dallo studio della propagazione é limitata dal fatto
che i gruppi alchilici a cui il mcn;mero si addiziona sono costituiti da gruppi
pollmerici di grado di polimerizzazione statisticamente variabili, ma praticamen
te indistinguibili tra loro per quanto riguarda la reattivitd ed in particolare
il comportamento in rapperto alla stereochimica di addizione al monocmero.

Lo studio della iniziazione di catena é pid difficile sia pér la scarsa frequen-
za dei gruppi Lerﬁinuli destri (tanto pil scarsa quanto maggiore & il nreso mole-
colare medio numerale ],‘sia perché l'analisi spettroscopica richiede ia disponi
bilitd di prodotti modello di struttura nota per ogni X che ai vuole esaminare.
Tuttavia la possibilita di variare la struttura di X entro ampi margini e di os-
servare l'elfetto sul decorso gtereochimico dell'addizione del monomero rappre-
senta una fonte insostituibile di informazione meccanicistica.

Nella letteratura piid recente & riportato lo studio, via r.m.n. del 13C, della

stereochimica di iniziazione della polimerizzazione isotattica del propilene su

1
legand Ht-13CH3, Mt—la{:H?CHB, HtLCH?CH(ISCHS!CHB. del butene-1 su legami Mt- 3CH3”
e della stereochimica di iniziazione della polimerizzazione isotattica stereose-

: : ¢ 1.3 2)
lettiva del 3-metil-l-pentene su legami Mt- EHE.

Si & potuto stabilire che 1'inserzione del 3-metil-l-pentene ¢ diastereoseletti-
va indipendentemente dalla struttura del sito cataliticoe, che il decorso isciet-
tiﬁo della polimerizzazione delle odl-olefine & dovuta all'asimmetria dei siti ca-
talitici, che l'addizione del monomero ¢ variamente sogpetta a controllo sterice
.a seconda del gruppo alchilico legato al metallo del sito catalitico.Pil precisa
mente, nel caso del propilene, l'inserzione su Mt—CH3 non é stericamente control
lata, l'inserzione su Mt-CEHﬁ lo é parzialmente, l'inserzione su Mt—CHZCH(CHS)2
lo é in maniera pressocché completa.

Nonostante il successo delle ricerche qui citate brevemente molti problemi ri-
guardanti i1 meccanismo di polimerizzazione rimangono tuttdvia aperti. In narti-
colare rquanto menz®onato sull'influenza di R rispetto alla addizione del monome-
re successivo pud -ignificare che il controlla sterico dell'addizione é interme-
diato dalle interazioni steriche tra il monomero entrante ed il carbonio B ri-
spetto al metallo c¢el gruppo alchilico,. s
Alternativamente 1l variabilita del controllo sterico in funzione di R potrebbe
genericamente essere legata all'ingombro sterico crescente, nella sfera di coor-
dinazione di Ht, passando da CH3 a CEHS a CH2CH(CH3]2:
Un secondo problema meccanicistico tuttora aperto riguarda il meccanismo di in-
corporazione del rmonomero che potrebbe avvenire via addizione del legame® Mt-R

4 5
al 1egame7r del monomero, ! ) oppure come proposto da alcuni autori via migra

»
zicne reversibile dell'idrogeno B (fig. 1 ). e 7

Questo lavoro si propone appunto di contribuire alla definizione di questi ulti-
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Fig. 1: Mt=atomo dl
H metallo del comples

so catalitico; R=ca

: ]
Mt-c"i{n ——e M= G- Cena; poiimeriban

"% migra al carbonio
pit sostituito del-

| 1'intermedio metal-

Mt- M la-ciclobutanico.
H—G’Hs
2

mi problemi.
In particolare abbiamo studiato l'inziazione su legami metallo-fenile che con -

sente di escludere che l'addizione avvenga attraverso un meccanismo carbenico

e di osservare l'influenza di due carboni B rispetto al metallo sulla stereo-

chimica di addizione.

Lo studio é stato possibile via r.m.n. del 13C del terminali di catena destri ed

ha comportate la sintesi e la caratterizzazione di un approprlato composto model

lo: 2-fenil-4,6-dimetileptano.

pilene avvenga attraverso inserzione primaria e inizi su un legame reattivo metal

'lo fenile { come quello che si presume presente nei siti attivi del sistema cata

litico da noi usato )
i ) Mt C6H5 + nC3H5 ——————— L——Mt—(C3H6)n—CEH5

Ila struttura dei gruppi terminali destri, ovvero quelli formatisi nell'iniziazio

jne stessa, sara

.........CHECHlCH )CH CH(CH )C6H5

_Abbiamo percid preparato un campione di polipropilene implegando il sistema cata

litico TiCl ~Zn{CﬁH5]2 e lo abbiamo frazionato per estrazione con solventi di

punto dl ebollizione crescente: A) etere etilico, B) n-esano, C) n-eptano, D) n-

ottano.
2
Come & noto questo tipo di estrazione consente di separare il puiipropi}éne in

frazionl di stereoregolaritid e peso molecolare crescenti all'aumentare della tem

peratura di estrazione. //

Le diverse frazioni sono state esaminate via r.m.n. del lac./ﬂesll spettrl di

r.min.delle frazionl solubili rispettivamente in A) etere etilico, B) n-esano,

C) n-eptano bollenti sl sono osservate, oltre alle risdnanze del carboni metili-

ci, metilenici e metinici del propilene., deboli risgonanze attribuibili alla pre-

senza di carboni aromatici
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3 ) Fig. 2: Spettro di

26=0C\1 E—C"E"c""" coman. del 20 del
4 Olc_ In reglione aromati
ca della frazione
solublle in etere

etilico bollente A).

@ In figura sono ri-
2

portate le assegna

e,

C
+ zloni delle risonan
‘* LJKJ\% ze del carboni del
M“W IM"MA P\ML‘JM HM%‘M fenile monosostltul
to.

e e

140 130 10 =

Ad esempio esaminando 1'ampliflicazione relativa alla regione aromatica dello spet |
tro della frazione A ( fig. 2 ) si possono osservare tre plcchi di rlsonanza a
126.23. 124.88. 123.65 p.p.n.* di intensitd relativa 2/2/1/ e due ulteriori pic-
chi di intensitd minore a 145,6 e 146,2 p.p.m. La bassa intensita delle risonan-
ze considerate ed il fatto che essa diminuisce ulteriormente nelle frazionl a pe
so molecolare pid elevato suggerisce che effettivamente esse possonoc essere dovu
te alla presenza di gruppi terminali aromatici. Inoltrg la présen:a di risonanze
aventi i chemical shifts sopra riportati e le intensitd relative indicano la pre
senza di qucLei benzenici monosostituiti.

Per confronto con gli spettri di benzeni %onusqstitulti si possono attribuire le
due pii deboli risonanze a campo basso al carbonio aromatico sostituito | Cl Y
p.p.m. ai carboni orteo ( C_, ), e le risonanze a 126.23 e

la risonanza a 124,8

=} 2

125,65 p.p.m. rispettivamente ai carboni meta ( c, ) e para ( C, Y

E' pertinente notare che, in analogia con quanto osservato per altri gruppl ter-
mlnall.l) nei gruppi terminali fenilici ci si aspettava di osservare che i1l che-
mical shift del €, fosse sensibile all'intorno stereochimico e pid precisamente
alla.configurazione relativa del carbonioc fenil sos;ltuito e del carhnnin metil
sostituito adliacente.

In effettl ta frazione osservata & scarsamente stereoregolare e nella raglo-
ne del Cl si osservano due risonanze che patrebbero essere attribuite alla pre-
senza di due differenti intorni stereochimici ( R,R-S,5 ) e ( R,S-5,R ) del grup-
po terminale fenilico. ‘
Nelle frazioni B e C pid altamente stereoregolari ( fig- 3 ) sl pud osservare la
scomparsa della risonanza a 146,2 p.p.m.

Questo fatto suggerisce che nelle frazioni stereoregolari anche 1 gruppi termina

li siano stereoregolari o in altre parole che 1'ingresso di una molecola di mono

* Tutti i chemical shifts sonc misurati rispetto a HHDS



446 Fig. 3: Spettro di

:J < r.m.n. del 13(} del-

la regione aromati-

ca della frazione B

0

solubile in esano
t’ bollente. In figura

sono riportate le

| assegnazioni delle
'PN ﬁMW}H‘*WWMWU ' MW’W‘ risonanze dei carbo
o :

ni del fenile mono-

130 120 w=

sostituito.

mero sul legame metallo fenile dei siti attivi isotattici é stereospecifica, co-
sl come lo & per l'ingresso su legami metallo-alchile primariao.

Le assegnezioni qui sopra riportate sono state confermate e completate mediante
lo studio di un oppertuno composto modello come riportato nella sezione seguente.
i pud ancora osservare che i gruppi fenilici dovrebbero provenire sia dall'ari-
lazione superficiale del TiCl3 da parte del cocatalizzatore organometalliéo

TiCl, + Zn(c 1, —mmm— e -—1‘1L12(CEH ) W Zr.mrcﬁH )

GHS 2 5 5
sia dalla reazione di trasferimento di catena :

-(C -C_H Z CH_ ), ————a—a Me-c _H Z S.H [C -

ME-Heahel nCly, + 2UlCR. T, = ghy ¢ Enleig V] IegHgl Cs”s]
Alla fine della polimerizzazione i legami metallo-carbonio vengono idrolizzati
con conseguente formazione di gruppi terminali sinistri isobutilici
- T 0 - Z OH) G H H CH|CH_CH(C 3 -C

Zn(CBIIS)[(CSHG)n CeH | + 2H, w—Zn(OH), + CHo + (CH,) CH[CH, CH(CH,)  -C H_
Nella frazione insolubile in n-eptano i segnali attribuiti ai gruppi terminali
non sono rilevabili a causa del troppo elevato peso molecolare.

'
2-fenil-4,6-dimetileptano: Le osservazioni riportate nella sezione precedente so

no subordinate alla correttezza dell'assegnazione delle riscnanze del 130 consi-
rate.

E' necessario quindi confermarle per confronto con un adatto composto modello.
Il 2-fenil-4,6-dimetileptanoc & i1 pii semplice modello dei gruppi terminali con-
Eidgrati, infatti esso réplica la struttura dei gruppi terminali ipotizzati fino
alla distanza di 6 legami dal carbonie aromatico sostituite. In tal modo & garan
tito un accurato confronto tra i chemical shifts dei carboni aromatici diagnosti
ci nel polimero e nel composto modello stesso.

La presenza di due carboni asimmetrici consente inoltre di rilevare l'effetto
dell'intorno stereochimico sul chemical shift del carbonic aromatico sostituito.
Pertanto abblamo sintetizzato, come Jdescritto nella parte sperimentale, un cam-
pione di 2-fenil-4,6-dimetileptano lacendo reapgire acetofenone e 2,4-dimetilpen-

tillitio e riducende ad idrocaiburc il risultante carbinolo ( 2-fenil-4,6-dime-

tileptan=-2-o0lo ).
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In tal modo si & ottenuta una miscela diastereomerica di composizione 60 % e 40 %.

La composizione della miscela diastereomerica & stakta valutata via G.L.C. e si &

potuto osservare che i1 diastereomero pil altobollente era il pil abbondante.

Infine si é@ effettuata l'analisi di r.m.n. del

stessa miscela diaste-

reomerica., Lo spettro relative é riportate in figura 4 per la parte relativa al

carboni alifatici ed in figura 5 per la parte relativa ai

@
E!Eﬁ 3 @, 1

W“J Lw,%‘w’;%’rrj o oo Yoy

3z 7o 3% % =
4;{';:3&‘ 1—-—:? —p—i—c—i—c
3

2 o =7

c, i
|
b s “"“‘W

73 10 1% Tom

e i

carboni aromatici.

Fig. 4: Spettro di
r.m.n. del 130 del
composto modello

relativo alla reglo

ne alifatica.

Fig. 5; Spettro di
r.m.n. del T3¢ del
composto modello

relativo alla re-

gione aromatica.

Lo spettro relativo ai carboni alifatici é quello aspettato per la miscela dei

due diastereomeri cvonsiderati. In particolare i

quelli prevedibili con le regole di additivita del chemical shift del

10 .
Lindeman e Adams, ) nove per ciascun diastereomero.

se risonanze sono riportate in figura.

chemical shifts osservati sono

3
C di

Le assegnazioni delle diver

La presenza di due diastereomeri é confer’

mata dalla presenza di quindici risonanze risolte su un totale di diciotto.

La diversa concentrazione dei due diastereomeri valutata via G.L.C..

‘tro nella diversa intensita del doppietti dei carboni

meri ( per esempio 03. Cs' Ca, 02 }za

trova riscon

omologhl dei due diastereo
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- 94. C2 nei due diastereomeri.

Gonfrontando i chemical shifts dei carboni C3. c
jdentificati sulla base della intensita relativa con le regole di additivita del
chemicel shift stereochimico proposte per idrocarburi alifatici metil sostitui-

tiig)

si pud arrivare alla conclusionz che il diastereomero pid abbondante é {1
( 2R,45 ){ 25,4R ).

Per quanto riguarda la parte relativa a2i carboni aromatici si pud osservare in
primo lucgo la perfelta coincidenza dei chemical shifts osservati nel modello
con quelli osservati nelle Frazigni polimeriche, in secondo luogo si pud osserva
re che 11 chemical shift del carbonio aromatico sostitulto & sensibile all'intor
no sterico ( 146,5 p.p.m. e 145,9 p.p.m. per gli isomeri ( 2R,45 ) e ( 25,48 )
rispettivamente ) ed infine che l'intorno stereochimico del carbonio arcmatico
sostituito dei gruppi terminali delle frazioni di polimero B e C ( prevalentemen
te isotattiche ) € lo stesso che si ha nel diastereomero meno abbondante, ( ovvia
mente nel polimero saranno presenti le coppie enantiomere di ciascun terminale

diastereomero visto che il polimero nel suo complesso & otticamente inattive e

che gli enantiomeri sono indistinguibili all'analisi di r.m.n. ).

verso una sintesi malonica tra bromuro di isébutile e dietilmetilmalonato; l'aci-
do ottenuto & stato ridotto ad alcool e questo trasformato in cloro derivato,
L'alopgeno derivato & stato trasformato in litio derivato e questo é stato flatto

reagire con acetofenone ed i1 carbinolo risultante é stato ridotto ad idrocarbu-

TO.
11,12,13,14,15)

Per i singoli passaggi si & operate come descritto in letteratura.

I prodotti di reazione sona stati analizzati via G.L.C. e quindi separati dai
prodotti secondari, in guesto modo si sono ottenuti 71 mg di miscela diastereome
rica.

Cli spettri di massa ed i cromatogrammi dei due diastereomeri sono riportati in

figura 6 per il diastereomeroc pill abbondante ed in figura 7 per il diastereomero

’ ﬂ/ Fig. 6: Spettro di

y massa e relativoe
m 1

120 10 400 4o 200 Zo 240 20 Sho 350 Mo !T;H“'“E = cromatogramma de

diastereomero pio

4 abbondante,

-152 a5 W ’l‘ 149 433 Ad 164 204
: R 400 ) Tago 20

0
50
L}

i1 2-fenil-4,6-dimetileptanoc & stato sintettizzato attra



449

Fig. 7 Spettro di
massa e relativo
cromatopramma del
diastersomero meno
abbondanté.
405
o0
213 s 7 911 We Bt ot 61 189 204
o e P - -—y v -t
1007 do . 1o #o 180 2o
50
a
280 360 3o sho o
meno avbondante.
Si pud notare un picco molecolare a m/e = 204 come era da aspettarsirper i due
diasteresomert ( Pm = 204 ), oltre ad un picrco a m/e = 105 dovuto alla frammente-

zione principale. Inoltre si pud notare la perfetta similitudine dei due spettri.
Gli spettri di massa ¢-nn stati fatti con un Hewlett Packard 5985 B con colenna
capillare SES54, La tempesatura & stats mantenuta a 150°C per 2 minuti, poi da
150°C a 280°C con aumento di 3°C/minuto. L'intervallo di scansione é stato

m/e = 30-450.

la polimerizzazione & stata eseguita in autocla-

ve basculante da 500 ml a 75°C, con una pressione parziale di propilene di 3 atm,
-2 3
usando i! seguente sistema catalitico: Zn(C(HH)?( 3,7 10 mol ) e TiCJ.3
5 52

-2
( 3,7 10 mol ) sospeso in 150 ml di toluene anidro.

Dopo 48 ore la polimerizzazione & stata interrotta mediante aggiunta di metanolo
acidulato con HCl. 1l polimero & stato coagulato in un eccesso di metanolo, Til-

trato e ripetutamente lavato con metanolo fresco ed essiccato sotto vuoto a 70°C.

3i sono ottenuti 14,5 g di polipropilene.

Frazionamento del polimero: il polimern & stato frazionato mediante estrazioni

succesgive con etere etilico, n-esano, n-eptano, n-ottano bollenti in estrattore

Kumagawa; le estrazioni sono state operate ad esaurimento.

Si sono ottenute le seguenti percentuall di polimero estratto:

Estratto etereo 18,3 %
» esanico 6,4 %
L eptanico 7,8 %
) ottanico 32,1 %
Residuo 35,4 %
Spettri di r.m.n. del e . le frazioni del polimero ed il composto modello sono

13
state esaminate via r.m.n. d=l JC': 110°F con uno spettrometro Bruker HX-90 ope

rante a 22,63 MHz con il metodo della trasformata di Fourier. Icampioni sono sta
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ti preparati scliogliendo il polimerc { B0O-250 mg ) ed il composto modello ( 71 mg )
in 1,2-dideutero-tetraclorocetano { C?D401 ) contenente 1 % di esametildlsilossé
no ( HMDS ) come rifer{mentu interno.

Conclusioni. I catalizzatorli isotattici specifici per la polimerizzazione delle
&-olefine sono etereogenei, per cui uno studio diretto della lore struttura é
pressnchﬁ impossibile, o guanto meno non ha dato risultati ap#rezzablii dal pun-
'to di vista meccanicistico dopo 30 anni di ricerca. Per conto 50“; stati propo-
sti diversi possibili modelli di-siti attivi sulla base di.ccnsiderazinni indl-
rette quali la strutftura cristallina dei componenti solidi del catalizzatore.

Un mode di valutare ; diversi modelli come pw~e.di diminuire i gradi di liberta
della speculazione meccanicistica é l'osserva:ione del decorso stereochimico del
monomero sui legami metallo-carbonio dei siti attivi al variare del radicale or-
ganico.Questo approccic é del tutto analogo z2.1% rrudio dell'effetto sostituente
nelle reazioni organiche. In questa ottica EL; stata studiata in precedenti lavo
ri Ae]]a letteratura la struttura di cateae pc.iolefiniche amo e copolimeri-
che e la struttura di gruppi termlnaL{ isnbutiliecti. isoamilici, 2,4-dimetilpenkti
lici,2,3-dimetilpentilici.Si era concluse che !‘'inserzione del monomerc era sem-
pre primaria e che l'ingresso del monomeruv era soggeltn a controllo sterico varia
bile an'la struttura del radicale organico. N

I m&tivi per cui abbiamo scelto di studiare l'inserzione su legami metallo-feni-
le sono sostanzialmente tre. In primo luoge 1'ingombro sterice di uﬁ radicale fe
nilico poteva forzare il monoméro ad un tipo di inserzione secondaria, come av-
viene nella polimerizzazione sindi;tahtica del propilene. Confrontando lo spel-
tro del 13C aei gruppi terminali del polimerc ron quello del 2-Tenil-4.6,dime” |
eptano abblamo potuto cencludere che l'inserziow- del manomero rimane primaria

In secondo luogo é stato proposto che l'inserzione uel monomerc rnssa dec “rrere
con un meccanismo carbenico implicante la migrazione reversibile di un idrogeno
metilenico al metallo del sito attivo cataliti;n &2 \ fig. i Questa possibi
1lita & senz'altro da escludere, una volta osservato semplicemeni= che 1l'inse. :

ne pud avvenire su un gruppo fenilico, il quale ovviamente non pud da., luogo a
migrazioni siffatte.

Infine volevamo vedere se la presenza di un radicale organico molto ingombrato
per la presenza di 2 carboni B rispetto.al metallo poteva annullare o sovvertire
{1 tipo di controllo sterico. Infabtti,secondo’un modello di sito attivo proposto
recentemente, 18) 11 controllo sterico lsotattico deriverebbe dalle interazioni
steriche tra 11 sostituente del monomero ed il carbonio 8 rispetto al metalloe
della catena polimerica crescente. Si puteva.pertanto aspetfarsi la pe;dita di
contrullo sterico o addirittura un controllo sterico diverso per un radicale or-

ganico caratterizzato dalla presenza di 2 anziché un solo carbonio B.

Anche in questo caso abbiamo potuto concludere che il controllo sterico permane



di tipo immutato dato che la relszione spazisle tra i metili della prima e della

geconda unitd propilenica entrate in catene iniziate su legami Mt—-CsH5 é di tipo

isotattico.

Ringrazio i Dr.M.C.Sacchi e P.Locatelli dell'J.C.M. del CNR per {1 sostanziale

aiuto fornitomi nello svolgimento della Tesi.
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RELAZIONE SUI LAVORI COMPIUTI
DALL'ACCADEMIA DELLE SCIENZE FISICHE E MATEMATICHE
durante l'anno 1983,letta nell'adunanza del 31 gennaio 1984
dal Socio Vincenzo Leone

Segretario dell'Accademia di Scienze Fisiche e Matematiche

~'Aacczdemia ha &bn;to nel ccrso deili'anno 1363 le coasu:.é
8 adunanza ordinarie, pil due straordinarie, sotto la Presicenza
del Socio Donato Greco, coadiuvato dai Scci Vicepresidents
Giovanni Chieffi; &3 Segretario Vincenzo Leone e @&t Tescriera
Riccardo Sersale.

Per la Sezione di Scienze ﬁatematiche sono stati proposti
per la nomina a Socio Ordinario il Prof.Salvatore Rionrero,a
Soci corrispondenti nazionali i Professori Paolo De Lucia,Renato
Fiorenza, e Antonio Romano;per la Sezione di Scienze dd;turali,
a Soci Corrispondenti Nézionali i Professori Giuseppe Caputo,Vit-
torio Silvestrini e ARlessandro Morescalchi} e a Socio Nazionale
Ordinario non residente la Prof.ssa Angiola Maria Maccagno.

In riunion:  estese ai Soci delle altre Classi della Societa,

sono stati commemorati il Sc.’o Emerito Carlo Miranda,dal Socio

e B FE AT iSORLD OEdindsio Mario Ceowello. €& L5
Riccardo Sersale.
Sonc state effetuate 35 c@mfunicazioni di lavori de parte
dei Soci, 19 pér le discipline chimiche, 8 per quelle matematiche,s
per le Scienze Biologiche e 2z per quelle della Terra.
In particolare, per le discipline chimiche, il Socio

Mangoni ha presenteto 10 lavori, di cui 2 di M.Adirolfi,G.Barone,
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R.Lanzetta,G.Laonigro,M.Parrilli e L.Mangoni su componenti
glicosidici e nortriterpenici estratti da bulbi di Muscari

comosum, 2 degli stessi AA. sulle reazioni di alogenuri su

composti sterocidei, e,sempre degli stessi AA.,una sui componenti
diterpenici di Stachys recta.Gli altri lavori presentati dal

Socic Mangoni riguardano:una nota di di R.Caputo,P.MonacoJG.Palumbo,
L.Previtera e L.Mangoni sulla debromurazione selettiva di bromuri
sostituiti, tre note (una di P.Morrica,C.D'Ambrosio,1.Behar,

= due di P.Morrica e C.Ferreri) sulle reazioni dei trichetoni
ciclici con nucleofili bifunzicnali. I1 Socio Mangoni ha anche
presentatc una nota di F.Capasso,P.Morrica,E.Ramundo,V.S5antagada

e C.D.Vinciguerra su alcuni derivati naftodiazepinici a potenziale
attivita biologica. Il Socio Corradini ha presentato una nota

di E.Benedetti,E.Broccoli e A.Di Nola, e una di E.Benedetti,=.3roc-
coli e P.Crimaldi,sulla struttura cristallina di alcune benzamidi
sastituite, e una nota di V.Piscitelli sulla polimerizzazione
isotattica del propilene. Il Socio Sersale ha presentato una

nota di A.Nastro sull'influenza di sodio e potassio sulla sintesi
di zeoliti, ed una di P.Ciambelli,V.De Simone e R.Valentino

sulla separazione di ossigeno e azoto dell'aria su tufo zeolitico,
I1 Socio Nicolaus ha presentato due note di A.Bolognese,C.Piscitelldi
e G.Scherillo st ommocromi naturali e di sintesi, ed una di
A.Bolognese e R.Maglione sull'azione di peracidi su trifenodiossa-
zina. I) Socic Leone ha comunicato un lavoro di G.Barone,M.Belardini

;..Lanzetta,G.Laonigro e M.Parrilli sulla ~-O-metilpunctatina

di Muscari cocmosum.
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Per le Scienze Matematiche; il Socio Ciliberto ha presentato
ﬁna nota di G.Colaps su un semigruppo generato da un operatore
differenziale guasi-ellittico degenere, ‘ed una di O.Fiodo su
problemi quasi-ellittici nel semispazio dipendenti da un parametro.
Il Socio Franchetta ha comunicato una nota di G.De Simone e
G.D1 Malo su una classe dl assiomi di separazione pid deboli
di T1, e una di L.Di Fiore e S.Freni su alcun= proprieta delle
varietd di Segre. Il Socioc Avantaggiati ha presentato un lavoro
di G.Caradonna su alcuni sistemi di equazioni non lineari, ‘

e uno di M.Renzi su funzionil assolutamente continue con derivata
prima a variazione limitata. Il Soclo Curzio ha comunicato

una nota Jdi A.Leone e M.May su gruppi finiti non sub-modulari

a guozienti propri sub-modulari. Il Socioc Buoncristiano ha
presentato un lavoro di S.Dragdtti su ostruzioni a estendere

- A-sets @i strutture differenziabili.

Per le Sciénﬂze Biologiche, il Socio Chleffi ha presentato
una nota di O.PIcariello e M.Paolucci su ricerche elettroforetiche
su forme molecolarl di esterasi nella ghiandola digerente di
alcuni molluschi, e una di A.Gobbetti,A.Polzonetti-Magni ,M.Zexani
e M.Pzolucci sulla sintesi di vitellogenina indotta da estradiolo
17# nella rana verde. Il Socio Ghiara ha presentato un lavoro
01'm.C.Grimaldi,A.Pica,S.D'Ippolito e F.Della Corte su studl
citochimici della pelle delle torpedini. Il Socio De VIncentis
ha comunicato un lavoro di A.Pica,M.C.Grimaldi,S.D'Ippolito
e F.Della Corte sui valori ematologici e le cellule del sangue

di Schyliorbinus stellaris. Il Socio Leone ha presentato due

lavori, uno di P.Quesada,G.Pontarelli,A.Meduri,M.M=rola e B.Farina
sulle ribonucleasl di cellule Hela, ed un altro éi P.Quesada,H.Su-

zukili e B.Farira sul meccanismo di ADP-ribosilazione della ribonudlea

si seminale.
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Per le Scienze della Terra,il Socio D'Argenio ha comunicato
due lavori,il primo di G.Nardi su studi paleomegnetici dell'ammoniticc
rosso della Sicilia occidentale, e il secondo 41 A.Incoronato
gu ricerche paleomagnetiche sulla formazione di "red flysch"
negll Appennini meridionali.

Tuute le Note ora ricordate sarannb pubblicate nel volume
51,Serie IV , del Rendiconti dell'Accademia.

Per l'anno 1984 il Consiglio di Classe & formato dal President..
G.Chieffi, dal Vicepresidente B.D'Argenio,dal Segretario V.Leoae

e dal Tesoriere R.Sersale.
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