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c) Hypothermie apr~s anesthdsie gdndrale. D a n s  le b u t  
de  d i m i n u e r  p a r  a n e s t h 6 s i e  Ia r 6 a c t i o n  de  la  g l a n d e  
su r r6na le  e t la  s6c r6 t ion  des  a m i n e s  ( n o r a d r 6 n a l i n e  e t  
ad rena l ine )  p o u r  l e sque l l es  ]~ACQ e t  HERVt~ o n t  cons-  
t a t 6  u n  c e r t a i n  degr6  de  p r o t e c t i o n  c e n t r e  l ' i r r a d i a t i o n ,  
d e u x  g roupes  d ' a n i m a u x  o n t  ~t6 anes th~s i6s  au  N e m -  
b u t a l ,  pu is  ref ro idis  p a r  a s p h y x i e .  Chez ces a n i m a u x ,  le 
r e f r o i d i s s e m e n t  a 6t6 p lus  r ap ide ,  

U n  p r e m i e r  g r o u p e  de  10 r a t s  a re~u 0,30 m g  de 
N e m b u t a l  p a r  vote  i n t r a p 6 r i t o n 6 a l e ,  ma t s  c e t t e  dose  
s ' e s t  m o n t r 6 e  t o x i q u e  p o u r  les a n i m a u x  refroidis ,  car  
7 d ' e n t r e  e u x  m o u r u r e n t  p e n d a n t  le r e f r o i d i s s e m e n t  ou 
l ' i r r a d i a t i o n .  U n  s e c o n d  g r o u p e  de 10 r a t s  r egu t  0,18 m g  
de  N e m b u t a i  p a r  vo te  i n t r a p 6 r i t o n 6 a l e .  3 de  ces a n i m a u x  
s u c c o m b ~ r e n t  p e n d a n t  le r e f r o i d i s s c m e n t .  Des  7 a n i m a u x  
r e s t a n t ,  i r rad i6s  p a r  800 r, 3 6 t a l e n t  e n  v ie  30 j o u r s  
apr~s  l ' i r r a d i a t i o n .  

Conclusions 
P a r  une  t e c h n i q u e  appropr i6e ,  n o u s  a v o n s  mis  des  

r a t s  adu l t e s ,  des  d e u x  sexes,  en  h y p o t h e r m i e  p r o f o n d e  
( t e m p 6 r a t u r e  r e c t a l e  de 14-15°C) .  D a n s  ces cond i t ions ,  la  
r e s p i r a t i o n  e t  le r y t h m e  c a r d i a q u e  s e n t  f o r t e m e n t  ra len t i s .  

1 ° Les  r a t s  i r rad i6s  en  h y p o t h e r m i e  p r o f o n d e  avec  
des  doses  m o r t e l l e s  de 800 e t  900 r de  r a y o n s  X s e n t  
p a r t i e t l e m e n t  pro t6g6s .  5 0 %  de  ces a n i m a u x  s u r v i v e n t  
p lu s  de  30 j o u r s  a lors  que  t o u s l e s  t 6 m o i n s  m e u r e n t  e n  
17 jour s .  

2 ° C e t t e  p r o t e c t i o n  es t  i d e n t i q u e  lo r sque  le re f ro id isse-  
m e n t  se f a i t e n  pr6sence  d ' o x y g ~ n e  ou  sons  une  p ress ion  
d ' a i r  de 1,25 a t .  S. HAJDUKOVI~, A. HERVI~ e t  

V. VIDOVId 

Laboratoire de Pathologie et de Radiothdrapie de 
l'Universitd de Likge, Centre interuniversitaire de recher- 
ches sur la croissance, Liege, le 75 ]dvrier 7954. 

Summary  
U s i n g  a n  a p p r o p r i a t e  t e c h n i q u e ,  we p u t  a d u l t s  r a t s  

of  b o t h  sexes  u n d e r  deep  h y p o t h e r m y  ( rec ta l  t e m p e r a -  
t u r e  of  14-15  ° C). U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  r e s p i r a t i o n  
a n d  t h e  c a r d i a c  r h y t h m  a re  d e f i n i t e l y  s lowed  d o w n .  

(1) R a t s  i r r a d i a t e d  in  a s t a t e  of deep  h y p o t h e r m y  w i t h  
l e t h a l  doses  of 800 a n d  900 r of X - r ays ,  are  p a r t i a l l y  
p r o t e c t e d .  50 % of t h e s e  a n i m a l s  s u r v i v e d  m o r e  t h a n  30 
days ,  w h e r e a s  al l  c o n t r o l  a n i m a l s  d ied  a f t e r  17 days .  

(2) T h e  s a m e  degree  of p r o t e c t i o n  is o b t a i n e d  if t h e  
cool ing  is m a d e  in t h e  p r e sence  of o x y g e n  or u n d e r  a n  
a i r  p r e s su re  of 1.25 a t m o s p h e r e .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

P e r o s s i d o  d i  i d r o g e n o  net  t e s s u t i  a n i m a l i  

Tentativi di determinazione quantitativa 

L a  f o r m a z i o n e  di pe ross ido  di  i d r o g e n o  ne l  corse  del le  
oss idaz ion i  b io log iche  ~ s t a t a  o g g e t t o  di a p p a s s i o n a t a  
d i scuss ione  f in  da i  p r i m i  s t u d i  sul le  r eaz ion i  oss ido-  
r i d u t t i v e  : s o s t e n u t a  da nt¥IELAND e n e g a t a  d a  WARBURG 
con  a r g o m e n t i  a l t r e t t a n t o  c o n v i n c e n t i ,  si r i t i ene  genera l -  
m e n t e  che  a b b i a  luogo  solo a t l o r q u a n d o  l ' i d r o g e n o  
s o t t r a t t o  ai  m e t a b o l i t i  oss idab i l i  s ia  s t a t e  l ab i l i z za to  da l le  
de id rogenas i  o s s i t rope  di  D i x o n  o da l  s i s t e m a  Co I 
- f e r m e n t o  giallo. L ' a c q u a  o s s i g e n a t a  r a p p r e s e n t e r e b b e  
pe rc ib  il p r o d o t t o  f ina le  de l la  r e s p i r az i one  c i a n o s t a b i l e l .  

x Svolgimento complete delle teorie sulle ossido-riduzioni in C. 
OPPENHEIMER e K. STERIq, Biolog. Oxidation (Junk, The Hague 1939). 

I n  epoca  pifl r e c e n t e  u n  g r u p p o  di r i c e r ca to r i  giap- 
p o n e s i  (YAMAFUJI e colt.) c r e d e t t e  i n v e c e  di p e t e r  
a f f e rmare ,  a conc lu s ione  del le  p r o p r i e  r i ce rche  sui 
p rocess i  t e r m i n a l i  de l la  r e s p i r a z i o n e  cel lu lare ,  che  le 
oss idaz ion i  o r g a n i c h e  si a c c o m p a g n a n o  s e m p r e  a for- 
m a z i o n e  di H,O~ e che  6 poss ib i le  s t a b i l i r n e  il t i to lo  in 
m a t e r i a l e  b iologico,  con  u n  m e t o d o  n o n  p u b b l i c a t o  1. Va 
r i l e v a t o  che  l ' a c q u a  o s s i g e n a t a  n o n  e ra  s t a t a  m a t  d ime-  
s t r a t a ,  n e m m e n o  q u a l i t a t i v a m e n t e ,  in  t e s s u t i  an ima l i  
c o n t e n e n t i  ca t a l a s i  o pe ross idas i  e che  gli s tess i  l avor i  di 
WIELAND 2, che  h a n n o  c o n f e r m a t o  l ' i po te s i  de l la  formazio-  
ne  di  H202 pe r  d e i d r o g e n a z i o n e  di s u b s t r a t i  oss idabi l i ,  sono 
s t a f f  c o n d o t t i  su  mode l l i  s p e r i m e n t a l i  p r i v i  di  t a l l  enzimi .  

M a  pifl che  l a  d i m o s t r a z i o n e  con  mezz i  ch imic i ,  ~ la  
a b b o n d a n t e  d i s t f i b u z i o n e  di  ca ta l a s i  net  pifl d ivers i  
t e s s u t i  a r e n d e r e  m o l t o  ve ros imi l e  la  f o r m a z i o n e  in  essi 
di  H202. I1 f a t t o  che  e s i s t a  u n o  s t r e t t o  pa r a l l e l i smo  Ira 
a t t i v i t k  r e s p i r a t o r i a  e c a t a l a s i c a  dei t e s su t i  e o r g a n i s m i ;  
c h e l a  ca t a l a s i  a u m e n t i  o d i m i n u i s c a  ne l  s a n g u e  de l l 'uo-  
m e  a s e c o n d a  del le  s t ag ion i  e delle a l t i t u d i n i ,  e q u i n d i  del 
r i t m o  m e t a b o l i c o  (RIGONI3); c h e s i  possa  p r o v o c a r n e  la 
s in tes i  in  cel lule  v i v e n t i  m e d i a n t e  s t imo l i  ( radiaz ioni  
u l t r a v i o l e t t e )  che  e l ev ino  la  c o n c e n t r a z i o n e  di H,O z 
(YAMAFUJI 1), sono  a l t r e t t a n t e  p r o v e  d e l l ' i n t i m o  r a p p o r t o  
I r a  o s s idaz ion i  b io log iche  e f u n z i o n e  di  s m a l t i r e  H ,Ov  

L a  t i t o l a z i o n e  del  HzOe net  t e s su t i  h a  i n v e c e  u n  note-  
vo le  in t e re s se  in  r a p p o r t o  a l i a  poss ib i l i t~  di  ver i f icare  
a l c n n e  ipo tes i  su  p r o b l e m i  di  p a t o l o g i a :  ~ s t a t e  desc r i t to  
d a  I~ONDONI u n  ~effe t to  a g g r e g a n t e  ~ del  H , O  2 su sistenli  
p ro t e i c i  compless i% e poich~ i t e s su t i  neop la s t i c i  d i f e t t a n o  
di HzO2 possa  d e t e r m i n a r e  u n  r i m a n e g g i a m e n t o  u l t ra -  
s t r u t t u r a l e  del m a t e r i a l e  p ro t e i co  a s ign i f i ca to  pa to-  
gene t i coL  YAMAFUJI a t t r i b u i s c e  a d  u n a  acc resc iu ta  
c o n c e n t r a z i o n e  endoce l l u l a r e  di HzO 2 la  f o r m a z i o n e  di 
v i r u s p r o t e i n e  6. 

U n  p r i m o  t e n t a t i v e  di dosaggio  di H 2 0  z in  organi  
m e t a b o l i c a m e n t e  a t t i v i  ( l ega to  e rene)  e in  t u m o r i  
t r a p i a n t a b i l i  del  r a t t o  e de1 t o p e  6 s t a t e  e segu i to  da  
t~ONDO:NI e CUDKOWICZ 7 c o n  u n  m e t o d o  c h i m i c o ;  sono 
s t a f f  o t t e n u t i  v a l o r i  de l l ' o rd ine  di 18-10 - s  e 22.10 -7 
g / rag  secco r i s p e t t i v a m e n t e  ne l  l e g a t o  e ne l  r cne  di  r a t t o  
e di 84.10 - s  e 35.10-~ g / rag  secco neg l i  s tess i  o rgan i  di 
t o p e .  I1 m e t o d o  6 s t a t e  u l t e r i o r m e n t e  e l a b o r a t e  e nel 
c o n t e m p o  sono  s t a t i  e segu i t i  a l t r i  t e n t a t i v i  con  procedi-  
m e n t i  ch imic i  e non .  

U n a  di f f icol t~  c o m u n e  a t u t t i  i m e t o d i  p r o v a t i  
r a p p r e s e n t a t a  da l  f a t t o  che  le r eaz ion i  c h i m i c h e  da 
i m p i e g a r s i  d e b b o n o  possede re  il r e q u i s i t e  de l la  pifl a l ta  
spec i f ic i t~  in  q u a n t o  v e n g o n o  a svo lgers i  in  u n  m e s t r u o  
m o l t o  e t e r o g e n e o  q u a l e  6 u n  o m o g e n a t o  di  o rgano .  

I1 m a t e r / a l e ,  s u b i t o  d o p e  la  m o r t e  d e l t ' a n i m a l e  
( d i s s a n g u a m e n t o ) ,  v i ene  o m o g e n i z z a t o  in  K C N  6 ,5%;  
p r e l e v a t o  u n  c a m p i o n e  p e r  la  d e t e r m i n a z i o n e  del  peso 
secco, si p r e c i p i t a n o  le p r o t e i n e  con  u n  u g u a l  volume 
di ac ido  t r i c lo roace t i co  2 0 %  e si f i l t r a  pe r  c a r t a  si da 
o t t e n e r e  u n a  so luz ione  c h i a r a  che,  p u r  m a n t e n e n d o  una  
c e r t a  t o r b i d i t ~  v a r i a b i l e  a s e c o n d a  d e l l ' o r g a n o  e della 
d i lu iz ione,  6 a d a t t a  a r eaz ion i  co lo ra t e  o di p rec ip i taz ione .  

Secondo  SCHWARZ e GIESE s i sa l t  t r i v a l e n t i  di  cerio 
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danno in presenza di H202 un precipi tato giallastro 
di perossido di cerio che pu6 venir scisso in Ce(SO4) ~ e O 3 
da KMnO 4 in soluzione soliorica. I1 volume di ossigeno 

proporzionale al H20 , originariamente presente. 
Si ~ pensato di poter  applieare il metodo a materiale bio- 
logico t raspor tando il precipi tato di perossido in una 
vaschet ta  manometr ica  di WARBtlRG e ponendo in 
appendice laterale KMnO 4 da traversare al momento  
opportuno, ma la inevi table  contaminazione con sostanze 
organiche che di fronte al permanganato  sottraggono 02 
e producono CO2, altera i rr imediabilmente i valori mano- 
metrici. La causa di errore permane anche dopo r ipetut i  
lavaggi  de1 precipitato. 

]~ERTALAN 1 ha dosato l ' acqua ossigenata in presenza 
di sostanze organiche mediante  un eccesso di cloruro 
stannoso (SnCI,) in soluzione cloridrica, t i to la to  di fresco 
con jodio. In presenza di H202 si forma cloruro stannico, 
e poich8 con lo jodio si svela solo SnC12, si pu6 ri t i tolarne 
l'eccesso e dalla differenza ira i due valori  t i t r imetr ici  
risalire alla quantitb, di H20 v I1 metodo consentirebbe il 
rilievo di quanti t~ di H202 dell 'ordine di 10.10 -6 g, m a i l  
suo impiego non si ~ mostrato soddisfacente per la fre- 
quente presenza di altri composti  ossidanti il cloruro 
stannoso nel materiale biologico. 

RONDONI e CUDKOWlCZ 2 hanno aggiunto al materiale 
convenientemente  preparato una piccola quantit& di 
Ti2(SO4) 3 in soluzione solforica: in presenza di tracce di 
H202 si formano derivati  di perossido di t i tanio che 
colorano il mestro in giallo. La reazione ~ al tamente 
specifica e la sua intensit/z misurabile colorimetrica- 
mente. Si erano segnalate fin dall ' inizio alcune cause di 
errore che allo stato at tuale del lavoro possono venire 
cost schematizzate : 

1 ° I1 soliato di t i tanio, solubile solo in acidi diluiti, dS. 
un microprecipitato non t rat tenibi le  con i comuni filtri 
quando il reat t ivo viene aggiunto alla soluzione in esame. 
I valori  di estinzione sono perci6 dovut i  per una certa 
quota  al Ti2(SO4) a divenuto insolubile per la diversa 
diluizione dell 'acido solforico. L ' impiego di acido doff-  
drico riduce al minimo l ' inconveniente ed inficia in mi- 
sura trascurabile i risultati.  

2 ° Non si pub costruire una curva empirica standard 
da cui estrapolare i valori di H20 * nei singoli campioni 
perch~ ogni omogenato differisce da un altro per colore 
di rondo e per torbiditA. Infat t i  si ~ constatato che una 
stessa quantitY, di H20 * d~t valori colorimetrici diversi in 
omogenati  di organi differenti (fattore colore) e in 
omogenati  dello stesso organo pifl o meno diluiti (fattore 
torbidit/~). I~ necessario quindi  costruire un t ra t to  di 
curva per ciascun campione da analizzare:  el iminato il 
H20 ~ con argento f inemente suddiviso, si aggiungono 
alla soluzione in esame quant i t~  scalari di H20 ,. Feno- 
meni di adsorbimento che avvengono alla superficie delle 
particelle di Ag si t raducono in modificazioni di tra-  
sparenza, ragion per cui viene nuovamente  in t rodot ta  la 
causa di errore che si voleva  evitare assia l ' influenza di 
mutevol i  proprietk ott iche dei singoli omogenati.  Percib 
si ~ preferito stabilire il coefficiente di estinzione sullo 
stesso materiale su cui & stata  eseguita la misurazione, 
aggiungendo subito dopo dosi scalari di H202. 

Le  modificazioni apportate  al metodo non hanno 
mancato di riflettersi sui valori assoluti di H202/mg di 
tessuto secco, t rovat i  pifl bassi di quelli precedentemente 
communicat i  e di cui si riferirb, in al tra  sede. 

I r isultat i  posit ivi  su materiale biologieo non pi¢l 
v ivente  hanno indot to  ad eseguire prove su fett ine di 
tessuto sopravivente sospese in liquido di l~inger-fosfati 
tamponato  a pH = 6,8, alla t empera tu ra  di 37,5°C in 

1 j .  BERTALAN, Chem. Z. gO, 373 (1916). 
I p. RONDONI e G. CUDKOWIGZ, Exper. 9, 348 (1953). 

vaschette manometr iche di WARBURG 1. Dopo un breve 
periodo di respirazione si t ravasa  dall 'appendice laterale 
una soluzione acquosa re la t ivamente  concentrata  di 
catalasi pura (Armour Lab.) per cui il H20 , forma- 
tosi nel corso della respirazione, e presente nelle pro- 
porzioni consentite dal corredo catalasico del tessuto 
sopravivente,  verrt~ rapidamente scomposto con libera- 
zione di ossigeno molecolare. Un calcolo stechiometrico 
permettertL di stabilire a quanta  acqua ossigenata corris- 
ponda la tensione di ossigeno registrata dal manometro .  

Numerosi  sono i vantaggi  di questo procedimento ri- 
spetto a quello chimico : le condizioni di esperimento sono 
le pifl vicine possibili a quelle naturali ;  il rilievo delle 
misure ~ diret to e cost pure il riferimento al peso secco; 
la assoluta specificitt~ della reazione catalasica el imina il 
dubbio che l 'ossigeno liberato dal tessuto provenga da 
altro composto che non sia H202; la catalasi imbeve le 
sottili  fett ine sospese nella vaschet ta  e raggiunge le 
s t rut ture  pifl int ime che possono invece t ra t tenere  una  
quota  di H202 nelle misurazioni con mezzi chimici. 

Considerazioni preliminari  sulla sensibilitk dei comuni 
manometr i  di WARBURG (volumi di ossigeno non in- 
feriori ai 4--5 mm a) consigliavano l 'uso di micromano- 
metri  date le piccole quant i t~  di H202 contenute nei 
tessuti. L 'esper imento ha confermato le previsioni 
poich~ solo in alcuni casi, e sempre a t t raverso let ture 
manometr iche piut tosto indaginose, si sono avut i  
r isultat i  degni di attenzione. 

Si pub dunque concludere che il perossido di idrogeno 
presente in piccolissima quant i t~ (decimi o centesimi di 

F/mg di peso secco) nei tessuti animali  e che lo si pu6 
misurare con un metodo chimico re la t ivamente  semplice. 
I valori assoluti f in 'ora  comunicati  andranno incontro a 
correzioni parallele al perfezionarsi della metodologia;  
per quel che r iguarda lo studio di quei problemi di pato- 
logia a cui si ~ accennato pifl sopra, sono per6 sufficienti 
i valori relat ivi  che si sono ottenuti ,  espressione di 
differenze costanti  fra tessuti  diversi. G. CUDKOWlCZ 

Centro di Oncologia sperimentale del Consiglio nazionale 
delle Ricerche, Sezione di Milano, e Istituto di Patologia 
generaIe veterinaria dell'Universit~ di Milano, il 8 /eb- 
braio 7954. Zusammen/assung 

Es wurden einige Methoden zur ]3estimmung des 
Wasserstoffperoxyds in biologischem Material unter- 
sucht, dessen Anwesenheit  in metabolisch akt iven Orga- 
nen (Leber und Niere) und in t ransplantablen Tumoren 
der Rat te  und der Maus yon RONDONI und CUDKOWICZ 
kiirzlich nachgewiesen worden ist. 

1. Oxydat ion des CelU zu CelV-peroxyd, Freimachen 
des Sauerstoffes durch KMnO, in Schwefels/iure und 
Messung des O2-Volumens im Warburg-Apparat .  

2. Oxydat ion einer bekannten Menge SnC12 und Be- 
s t immung des 13berschusses durch Jodt i t ra t ion.  

3. Eine biologische Methode, in der H202, das wXhrend 
der Atmung  iiberlebender Gewebe gebildet wird, durch 
Katalase gespalten und der auf diese Weise entstandene 
Sauerstoff im Warburg-Appara t  gemessen wird. 

Die ersten zwei Methoden haben sich jedoch als un- 
geeignet erwiesen, da beide Reakt ionen yon versehiede- 
nen, im Homogenat  befindlichen Substanzen gest6rt 
werden. 

Die bisher angewandte Ti tanmethode wurde ver- 
bessert, so dass man unter  konstanten Bedingungen 
zuverl~issige relat ive Werte  erhalten kann. Die bisher 
festgestellten absoluten Werte  sind nicht als endgiiltig 
zu betrachten,  da mi t  der weiteren Entwicklung der 
Arbei tsmethoden ~nderungen vorauszusehen sind. 

1 Norme di tecnica in R. DEOTTO, Metodi manometrici in biologia 
(Cappelli, Bologna 194~2). 


