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p h y s i o l o g i c a I  f o r m a t i o n  of e s t r o n e - t y p e  s u b s t a n c e s  is 
s t i l l  obscure .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  a b i l i t y  .of m a m m a l i a n  
t i s s u e  t o  i n t r o d u c e  o x y g e n  a t  COo ), de sc r ibed  here ,  w o u l d  
t e n d  t o  s u p p o r t  t h e  idea  t h a t  r e m o v a l  of t h e  a n g u l a r  
g r o u p  as  a o n e - c a r b o n  I r a g m e n t  in  t h e  c o u r s e  of r i n g  A 
a r o m a t i z a t i o n  is a pos s ib l e  p a t h w a y .  B i o c h e m i c a l  ex-  
p e r i m e n t s  t o  p r o v e  or  d i s p r o v e  t h i s  h y p o t h e s i s  a re  n o w  
b e i n g  i n i t i a t e d  in o u r  l a b o r a t o r y .  I n  t h i s  c o n n e c t i o n  i t  
m i g h t  a lso  be  r eca l l ed  t h a t  e s t r o n e  i t se l f  h a s  b e e n  
i s o l a t e d  f r o m  b o x  a d r e n a l  e x t r a c t s  ~. F r o m  s t r u c t u r a l  
c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  in vitro b i o h y d r o x y l a t i o n  of a n  
a n g u l a r  m e t h y l  g roup ,  f i r s t  d e m o n s t r a t e d  here ,  is un -  
I ike ly  to  be  p r e c e d e d  b y  d e h y d r o g e n a t i o n  to  a n  o lef ine  
s ince t h i s  wou ld  i m p l y  f i ss ion  a n d  r e - f o r m a t i o n  of a C-C-  
l inkage .  T h e  1 1 - f l - h y d r o x y l a t i o n  of A 4-pregnene-  17-e, 21- 
d i o l - 3 , 2 0 - d i o n e  b y  a s i m i l a r  a d r e n a l  p r e p a r a t i o n  does  
also n o t  i n v o l v e  a n  olef in ic  i n t e r m e d i a t e  w i t h  t h e  
s u b s e q u e n t  a d d i t i o n  of one  mo le  of w a t e r ;  t h i s  h a s  
r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  b y  t h e  use  of d e u t e r i u m  ox ideL  
W h e t h e r  t h e s e  h y d r o x y l a t i o n s  a re  e f fec ted  as s u b s t i t u -  
t i o n  r e a c t i o n s  or a m o r e  c o m p l e x  o x i d a t i v e  s e q u e n c e  b y  
w a y  of e i t h e r  a n  ionic  or a r a d i c a l  m e c h a n i s m  is s t i l l  a 
m a t t e r  of s p e c u l a t i o n .  
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Zusammen]assung 

Die  Aufkl~i rung de r  S t r u k t u r  y o n  1 9 - O x y - A 4 - a n d r o  - 
s t en-3 ,  17-dion (VI),  e ine r  S u b s t a n z ,  i so l ie r t  n a c h  In -  
k u b a t i o n  v o n  A 4 - A n d r o s t e n - 3 , 1 7 - d i o n  u n d  y o n  D e h y -  
d r o e p i a n d r o s t e r o n  m i t  e i n e m  R i n d e r - N e b e n n i e r e n - H o -  
m o g e n a t ,  i s t  b e s c h r i e b e n .  Dies  i s t  unse re s  W i s s e n s  die 
e r s t e  B e o b a c h t u n g  d e r  H y d r o x y l i e r u n g  in vitro e ine r  
a n g u l / i r e n  M e t h y l g r u p p e  e ines  S te ro ids .  Mehr e r e  Fol -  
g e r u n g e n  s ind  e r 6 r t e r t .  

D. BEALL, J. Endocr. 2, 81 (1940). 
2 ~I. HAYANO and R. I. DORF~aAN, J. BIOL. Chem. 211,227 (1954). 

S u l  c o m p o r t a m e n t o  d e l l a  s o s t a n z a  f o n d a m e n t a l e  
in  m e m b r a n e  c o n n e t t i v a l i  d i  r a t t o  a l b i n o  d u r a n t e  

i l  p a s s a g g i o  d i  u n a  s o l u z i o n e  s a l i n a  

1~ n o t o  c h e l a  d i f fus ione  di  u n a  so luz ione  a c q u o s a  nel  
d e r m a  6 i n f l u e n z a t a  d a l l a  p r e s e n z a  in  esso di m u c o p o l i -  
s acca r id i  e da l  loro g r a d o  d i  p o l i m e r i z z a z i o n e  (CHAIN e 
~)UTHIE 1, DURAN-t~lgYNALS it, FAVILLI 3. I n  u n  suo  re-  
c e n t e  l avo ro ,  DAY 4 h a  p r o v a t o  che  la  veloci tA di  pas -  
saggio  di so luz ione  f i s io logica  a t t r a v e r s o  m e m b r a n e  di  
c o n n e t t i v o  s o t t o c u t a n e o  di  t o p o  a l b i n o  a u m e n t a  g r a n d e -  
m e n t e  s o t t o  l ' a z i o n e  de l la  j a l u r o n i d a s i .  Egl i  c o n c l u d e  
p e r t a n t o  che  la  s o s t a n z a  i n t e r f i b r i l l a r e  p u b  essere  con-  
s i d e r a t a  c o m e  c o s t i t u i t a  d a  u n a  m i c r o s t r u t t u r a  p ro t e i ca ,  
r e l a t i v a m e n t e  i m p e r m e a b i l i z z a t a ,  in  c o n d i z i o n i  n o r m a l i ,  
d a  ac ido  j a lu ron ico .  

L a  p r e s e n t e  n o t a  e spone  i r i s u l t a t i  di  r i ce rche  e segu i t e  
p e r  de f in i r e  u l t e r i o r m e n t e  le pa r t i co l a r i tA  del  pas -  
saggio  d i  u n a  so luz ione  s a l i n a  a t t r a v e r s o  m e m b r a n e  
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c o n n e t t i v a l i ,  e p e r  a c c e r t a r e  se 6 poss ib i le  o t t e n e r e  serie 
di  va lo r i  r e l a t i v a m e n t e  omogenee ,  t a l i  d a  p e r m e t t e r e  uno  
s t u d i o  di e v e n t u a l i  m o d i f i c a z i o n i  p a t o l o g i c h e  del  con-  
n e t t i v o  a n c h e  s o t t o  q u e s t o  p u n t o  di v i s t a  e con  q u e s t a  
t ecn ica ,  t h e  p r e s e n t a  il v a n t a g g i o  di  p o t e r  essere  s egu i t a  
in vitro, al  r i p a r o  d a  possibiI i  i n t e r f e r e n z e  d i  f a t t o r i  
e s t r a n e i  ( reg ime  del  c i reolo locale,  od  a l t r i ) .  

L a  t e c n i c a  6 que l l a  p r o p o s t a  d a  D&Y 1. Le  m e m b r a n e ,  
p r e l e v a t e  da l  f i anco  degl i  a n i m a l i ,  e r a n o  f i ssa te  a mezzo  
d i  u n  ane l lo  e las t i co  p i u t t o s t o  a l to  a d  u n  e s t r e m o  di u n  
t u b o  i m m e r s o  in  u n  b e a k e r  c o n t e n e n t e  NaC1 9 %° in H 2 0  
d i s t i l l a t a  e r i e m p i t o  de l la  s t e s sa  so luz ione  f ino  ad  u n a  
a l t ezza  d i c m  4 s o p r a  il l ive l lo  del  l i qu ido  ne l  beake r .  Si 
e r o n o m e t r a v a  il t e m p o  i m p i e g a t o  da l  men i s co  del la  
so luz ione  nel  t u b o  a s cende re  I ra  due  t r a g u a r d i  p o s t i  a 
m m  3 l ' u n o  d a l l ' a l t r o  ; il v o l u m e  de l ia  po rz ione  di  c i l indro  
c o m p r e s a  I ra  q u e s t i  due  t r a g u a r d i  e ra  p a r i  a m m  ~ 71,2. 
Si 6 c u r a t o  d i  m a n t e n e r e  c o s t a n t e  la  t e m p e r a t u r a ,  
o p e r a n d o  in t e r m o s t a t o :  g e n e r a l m e n t e  sono  s t a t e  u s a t e  
t e m p e r a t u r e  t r a  32 ° e 34°C. 

Come a n c h e  DAY r iconosce ,  n o n  6 poss ib i le  o t t e n e r e  
ser ie  di m e m b r a n e  di spessore  o m o g e n e o ;  si c h e i  t e m p i  
di  pas sagg io  de l la  so luz ione  c loruroso.dica  v a r i a n o  
g r a n d e m e n t e  t r a  loro,  a n c h e  q u a n d o  si c o n f r o n t i n o  
m e m b r a n e  p r o v e n i e n t i  da l lo  s tesso  a n i m a l e .  Si p o t e v a  
t u t t a v i a  pensa re ,  s u p p o n e n d o  che  ne l  n o r m a l e  sia  
e o n t e n u t a  e n t r o  l imi t i  n o n  t r o p p o  l a r g h i  la  q u a n t i t £  di 
m u c o p o l i s a c c a r i d i  p r e sen t i ,  ehe  tosse ro  e o n f r o n t a b i l i  i 
va lo r i ,  o t t e n u t i  da  v a r i  i nd iv idu i ,  del  r a p p o r t o  t r a  t e m p o  
di  passagg io  de l la  so luz ione  s a l i n a  e t e m p o  di  passagg io  
de l la  s t e s sa  so luz ione  a d d i z i o n a t a  di  j a l u r o n i d a s i  (S / J ) .  

s t a t a  u s a t a  in  q u e s t e  r i ce rche  j a l u r o n i d a s i  l io f i l i zza ta  
d a  t e s t i co lo  di  t o r o  ( K i n e t i n ,  de l la  c a s a  Sche r ing  di 
Ber l ino) ,  in  q u a n t i t ~  di 4 U . R . V .  S c h e r i n g  p e r  ml .  I n  
n u m e r o s e  p r o y e  esegu i te  i v a l o r i  di  t a l e  r a p p o r t o ,  in  
r a t t i  n o r m a l i  g i o v a n i  di peso  t r a  30 e 125 g, h a n n o  
v a r i a t o  e s s e n z i a l m e n t e  I r a  6 e 18. Si g i no l t r e  p o t u t o  
osse rva re ,  u s a n d o  s u c c e s s i v a m e n t e  m e m b r a n e  pro-  
v e n i e n t i  da l lo  s tesso  r a t t o ,  che,  se i t e m p i  di passagg io  
de l l a  so luz ione  c l o r u r o s o d i c a  (S) Cosi c o m e  que t l i  de l la  
so luz ione  c l o r u r o s o d i c a  pifl j a l u r o n i d a s i  (J)  pos sono  
s i n g o l a r m e n t e  p res i  d i f fe r i re  m o l t i s s i m o  d a  u n a  m e m -  
b r a n a  a l l ' a l t r a ,  i r a p p o r t i  s / J  sono  g e n e r a l m e n t e  s imi l i ;  
il che  p o r t a  a s u p p o r r e  c h e l a  q u o t a  di m u c o p o l i s a c c a r i d i  
nel  c o n n e t t i v o  s o t t o c u t a n e o  d i  u n o  s t e s so  a n i m a t e  s ia  
s e n s i b i l m e n t e  de l  m e d e s i m o  o r d i n e  d i  g r a n d e z z a  p e r  le 
r eg ion i  p rese  in  e s a m e  (vedi  t a b e l l a ) .  

Vatori, in secondi, dei tempi di deflusso di soluzione clorurosodiea 
0,9 % e della steK~a + jaluronidasi, e rapporti tra questi due valori per 
eoppie di membrane connettivali provenienti dal medesimo animale 

Ratti e relativo peso 

1) $ g 30 

2) ~ g 75 

3) ? g 83 

4) ~ g 125 

5) 3 g 110 

6) ~ g 33 

Tempo di de- Tempo di de- 
flusso della so- flusso delia so- 
luzione salina luzione con en- 
(S), in second zima (J), in s 

226 14,8 
1294 72 

113 14 
217 31 
668 40 

93 5,8 
95 8 
66 4,4 
95 14,6 
99 17 
86,8 12,2 
54 9 

Rapporto 
S/J 

15 
18 

8,1 
7 

16,7 
16 
11,9 
15 

6,5 
5,8 
7,1 
6 

1 T. D. DAY, J. Physiol. 117, 1 (1952). 
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Per  le concen t r az ion i  di f e r m e n t o  usate ,  l a r g a m e n t e  in 
eccesso r i spe t to  al  subs t ra to ,  la  d iminuz ione  del t e m p o  
di def lusso dopo  a g g i u n t a  di j a lu ron idas i  raggiunge  
pressoceh8 i m m e d i a t a m e n t e  il suo va lo re  mass imo.  

12C 
110 

,~ 1o0 

,~ so 
70 
6o 
5o 
40 

20 -~ 
10 

1 , ~ i 8{1 ~ g o l  1001, 1101 i 

dot~ta lot&le OllreSplrienll.ln mlnutl 9dmi 

Figura 1. La linea tratteggiata con eerchi vuoti rappresenta una 
prova eseguita sottoponendo una membrana all'azione della j aluroni- 
dasi (freccia vuota su cerchio vuoto) dopo un solo passaggio del 
menisco tra i due traguardi. La linea continua con eerchi pieni rap- 
presenta una prova eseguita facendo defluire a lungo attraverso una 
membrana soluzione elorurosodiea; alia ffeccia piena su cerchio pieno 

fu aggiunta jaluronidasi. 

P e r  ave re  indicaz ioni  sul la  n a t u r a  del  mucopol i sac -  
car ide,  ~ s t a t a  usa ta  in a lcune  p r o v e  j a lu ron idas i  da  
ve leno  di  Bgthrops jararaca (1/500 in soluzione  c loruroso-  
d iea  9 % °) che, come  ~ no to  (RE~IANINI1) ,  a d i f fe renza  
di que l la  tes t ico lare  non  ~ a t t i v a  su l l ' ac ido  condro i t in -  
solforico. La  d iminuz ione  del  t e m p o  di defiusso ~ s t a t a  
anche  in ques te  p rove  i m m e d i a t a  e del lo stesso ordine  di 
g r andezza ;  inol t re ,  agg iungendo  dopo l ' az ione  del ve leno  
di Bo th rops  j a lu ron idas i  tes t icolare ,  non si ~ a v u t o  
a l cun  u l te r io re  a u m e n t o  del la  velocit/~ di passaggio del 
l i qu ido  a t t r a v e r s o  la  m e m b r a n a .  La  s tessa cosa  si 
a v v e r a t a  facendo  agire p r i m a  j a lu ron idas i  t es t ico la re  e 
poi  ]a luronidas i  da  Bo th rops .  
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Figura 2. Aumento dei tempi di deflusso dopo il raggiungimento del 
tempo minimo. Alla freeeia (secondo passaggio del menisco Ira i due 
traguardi) fu aggiunta jaluronidasi. Dove la linea ~ tratteggiata il 

livello del liquido nel tubo fu lasciato cadere. 

Si ~ d ' a l t r a  pa r t e  osse rva to  che, p e r f o n d e n d o  la  
m e m b r a n a  in c o n t i n u i t ~  con soluzione  sal ina,  i l  t e m p o  
di passaggio  d iminuisce  p rog re s s ivamen te ,  f ino al p u n t o  
ehe la  jMuronidas i  s e m b r a  non  eserc i tare  pifl a l cuna  
az ione  (v. fig. 1). 

Si pu6  qu ind i  pensare  che  il mucopol i saccar ide  sia a lmeno  
in mass ima  pa r t e  aspor tab i le  anche  per  una  debole  azione 
meccanica ,  o l t re  che di solubi l izazzione,  qua le  quel la  del 
l iquido che f luisce da l  t u b o ,  st che  il f e rmen to  non pu6 

1 0 .  REGGIANINI, Boll ,  I s t .  S i e ro t e r .  Mi l anese  99, 456 (1950).  

pifi agire pe r  ca renza  del subs t r a to .  Ino l t r e  in va r ie  
esperienze,  esegui te  sia con la  sola  per fus ione  del la  
soluzione sal ina,  sia con l ' i n t e r v e n t o  de l l ' az ione  enzi-  
mat ica ,  ~ s t a t o ' n o t a t o  che  i t e m p i  di  passaggio ,  dopo  
ave r  r agg iun to  un  va lo re  m in imo ,  t e n d e v a n o  l e n t a m e n t e  
m a  p rog re s s ivamen te  ad  a u m e n t a r e .  Ta le  f enomeno ,  
seppur  non del t u t t o  c o s t a n t e m e n t e ,  si ~ p r e s e n t a t o  con 
no tevo le  I r equenza ;  l ' a u m e n t o  ~ s t a to  sensibile,  fino a 
r addopp i amen to ,  in a lcuni  casi, del va lo re  del  t e m p o  
pifl b reve  nello spazio di poco m e n o  di u n ' o r a  (v. fig. 2). 
In  conclusione mi  s e m b r a  di p o t e r  a f I e r m a r e  t h e  : 

1. Nel  conne t t i vo  s o t t o c u t a n e o  del  r a t t o  g c o n t e n u t o  
un mucopol isaccar ide ,  v e r o s i m i l m e n t e  ac ido  j a lu ron ico ,  
a t la  cui  presenza  ~ d o v u t a  in g ran  p a r t e  la  scarsa  per -  
meab i l i tk  del la  m e m b r a n a  al le  so luz ioni  acquose ,  t~ 
possibile,  t enendo  presen te  t h e  la q u a n t i t ~  d i  t a l e  
sostanza,  p robab i tmen te  non ~ m o l t a  (BENASSI e PRODI 1) 
e che  si t r a t t a  di mate r ia le  g r a n d e m e n t e  idra tabi le ,  che 
la sua  funzione di os tacolo  sia p r e v a l e n t e m e n t e  d o v u t a  
al la  r e l a t iva  immobi l izzaz ione  delle molecole  di a c q u a  
nelle sue vicinanze.  

2. Nel  r a t t o  g iovane  normale  il r a p p o r t o  t ra  t e m p o  di 
passaggio  di soluzione c lorurosodica  al 9 % o e t e m p o  di 
passaggio  del la  stessa soluzione a d d i z i o n a t a  di j a lu ron i -  
dasi  oscilla, per il so t tocu taneo  del f ianco e nel le  con-  
diz ioni  de t te ,  t r a  6 e 18. Valor i  al di  so t to  o al di  sop ra  
di ques t i  sono, se o t t e n u t i  nelle stesse condiz ioni ,  da  
r i teners i  con ogni  probabi l i t~  d o v u t i  ad  un c o n t e n u t o  
a n o r m a l e  di ac ido ja luronico.  

3. L ' a c ido  ja luronico,  nel la  sos tanza  f o n d a m e n t a l e  di 
ques to  eonne t t ivo ,  ~ t r a t t e n u t o  da  qua lche  a l t r a  s t ru t -  
t u ra  molecolare ,  m a  non cost s a ldamen te  da  non  essere 
g r a d a t a m e n t e  aspor tab i le  ad opera  del sempl ice  pas-  
saggio di l iquido a t t r ave r so  il t essu to ;  il che p o r t a  a 
pensare  che il suo legame con una  e v e n t u a l e  p r o t e i n a  
sia mol to  labile.  

4. L ' a u m e n t o  dei  t e m p i  di  deflusso al di  sopra  del  
va lore  m i n i m o  ragg iun to  pu6 far  pensare  che  qua l che  
s u b s t r a t o  (pro te ina?  a l t ro  mucopo l i sacca r ide? )  n n a  
v o l t a  a s p o r t a t o  i l  mezzo  impermeab i l i zzan te  c o s t i t u i t o  
da l l ' ac ido  jMuronico  venga  ad  id ra ta rs i  a sua  vo l t a ,  
r e s t r ingendo  in t a l  m o d o  n u o v a m e n t e  gli  in te r s t i z i  
lascia t i  l iber i  ed  eserc i tando una  pifi debole  az ione  di  
r a l l e n t a m e n t o  sulle molecole  de l l ' a equa  d u r a n t e  il loro 
t r a g i t t o  a t t r a v e r s o  la m e m b r a n a .  

Ho il piacere di ringraziare la Signorina ANNA M. GARJ~U, allieva 
interna dell'Istituto, per la valida eollaborazione e la preziosa 
assistenza tecniea. 

G. BENASSI 

Istituto di Patologia Generale dell'Universit~ di Bo- 
logna, il 28 luglio 1954. 

Summary 
The  au tho r  has s tud ied  some deta i l s  of t he  passage  of 

sal ine t h rough  connec t ive  m e m b r a n e s  o f  n o r m a l  a lb ino  
young  rats.  A mucopo lysaccha r ide  is p re sen t  in such 
m e m b r a n e s  which can be r e m o v e d  soon a t t e r  a d d i t i o n  of 
hya lu ron idase  and,  a t  a m u c h  s lower  ra te ,  by  the  mere  
passage of f luids t h r o u g h  t h e  t issue.  Such m u c o p o l y -  
sacchar ide ,  mos t  l ike ly  hya lu ron ic  acid,  seems to  be 
p resen t  in quan t i t i e s  n o t  t o o  d i f fe ren t  f rom one  m e m -  
brane  to  ano the r  and  i t  appea r s  t o  be  b o u n d  to  s o m e  
o the r  t issue m i c r o s t r u c t u r e  b y  m e a n s  of r a t h e r  loose 
chemica l  bonds.  Once  t h e  m u c o p o l y s a c c h a r i d e  r e m o v e d ,  
t he  h y d r a t i o n  of some  o the r  subs t r a t e  p r o b a b l y  t akes  
place,  t h u s  caus ing  the  free in te rs t ices  to  ge t  na r rower  
wi th  consequen t  decrease  in t h e  f lowing  ve loc i ty  of the  
saline. 
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