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of the  a c t i v i t y  of the  controls .  On the  con t r a ry ,  0.1-0.05 
m M  c o n c e n t r a t i o n s  of 1 , 1 0 - p h e n a n t h r o l i n e  i n h i b i t  a h n o s t  
comple t e ly  t he  prol ine  h y d r o x y l a t i o n ,  b u t  here  t he  ac- 
t i v i t y  of col lagenous  prol ine-C 14 is t he  same as in  con t ro l  
collagen. Th i s  means  t h a t  e, a ' -d ipy r idy l  b locks  t he  fo rma-  
t ion  of col lagen h y d r o x y p r o l i n e  w i t h o u t  in f luenc ing  t he  
s u m  of t o t a l  im ino  acids in  collagen. B y  t he  effect  of 
1, 10 -phenan th ro l ine  hyd roxypro l i ne -de f i c i en t  col lagen is 
formed,  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  hal f  t h e  a m o u n t  of 
imino  acids c o m p a r e d  w i t h  n o r m a l  collagen. Therefore ,  
i t  can  be  p r e s u m e d  t h a t  t he  f i rs t  s u b s t a n c e  i nh ib i t s  t he  
h y d r o x y l a t i o n  of prol ine  a t  t he  f inal  co l lagenous  poly-  
pep t ide  stage,  whereas  1 , 1 0 - p h e n a n t h r o l i n e  p r e v e n t s  
e i t he r  on ly  t he  i n c o r p o r a t i o n  of prol ine  to be  h y d r o x y l a t e d  
or  p r o p o r t i o n a l l y  decreases  t he  i nco rpo ra t i on  of all  amino  
acids in to  t h e  col lagenous  molecule  so t h a t  bof l l  n o r m a l  
prot ine  a n d  pro l ine  to be  h y d r o x y l a t e d  pa r t i c i pa t e  even  
in th i s  case in  t h e  r e su l t ing  ac t i v i t y  of prol ine.  Th i s  l a t t e r  
hypo thes i s  p roved  to be  cor rec t  4. I t  is w o r t h  m e n t i o n i n g  
t h a t  the  same resu l t s  wi th  b o t h  subs t ances  s tud ied  were 
ach ieved  for  the  couple  l y s ine /hyd roxy lys ine  b y  tluRYCH 
a n d  NORDWI(; 5. The  in te r fe rence  of b o t h  che la te s  u n d e r  
inw. 's t igat ion in pro l ine  h y d r o x y l a t i o n  is in  f a w m r  of 
Fe  e+ (or poss ib ly  Cu ~+) c o n t a i n i n g  e n z y m e  respons ib le  for  
th i s  react ion,  since on ly  1.'c"+, Cu + or Cr a- s t i m u l a t e d  
prol ine  h y d r o x y l a t i o n  in vi tro6.  

Zusammen/assung. W g h r e n d  der  I n k u b a t i o n  yon  H a u t -  
s c h n i t t e n  de r  H f i h n e r e m b r y o n e n  m i t  C14-Prolin e n t s t e h e n  
bei  Anwesenhe i t  v o n  0,1-1 m ~ / / D i p y r i d y l  und  0,05-1 m M  
1, 1 0 - P h e n a n t h r o l i n  a n o m a l e  Kol lagene,  die kein  H y d r o x y -  
p ro l in  e n t h a l t e n .  Mi t  D i p y r i d y l  wird  die no rma le  Menge, 
m i t  P h e n a n t h r o l i n  n u r  die H~tlfte de r  Iminos / iu ren  ein- 
gebau t .  Beide Stoffe bee inf lussen  in den  ange f i i h r t en  
K o n z e n t r a t i o n e n  die B i o s y n t h e s e  ( I n k o r p o r a t i o n  yon  
C14-Prolin) in  n i ch t -ko l l agene  EiweiBstoffe  n ich t .  
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U l t r a s t r u t t u r a  d e l l a  c a l c i f i c a z i o n e  d i s t r o f i c a  
r e n a l e  da  s u b l i m a t e  

Nel q u a d r o  delle r icerche che si v a n n o  da  t e m p o  com- 
p iendo nel  nos t ro  I s t i t u t o  sul f enomeno  del la  calcifica- 
zione animale ,  uno  di noi h a  in p receden t i  lavor i  (PAL- 
L,aI)I.'~I e t  al.~,2) so t to l inea to  il va lore  che h a n n o  i da t i  
deducibi l i  dallo s tudio  dclle calcif icazioni t e ssu ta l i  a b n e r -  
mal l  ai f ini  del la  precisazione del ruolo sve l t e  nel  
fenomeno  fisiologico di p rec ip i t az ione  ca tcarea  dal le  var ie  
sos tanze  e s t r u t t u r e  t h e  si r i s con t r ano  nel  focolaio calci- 
fico. In  ques to  campo  di r icerca  si i n q n a d r a n o  i p r e c e d e n t i  
lavor i  (PALLAIIINI a; PALLADINI et al.~) sul la  i s toch imica  
del la  calcif icazione d is t rof ica  (la s u b l i m a t e  nel  r e n t ;  
r i p o r t i a m o  in q u e s t a  no ra  i da t i  r i cava t i  dal lo s tud io  
u l t r a s t r u t t u r a l e  di ques to  t ipo  di calcif icazione r ivo l to  ad  
indagare  il va lore  di e l emen t i  submicroscopic i  ne l la  genesi  
del f cnomeno  indica te .  

F r a m m e n t i  di  rene  p r o w m i e n t i  da  r a t t i  W i s t a r  adu l t i  
t r a t t a t i  con 0.5 mg/100 g peso di HgC12 e sacr i f ica t i  dope  
72 h sono s taff  f issati  in  g lu te ra lde ide  3% in t a m p o n e  
fosfato p l I  8.0; a lcuni  di essi sono staff  r i f issat i  in Osmio 
2% in t a m p o n e  v e r o n a l - a c e t a t o  p H  7.4-7.6 con CaC12 
0.005 M. O p p o r t u n e  colorazioni  di cont ro l lo  (al izar ina,  v. 
Kossa) h a n n o  d i m o s t r a t o  l ' a s senza  di I enomen i  di de- 
calcif icazione in segui to alle t ecn iche  usate .  Inc lus ione  in 
ves topa l  W (Kt:RTZS), colorazione al P b  (KARNOVSKY6). 
Osservaz ione  al M.E.  }IITACHI I I U  11. L 'osse rvaz ione  6 
s t a t a  p a r t i c o l a r m e n t e  d i r e t t a  sui t u b u l i  c o m p l e t a m e n t e  
necro t izza t i ,  r iconoscibi l i  pe r  la spessa m e m b r a n a  basa le  
che li c i rconda,  m e n t r e  t u t t o  lo spazio una  v o l t a  occupa to  
dal le  pa re t i  t u b u l a r i  a p p a r e  r i empi to  da  de t r i t i  cel lular i  
di  v a r i a  opac i th ;  t r a  ques t i  de t r i t i  appa iono  ca ra t t e r i s t i -  
c a m e n t e  due  t ip i  di  e l emen t i :  (a) numeros i s s imi  mi to-  
condri ,  r igonf i  e t ondegg ian t i ,  di va r i a  opaci th ,  in eui 6 

anco ra  ben  r iconoscibi le  la dopp ia  m e m b r a n a  e a l cune  
cr is tae  m e n t r e  la ma t r i ce  ~ o c c u p a t a  da  masse  opache ,  
f locculente  (F igura  1) e da  ca ra t t e r i s t i c i  agg lomcra t i  di  
tficcole par t ice l le  i n t e n s a m e n t e  osmiofile d isposte  ad 
anello,  gi~ osserva tc  da  MOLm~RT et  al. 7, in s t r e t t a  rela-  
zione con le m e m b r a n e  delle criste,  m a  non  comprese  t r~  
le due m e m b r a n e  delle cr is te  stesse, bens l  spesso t r a  le 
superf ici  a f facc ia te  di due  cr is te  vicine (b ' igura 1). Que.ste 
fo rmaz ion i  si sono d i m o s t r a t e  res i s t en t i  al la  decalcif ica- 
zione ( E D T A  10~ p H  7.3, H N O  a 5% ) a n c h e  p r o t r a t t a  
f ine  a 2 h. (b) a m m a s s i  di v a r i a  d i lnens ione  di cr is ta l l i  
agh i formi  (circa 600-800 X • 30 .&) mor fo log i camen te  
sov rappon ib i l i  a quel l i  descr i t t i  come cr is ta l l i  di a p a t i t e  
in  var ie  calcif icazioni  ec topiche  (POLICARD et  al.S; 
GIACOMELLI e t  al .~ :BAUD et  al.l~ Gli agg lomera t i  si 
p r e s e n t a n o  per  lo p ih  di f o rma  t o n d e g g i a n t e  o ovale  e 
de l l ' o rd ine  di g randezza  dei mi tocondr i .  Alcun i  cr is ta l l i  
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sono ch ia ramen te  dispost i  a l l ' in terno dei mi tocondr i  gi5. 
descri t t i ,  ma  in altr i  casi gruppi  di cristall i  aghiformi  si 
t r ovano  nel la  sos tanza  opaca  di rondo che occuPa t u t t o  
il tubulo  e non  sembrano  in relazione con a lcuna s t ru t tu ra .  
L ' e same  delle sezioni decalcif icate e success ivamente  con- 
t r a s t a t e  con il P b  non  ha  r ivela to  a lcun subs t r a to  all ' in- 
t e rno  degli agglomera t i  calcifici, in cui, del resto,  gli aghi  
di  apa t i t e  sono dispost i  senza alcun preciso o r i en tamento ,  
anche  se si no t a  una  cer ta  t endenza  a disporsi  al cent ro  
degli ammass i  in direzione perpendicolare  a quella assun ta  
dai  cristall i  periferici. 

Nonos t an t e  una  precisa ricerca, non  abb iamo osservato  
mai  fasci di f ibre collagene f rammis t i  ai de t r i t i  cellulari 
di ques t i  tubul i  in IleCrosi. ]); da no ta re  come sia osserva-  
bile a t t o rno  agli aghi cristallini,  una  ganga di mater ia le  
amorfo pih e le t t ron-opaco  del fondo (Figura 2). 

Lo s tudio  u l t r a s t ru t tu ra l e  della calcificazione da subli- 
ma to  ci conferma che la deposizione del calcio avviene  
esc lus ivamente  nel  seno del de t r i to  necrot ico epiteliale, 
come gik descr i t to  al microscopio ot t ico dagli AA. classici 
(cfr. KAUFMANN et a1.11; KRITZ12); perci6 i dat i  da  noi 
o t t enu t i  con i me tod i  is tochimici  man tengono  il loro pieno 
valore.  Una  precisa indagine  is tochimica a livello e le t t ro-  
nico non ci ~ s t a t a  possibile,  ma  la presenza  della ganga 
e le t t ron-opaca  per icr is ta l l ina  fa pensare  alla presenza  di 
mucopol isaccar idi  acidi, come evidenzia t i  in ques te  sedi 

dalle tecniche  is tochimiche (PALLADINI  et  al.4), e la cui 
secrezione da pa r t e  delle cellule renal i  tubular i  ~ s t a t a  di  
recente  desc r i t t a  anche in cul tura  (MORARD e RIEDEL13) .  
Pe r  quel che r iguarda  l ' in t imo processo della precipi taz ione 
del sale, poss iamo escludere che nel  nost ro  caso, come in 
altr i  gik descr i t t i  ( A s c E N Z I  e BENXDETT114; LAFFERTY et 
a1.15; MUzlil~) esso possa essere r ipor ta to  alla precipi ta-  
zione per  <mucleazione ~ sulle b a n d a t u r e  collagene (WElD- 
MAN17), perchg il collagene r isul ta  del  t u t t o  assente.  In -  
cer to  invece, a causa della loro res is tenza  ai decalcif icanti ,  

il ruolo delle gik descr i t te  formazioni  e le t t ron-opache  
mitocondria l i ,  che altr i  au tor i  (LAFFERTY et  a115; MOL- 
BERT et  al. 7; MOLNAR18) h a n n o  osservato  in altr i  casi di 
calcificazioni ectopiche e a cui LAFFERTY,  omologandole  
con quelle r invenu te  da GREENAWOLT et al. 19 al microscopio 

Fig. 2. Anlmass i  cr is tal l ini  nel de t r i to  tubulare ,  72 h dopo l ' avvelena-  
mento,  x 73000. Nell ' inserto,  p rec ip i ta t i  nfierocristal l ini  nen ' in terno  
di in i toeondri  l iber i  nel de t r i to  (freccia). Fissazione in gluteraldeide,  

inclusione in  vestopaI,  colorazione con PbO. x 38500. 

Fig. 1. Fotograf ia  e le t t ronica  di un tubulo  renale necrotico di ra t to ,  
72 h dopo l'inoculazione del sublimato. Notate l'abbondanza dei 
mitocondri nel detrito tubulare, la persistenza della membrana 
basale (rob) e la presenza all'interno dei mitoeondri di inelusioni 
anulari elettron-opache, x 28000. Nell'inserto, mitocondri a pifi 
forte ingralldimento (x 73000) ehe mostrano gli illelusi ad allello 
(freeee vuote) nella matrice e la presenza di sostanza opaca (Ireece 
piene). Fissazione in gluteraldeide seguita da osmio, inclusione in 

vestopal, colorazione con PbO. 
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e l e t t r o n i c o  in  m i t o c o n d r i  i n c u b a t i  in  s o l u z i o n i  d i  Ca  ++ e 
d a  q u e s t i  i d e n t i f i c a t e  c o m e  p r e c i p i t a z i o n i  d i  ca lc io  f o s f a t o ,  
h a  d a t o  v a l o r e  di  in iz ia l i  p r e c i p i t a z i o n i  c a l c a r e e  a I u n z i o n e  
~muclean te~ .  I n  c o n c l u s i o n e ,  q u i n d i ,  lo s t u d i o  u l t r a s t r u t -  
t u r a l e  de l l a  ca l c i f i caz ione  r e n a l e  d a  s u b l i m a t o  ci h a  con -  
s e n t i t o  d i  p r e c i s a r n e  la  m o r f o l o g i a  s u b m i c r o s c o p i a  e l ' a s -  
s e n z a  di  r e l a z i o n e  c o n  le f ib re  c o l l a g e n e ;  r e s t a n o  c o n f e r -  
m a t i  i d a t i  t o p o g r a f i c i  r i c a v a t i  da l lo  s t u d i o  a l  m i c r o -  
s c o p i o  o t t i c o  (PALLADINI e t  al .4).  

S u m m a r y .  C a r r y i n g  o n  t h e  r e s e a r c h e s  o n  t h e  b i o l og i ca l  
p r o c e s s  o f  c a l c i u m  d e p o s i t i o n ,  t h e  ro le  o f  t h e  s u b s t r u c t u r e s  
in  t h e  p r e c i p i t a t i o n  of  c a l c i u m  s a l t s  in  t h e  loci of  d i s t r o -  

p h i c  c a l c i f i c a t i o n  of  k i d n e y  t u b u l e s  f o l l o w i n g  s u b l i m a t e  
i n j e c t i o n s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  
h i s t o c h e m i c a l  d a t a  p r e v i o u s l y  f o u n d ,  t h e  p r e s e n c e  of  
c o l l a g e n  f i b r e s  in  t h e s e  s i t e s  is  e x c l u d e d ;  t h e  m o r p h o -  
log ica l  a p p e a r a n c e  o f  c r y s t a l  d e p o s i t s  is d e s c r i b e d .  T h e  
i m p o r t a n c e  of  m i t o c h o n d r i a  in  t h e  c a l c i u m  ion  d e p o s i t i o n  
in  k i d n e y  t u b u l e s  is d i s c u s s e d .  

G. PALLADINt e S. CARAVITA 

I s t i t u to  di  a n a t o m i a  c o m p a r a t a  G. B .  Grass i  dell '  Un iver s i t~  
di  R o m a  ( I ta l ia) ,  14 marzo  1966. 

F a i l u r e  of I o d o a c e t a t e  to  P r o t e c t  the  A n t i g e n i c  
P o w e r  of  I n s u l i n  f r o m  C y s t e i n  I n a c t i v a t i o n  

T h e  ' t h i o l '  c o m p o u n d s  ( cys te in ,  g l u t a t h i o n e ,  d i m c r c a p -  
t o p r o p a n o l ,  etc.)  p r o m o t e  *, e v e n  n o n - e n z y m a t i c a l l y ,  t h e  
l i n k e d  r e a c t i o n  o f  o x i d e  r e d u c t i o n  b e t w e e n  t h e  SS  of  
t h e  p r o t e i n  a n d  t h e  n o n - p r o t e i n  ' t h i o l '  g r o u p .  

S Sit  
! 2RHS  �9 t ) ro tc in~ ~ R -S -S  R .  Protein ~ S $11 

T h e  r e d u c t i o n  of t h e  i n s u l i n  b y  c y s t e i n ,  a c c o m p a n i e d  b y  a 
loss  of  i t s  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y ,  is a l so  r a p i d .  

YAI.OW a n d  BERSON'2 s t a t e  t h a t  p l a s m a t i c  i n s u l i n  d is -  
a p p e a r s  w h e n  t h e  s p e c i m e n  is i n c u b a t : e d  a t  p i t  8 in t h e  
p r e s e n c e  of  0 . 0 2 M  c y s t e i n .  T h e  p r e s e n t  p a p e r  r e p o r t s  
o b s e r v a t i o n s  o b t a i n e d  w h e n  s t u d y i n g  t h e  a c t i o n  of iodo-  
a c e t a t e  a n d  c y s t e i n  o n  t h e  s t a b i l i t y  of  l )ov ine  i n s u l i n ' s  
a n t i g e n i c  p o w e r  u n d e r  c e r t a i n  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  
a ~ d  u s i n g  t lALES a n d  I?AXI)LV:'S i m m u n o l o g i c a l  m e t h o d  a. 

Melhod .  U n l a b e l l e d  i n s u l i n  a c t s  as  a c o m p e t i t i v e  in-  
h i b i t o r  on  t h e  f o r m a t i o n  of t h e  a n t i g e n i c - a n t i b o d y  c o m -  
p l e x  b e t w e e n  l a b e l l e d  i n s u l i n  a n d  a n t i - i n s u l i n  a n t i s e r u m .  
T e s t  s a m p l e s  of  i n s u l i n  a r e  t r e a t e d  w i t h  i o d o a c e t a t e  a n d  
c y s t e i n ,  a c c o r d i n g  to  t h e  c o n d i t i o n s  e x p l a i n e d  in  t h e  t e x t  
a n d  t h e  p r e v i o u s  p a p e r  4. 

S t a b i l i t y  of  t h e  a n t i g e n i c  p o w e r  of  i n s u l i n  in  t h e  
p r e s e n c e  of c y s t e i n :  C o n c e n t r a t e s  of  250 a n d  500 l m / m l  of  
b o v i n e  i n s u l i n  a r e  i n c u b a t e d  for  2 h a t  3 7 ~  w i t h  0 . 0 2 M  
a n d  0.01 M of  c y s t e i n  a t  p t I  7, 7.5 a n d  8 r e s p e c t i v e l y  a m l  
s u b s e q u e n t l y  d i a l y s e d  fo r  3 h a g a i n s t  a s o d i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r  of  0 . 0 4 0 M  a t  p I I  7.4. 

Q u a n t i t i e s  o f  t h e  s a m e  s a m p l e s  a re  t r e a t e d  l i kewise  b u t  
w i t h o u t  t h e  c y s t e i n  s t a g e .  

Resul t s .  A l t h o u g h  t h e  i n c u b a t i o n  a n d  d i a l y s i s  in  t h e m -  
s e l v e s  i n d u c e  a s i g n i f i c a n t  loss  of  a c t i v i t y ,  T a b l e  I s h o w s  
c l e a r l y  t h a t  a f t e r  a d d i t i o n  of  c y s t e i n ,  t h e  i n s u l i n  b e c o m e s  
q u i t e  i n a c t i v e  a t  p H  7.5 a n d  8. A b o u t  2 5 %  of  t h e  o r i g i n a l  
a c t i v i t i e s ,  h o w e v e r ,  r e m a i n s  a t  p i t  7. 

F . f fect  of  i o d o a c e t a t e  a n d  c y s t e i n  o n  b e e f  i n s u l i n  
s t a b i l i t y  a t  p l I  7.5:  I n  i t s  role  a s  a b l o c k i n g  a g e n t  of  t h e  
- S I t  g r o u p s ,  t h e  i o ( l o a c e t a t e  m a y  r e a c t  q u i c k l y  w i t h  
c y s t e i n  5, w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  a n  i n h i b i t o r  of  t h e  i n s u l i n ' s  
b io log ica l  a c t i o n  in Vitro m a y  b e  c a p a b l e  of  p r o t e c t i n g  
t h e  h o r m o n e  a g a i n s t  t h e  w e l l - k n o w n  i n a c t i v a t i n g  e f f ec t  
of  t h e  a m i n o  acid .  I t o w e v e r ,  t h i s  does  n o t  occn r ,  a s  c a n  
be  s een  in  T a b l e  I I ,  a t  l e a s t  f r o m  t h e  a n t i g e n i c i t y  v i ew-  
p o i n t .  I n  o u r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  w i t h  p r i o r  i n c u b a -  

Table I. Effect of cystein on beef insulin stability at different p t t  

ptI Control sample Control sample Sample incubated 
beforeincu- incubated and with cysteill and 
bation and dialysed with- dialyscd 
dialysis out eystein 

/~u/ml t~u/ml /~u/ml 
0.02 M 0.01 M 

7 500 400 48 100 
7 250 180 10 25 
7.5 500 390 0 20 
7.5 250 195 0 0 
8 500 420 6 0 
8 250 210 0 0 

Table II. Effect of iodoacetate aim eystein on beef insulin stability 
at p t t  7.5 

Reagent present during incubation Residual activity 
(#m/roll t ime (rain) 
0 t 20 

None (without incubation) 500 500 
None 500 360 
I �9 10 5M iodoacetate : 0.02M cystein - 0 
1 �9 10 4 M  iodoacetate -. 0.02M cystein - 0 
1 �9 10 .a M iodoacetate i 0.02 M cystein - 0 
1 �9 10 2M iodoacefate ~- 0.02 M cysteie. - 0 
1 �9 10-~M iodoacetate + 0.01 M cystein - 0 
1 �9 10 ~M iodoacetate + 0.01 M eystein - 0 
1 �9 1 O-aM iodoacctate - 0.01 M cystein - 0 
1 �9 10 2M iodoacetate ~ 0.01 M eystein - 0 

Incubation was carried out at 37~ except where it is indicated. 
Tubes contained 500 #u /ml  of crystalline insulii~ and the indicated 
additions in phosphate buffer 0.040 M, pH 7.5. After incubation the 
salnples were dialysed out for 3 h and assayed for activity. 
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