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X D  is a n o n - p a r t i c u l a t e  c y t o p l a s m i c  e n z y m e  xs a n d  could  
v e r y  well  be  c a p a b l e  of pas s ing  t h r o u g h  a n  ~ a b n o r m M  cell  
wall. Th i s  m e c h a n i s m  cou ld  exp l a i n  t h e  r ise  o b s e r v e d  in 
s e r u m  X D  d u r i n g  co lch ic ine  t r e a t m e n t  of r a t s  once  a 
decrease  was  o b s e r v e d  in  t h e  e n z y m e  c o n t e n t  of  t h e  l iver .  
Never the less ,  t h i s  cou ld  n o t  e n t i r e l y  exp l a i n  t h e  inc rease  
in s e r u m  e n z y m e  a c t i v i t y  fo l lowing CCI~ s ince t h e  l ive r  
e n z y m e  is also a c t i v a t e d ,  b o t h  in  v ivo  a n d  in  v i t ro ,  b y  
CCI~ ix. Th i s  is pos s ib ly  due  to  a d i r ec t  ef fec t  of CCI~ on  
t he  l ip id  m o i e t y  t h a t  m a y  be  assoc ia ted  w i t h  t h e  e n z y m e  
molecule  a4 

m ~ t a b o l i s m e  l ip idique,  p u i s q u e  d a n s  les cond i t i ons  exp6r i -  
m e n t a l e s  men t i onn~es ,  des  c h a n g e m e n t s  d u  t a u x  des  
acides  gras  n o n  sa tu r~s  o n t  ~ g a l e m e n t  ~t~ cons ta tgs .  Les  
a u t e u r s  d i s c u t e n t  e e r t a i n e s  h y p o t h e s e s  su r  les v a r i a t i o n s  
s i m u l t a n ~ e s  de  t ' a c t iv i t~  des  e n z y m e s  du  foie e t  d u  s~rum 
d a n s  des  a n i m a u x  inject~s .  
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Rdsum{. Une  a u g m e n t a t i o n  de  l ' a c t iv i t~  de  la  x a n t h i n e  
d~shydrog~nase  e t  de  la  xan~h ine  o x y d a s e  du  s~ rum des  
a n i m a u x  a y a n t  re~u du  t e t r a c h l o r u r e  de  c a r b o n e  ou de  
ta  colchic ine  a ~t~ observ~e.  I1 n o u s  s e m b t e  que  ce t t e  
a u g m e n t a t i o n  so i t  en  r e l a t i o n  avec  des  v a r i a t i o n s  du  

la G. G. VILLXLA, E. MITIDIERI and O. R. ArFOHSO, Nature 175, 
1087 (1955). 
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Daft pre l lminar l  su l la  presenza  di z lnco  nel 
ve leno  cutaneo  di anfibi 

R e c e n t i  d a t i  s p e r i m e n t a t i  d i  COLBURN e MAAS x h a n n o  
d i m o s t r a t o  come  il r a p p o r t o  t r a  a d r e n a l i n e  e nOradrena -  
l ine  e A T P  posse  s tab i l i r s i  m e d i a n t e  u n  m e t a l l o  c h e l a n t e  
con  fo rmaz ione  di  compless i  t e rna r i .  

I m p e g n a t i  in  u n a  r i ce rca  su l la  p r e s e n z a  di A T P  nel  
ve leno  c u t a n e o  degl i  a n f i b i  * ci s i amo p r o s p e t t a t i  la  possi-  
b i l i t~  che  a n c h e  i r a  I ' A T P  e le va r i e  sos tanze  5- idrossin-  
dol iche  p r e s e n t i  ne l  ve leno  s tesso  po tessero  a l m e n o  in  
p a r t e  a t t u a r s i  cond iz ion i  simili .  P e r t a n t o  a b b i a m o  vo lu to  
cominc ia re  a raccogl iere  q u a l c h e  d a t o  ,sulla p r e s e n z a  
e v e n t u a l e  d f m e t a l l i  cui  po t e s se  essere a t t r i b u i t a  u n a  fun-  
z ione de l  gene re ;  la  nos~ra  a t t e n z i o n e  si ~ in  p r i m o  luogo 
r i v o t t a  e l la  d i m o s t r a z i o n e  del lo  z inco a n c h e  pe rch~  p e r  
ques to  me ta l lo  es i s tono  delle b u o n e  poss ib i l i t~  di  r ive la -  
zione i s t och imica  8. 

I n t e n d i a m o  qu i  r e n d e r  con to  di  qua l che  r i s u l t a t o  pre-  
l imina re  racco l to  in  a t t e s a  di p o t e r  da r e  p i~  a m p i o  svi-  
l uppo  alle nos t r e  osservazioni .  

Git~ a l cune  p r o v e  p r e l i m i n a r i  c o n d o t t e  su m a t e r i a l e  
fresco di  ve leno  di  Salamandra maculosa, Bombinalor 
pachypus e Triton cristatus s o t t o p o s t o  a l ia  r e a z i o n e  al  
d i t i zone  seeondo  il p r o c e d i m e n t o  di  FmCH~R 4 a v e v a n o  
d i m o s t r a t o  p o s i t i v i t h  i n t e n s a  p e r  lo zinco. 

Succes s ivamen te ,  s eguendo  i l  p r o c e d i m e n t o  di  MALM- 
SrR6M ~ a b b i a m o  segui to  s p e t t r o f o t o m e t r i c a m e n t e  la  .rea- 
z ione al  d i t i zone  s ia  su  s t a n d a r d  di  ZnC1 s e CuCl s e cost 
pu re  su cener i  o t t e n u t e  d a  ve l eno  di S. maculosa e B. 
pachypus. 

I r i s u l t a t i  sono r i p o r t a t i  ne l  graf ico di  F i g u r a  1. Si 
osse rva  u n  picco a t t o r n o  a 530 n m  pe r  la  reaz ione  Di t i -  
zone -Zn ;  cui co r r i spondono  ana logh i  p icchi  pe r  i ve len i  
di Salamandra e Bombinator. P e r  Bombinator ~ e v i d e n t e  
a l t res i  u n  picco a t t o r n o  a 420 n m  t h e  p o t e v a  fa r  pens a r e  
a l ia  p r e senza  d i  Cu, come  si vede  bene  ne l  graf ico pe r  la  
reaz ione  Di t i zone -Cu ;  c i rca  la  p r e s e n z a  di  q u e s t o  me ta t lo  
i n t e n d i a m o  occuparc i  in  segui to  in  a l t r a  sede. 

P e r  c o n f e r m a r e  i d a t i  r e l a t i v i  a l ia  p r e s e n z a  di  Z n  o t -  
t e n u t i  s p e t t r o f o t o m e t r i c a m e n t e  e vo l endo  e s t ende re  a n c h e  
a d  a l t r e  specie le osservazioni ,  a b b i a m o  s o t t o p o s t o  cam-  
pioni  inc ine r i t i  a + 600°C a l l ' e same  polarograf ico .  Le 
cu rve  po la rog ra f i che  sono s t a t e  r eg i s t r a t e  in soluzione 

t i oc i an ica  t a m p o n a t a  a p H  6,8 c o m p l e s s a n d o  il ferro 
e v e n t u a l m e n t e  p r e s e n t e  con  NaF~ .  

P e r  o r e  a b b i a m o  a v u t o  d a t i  n e t t a m e n t e  pos i t iv i  con  
m e t o d o  po la rogra f i co  ne l le  s eguen t i  specie :  T. crista2us, 
S. maculosa e B. pachypus c o m e  d i m o s t r a n o  i graf ic i  in  
F i g u r a  2, 
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Fig. 1. Determinazione spettrofotometriea dello Zn mediante rea- 
zione al ditizone. , Ditizone; . . . . . . . . . .  , Ditizone + CuCI2; 
. . . . . . . .  , Ditizone + ZnCl~; II--II--II, Ditizone + veleno Sala- 
mand~'a meculosa ; ~. - .A . -~ ,  Ditizone + veleno Bombi.atov pachypus. 

i R.W. COLBUR~ and J. W. M^AS, Nature 208, 37 (1965). 
2 M. VIALLZ e L. BOLOCNA~I, Arehs ScL biol., 50, 80 (1966). 
3 K. OKAMOTO, Acta Sch. med. Univ. Kioto 32, 99 (1942). 
4 H. FISCHER, Mikrochemie 8, 319 (1930) reported by F. FEICL in 

Spot Test (Elsevier Publ. Company, 1954), vol, I, p. 171, 
s G. MALMSTR~M, in D. GLICK, Meth. biochem. Analysis 3, 327 (1956). 

Ringraziamo vivamente fl Prof. V. RIGANT! dell'Istituto di Chimica 
Generale delia nostra Universith che gentilmente ha eseguito le 
determinazioni polarografiche. 
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Fig. 2. Determinazione dello Zn mediante esame polarografico. A, Salamandra mg ceneri 48,4, incinerimento a + 750°C (non si 
ottengono ceneri bianche neppure per prolungato trattamento a 750°C); B, Bombinator mg ceneri 4,4 e C, Triton mg ceneri 4,3, 

incinerimento a + 600 °C; D, Btanco. 

Come si vede  viene  confe rmata  la  presenza  dl  Zn per  
Bombinator, Salamandra e Triton. Appare  inoltre,  par t ico-  
l a rmen te  in Bombinator, t racc ia  di C u e  ques to  ci sembra  
confermare  il da to  o t t enu to  con la reazione al di t izone 
nel la  stessa specie. 

Pu r  possedendo gi~t alcuni  da t i  q u a n t i t a t i v i  noi  r i te-  
n i amo  pi£t oppor tuno  r imanda rne  la  comunicaz ione  in 
quan to  come abb iamo am p iam en te  precisato  in una  par te  
cr i t ica di a l t ro  nostro lavoro  2 la  composizione dei veleni  

sogget ta  a notevol iss ime var iaz ioni  stagionali ,  ambien ta l i  
e in rappor to  al luogo d 'or igine.  ~ ovv io  che i da t i  quant i -  
t a t iv i  sullo zinco dovranno  essere e v e n t u a l m e n t e  corre- 
la t i  con al t r i  per  le sostanze $-idrossindoliche e per  I 'ATP.  

Sarebbe Iuor  di  luogo par lare  in ques ta  sede circa il 
possibile s ignif icato del la  presenza  dello Zn. L ' ave r lo  t ro-  
v a t o  anche  in T. cristatus, specie in cui  non  esistono so- 
s tanze  5-idrossindoliche or ienta  anche verso un possibile 
significato diverso da  quello della chelazione p rospe t ta to  
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da COLBURN e MASS 1 t r a  sos tanze  fenol iche  e A T P ,  che la-  
zione che  noi  p e n s i a m o  possa  r i t ene r s i  e s t end ib i l e  a n c h e  
a sos tanze  5- idross indol iche .  

D ' a l t r a  p a r t e  es is te  u n  e n o r m e  n u m e r o  di d a t i  sul  
s igni f ica to  che  lo Z n  p u b  a s s u m e r e  negl i  esseri  v iven t i ,  
an ima l i  e vegeta l i ,  come  a t t i v a t o r e  di s i s t emi  e n z i m a t i c i  
e come  c o s t i t u e n t e  lega to  a p r o t e i n e  L I n  p a r t i c o l a r e  r i -  
e o r d e r e m o  che  pe r  q u a n t o  n o n  es i s t a  u n a  comparab i l i tA  
d i r e t t a  t r a  i ve len i  degl i  an f ib i  e quet l i  dei  re t t i l i ,  DELE- 
ZENNE s h a  d i m o s t r a t o  la  p r e s e n z a  di  Z n  nel le  g h i a n d o l e  
ve lenose  dei  se rpent i .  

mandra maculosa u n d  Bombi~cator pachypus nachgewiesen .  
Die  M6gl ichke i t  e ine r  C h e l a t b i l d u n g  d u r c h  Z i n k  wi rd  
d i sku t i e r t ,  

M. VIALLI e a .  BOLOGNANI 

Istituto di A natomia Comparata dell' Universit& di Pavia 
e Centre di Studio per l'Istochimica del C.N.R. e 
Istituto di Chimica Biologica dell' Universit& di 
Pavia (Italia), 2 agosto t966. 

Zusammen]assung. Mit  Hi l fe  de r  F a r b r e a k t i o n  m i t  Di-  
t h i zon  u n d  p o l a r o g r a p h i s c h e r  A n a l y s e n  w u r d e  die An-  
wesenhe i t  y o n  Z i n k  i m  Gif t  y o n  Triton cristatus, Sala- 

7 B. L. VALL~E, in Mineral Metabolism (Ed. C. L. COMAR and F. 
BRENNER, 1962), VOI. II, p. 443. 

S C. DXLEZENNE, Annls Inst. Pasteur Lille 33, 68 (1919). 

The Role of Pyrophosphate  and Alkaline Phos-  
phatase in Skin Calcification (Calciphylaxis) 

KMnO4 a n d  seve ra l  o t h e r  m e t a l  sa l t s  p r o d u c e  he t e ro -  
topic  ca lc i f i ca t ions  w h e n  i n j ec t ed  s.c. SELYE i cal led t h i s  
m e c h a n i s m  d i r ec t  ca lc i f i ca t ion  a n d  t h e  m e t a l  sa l t s  d i r e c t  
calcifiers.  T h e  depos i t i on  of c a l c i um  sa l t s  in  sk in  calcifi-  
c a t i o n  occurs  in  t h e  co l l agenous  t i s sue  (SELVE 1) in  t h e  
f o r m  of h y d r o x y a p a t i t e  (GLIMCHER 2, POSNER3). Th i s  p ro-  
cess of e x p e r i m e n t a l  ca lc i f i ca t ion  is, the re fore ,  s imi l a r  to  
t h e  f o r m a t i o n  of n o r m a i  bone .  Us ing  t h i s  t y p e  of calcif ica- 
t ion ,  we were  ab le  to  t e s t  i n  r i v e  u n d e r  e x p e r i m e n t a l  con-  
d i t i ons  t h e  t h e o r y  of FLEISCt~ a n d  NEUMAN 4 c o n c e r n i n g  
t h e  s ign i f icance  of p y r o p h o s p h a t e  a n d  a lka l ine  p h o s p h a -  
tase  in  t h e  m i n e r a l i z a t i o n  process  of co l lagenous  f ibres .  

Material and methods. Male a n d  female  W i s t a r  r a t s  
we igh ing  a b o u t  150 g were  g i v e n  ' L a t s '  d i e t  (Lats ,  Ger-  
m a n y )  a n d  t a p  w a t e r  ad  l i b i t u m  t h r o u g h o u t  t h e  exper i -  
m e n t .  3 g roups  of ra ts ,  e ach  c o n t a i n i n g  5 an imal s ,  were 
s tud ied .  The  bas ic  t r e a t m e n t  for  al l  a n i m a l s  cons i s ted  of a 
s ingle s.c. i n j e c t i o n  of 0.2 m g  K M n O  4 in 0.2 m l  d is t i l led  
w a t e r  a t  4 d i f f e ren t  s i tes  on  t h e  back .  As a r e s u l t  of t h i s  
t r e a t m e n t ,  t h e r e  a p p e a r e d  w i t h i n  6 days  v is ib le  a n d  rad io-  
logical ly  d e m o n s t r a b l e  ca lc i f ica t ions  a t  t h e  s i tes  of in jec-  
t ion.  10 of t h e  15 a n i m a l s  rece ived  i.p. i n j ec t ions  of 2.5 m g  
p y r o p h o s p h a t e  (per 100 g ra t )  twice  da i ly  d u r i n g  t he  6 d a y  
d u r a t i o n  of t h e  e x p e r i m e n t  ( the p y r o p h o s p h a t e  so lu t ion  
was a d j u s t e d  w i t h  hyd r och l o r i c  acid to  p H  7.4). Th i s  
t r e a t m e n t  w i t h  p y r o p h o s p h a t e  was found  to  be  e f fec t ive  
in p r e v e n t i n g  ca lc i f ica t ions  in  g r o u p  2. T h e  rcmain i r ig  5 
r a t s  were  i n j ec t ed  s.c. w i t h  16 U da i ly  of a lka l ine  phos -  
p h a t a s e  (dissolved in  0.5 m l  wate r ,  p H  7.0) a t  t h e  s i tes  of 
p r ev ious  K M n O  4 in jec t ions .  E x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e  a n d  
resu l t s  a re  s h o w n  in  t h e  Tab le .  

Discussion. T h e  s.c. i n j ec t i on  of p o t a s s i u m  p e r m a n g a -  
n a t e  p r o d u c e s  a n  a l t e r a t i o n  of t h e  c o n n e c t i v e  t issue,  
c aus ing  t h e  ca lc i f ica t ion  of co l lagenous  f ibres.  I t  seems  
p r o b a b l e  t h a t  KMnO4 h a s  a d e p o l y m e r i z i n g  ef fec t  o n  t h e  
g r o u n d  s u b s t a n c e  of c o n n e c t i v e  t i s sue  ( u n p u b l i s h e d  h i s to -  
chemica l  o b s e r v a t i o n s  of SCZtWARZ a n d  DIEZELS). As  a 
resu l t  of t h i s  c h a n g e  in  c o n n e c t i v e  t i ssue  s t r u c t u r e ,  t h e  
p e r m e a b i l i t y  to  ex t r ace l l u l a r  p h o s p h a t e s  a n d  ca l c i um in-  
creases a n d  t h e i r  d i f fus ion to  t h e  co l lagenous  f ibres  is 
fac i l i ta ted .  

The  e x p e r i m e n t s  desc r ibed  a b o v e  show t h a t  t h e  he t e ro -  
top ic  sk in  ca lc i f ica t ion  p r o d u c e d  b y  p o t a s s i u m  p e r m a n g a -  

n a t e  m a y  be  p r e v e n t e d  b y  p y r o p h o s p h a t e  in j ec t ions  (a t -  
t e m p t s  were n o t  m a d e  to  assess t h e  lowes t  p y r o p h o s p h a t e  
dose n e c e s s a r y  to  p roduce  t h i s  effect).  These  o b s e r v a t i o n s  
c o r r e s p o n d  wel l  w i t h  t h e  in  v i t r o  e x p e r i m e n t s  of FLEISCH 
a n d  NEUMAN 4, who  f o u n d  t h a t  p y r o p h o s p h a t e  in  sma l l  
a m o u n t s  i n h i b i t s  c a l c ium p h o s p h a t e  n u c l e a t i o n  a n d  cal- 
c i u m  p h o s p h a t e  p r ec ip i t a t i on .  S imi la r  o b s e r v a t i o n s  were 
m a d e  b y  SCHIBLER a n d  FLEISCH s, who  supposed  t h a t  

Group Treatment (5 animals) Result 

I Subcutaneous injection of 0.2 mg 
KMnO~ in 0.2 ml distilled water at 
4 different locations on the back s 

II 

III 

Initial preparation of the skin 
sites as described above. In addi- 
tion, these animals received i.p. 
injections of pyrophosphate (2.5 
mg/100 g rat) twice daily~ 

Initial preparation of the skin 
sites and pyrophosphate treatment 
as described above. In addition, 
these animals received daffy s.c. in- 
jections of alkaline phosphatase 
(BShringer Mannheim) in a single 
dose of 16 U dissolved in water {pH 
7.0) at the sites where the KMn04 
solution had previously been in- 
jected. As a control 0.5 ml of a 0.9% 
saline solution was injected at  1 of 
the 4 prepared skin sites~ 

Visible and radio- 
logically demonstra- 
ble calcifications at  
the sites of injection 

No calcifications 

Visible and radio- 
logically demonstra- 
ble calcifications at 
the sites of injection 
with KMnO 4 and al- 
kaline phosphatase, 
but not in those con- 
trol sites injected 
with KMnO, and 
0.9% saline solution 

The animals were sacrificed 6 days later. 
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