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par 
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L'6tude de l'action inhibitrice des diff6rents isom~res de l'hexachlorocyclohexane 
sur la croissance de divers champignons a fait r6cemment l'object de plusieurs travaux. 
Au cours d'une s~rie de recherches concernant Saccharomyces cerevisiae (souche Gebrtider 
MAYER), pour laquelle la n6cessit6 du m6soinositol (2 /~g/ml) est 6tablie, KIRKWOOD et 
PHILLIPS 1 ont constat6 que, des quatre isom~res, l'isom~re ~ est le plus actif, inhibant 
toute croissance a la dose de 60 ~g/ml; de plus, ils ont observ6 que des doses croissantes 
de m6soinositol introduites dans le milieu diminuent progressivement Faction inhibitrice 
de l'isom~.'re ~,, sans toutefois la supprimer enti~rement. Dans les conditions exp6rimen- 
tales r6alis6es par les Auteurs am6ricains, l'effet protecteur maximum est atteint pour 
une concentration en m6soinositol de 6/~g/ml. D'autre part, observant le comportement 
de Nematospora Gossypii, qui exige 6galement l 'apport de m6soinositol pour sa croissance, 
BUSTON, JACOBS et GOLDSTEIN 2 ont mis en ~vidence la toxicit~ de l'isom~re ~ et ont 
montr5 que, ici encore, cette toxicit6 s'att~nue au fur e t a  mesure que croit la quantit6 
de m6soinositol pr6sent dans le milieu, pour s'affaiblir consid6rablement quand cette 
quantit6 a atteint la valeur optimum pour la croissance, a savoir environ IOO /~g/ml. 
BUSTON et ses collaborateurs n 'ont  pas utilis6 l'isom~re 8; ils ont d'autre part constat6 
que l'isom~re a pr6sente une tr~s l~gSre action toxique et que l'isom~re fl n'exerce aucune 
action. Ces observations ont conduit leurs auteurs aux conclusions que le ~,-hexachloro- 
cyclohexane se comporte ici en antagoniste du m6soinositol, et que les structures spa- 
tiales de cet isomSre et du m6soinositol sont analogues. Ces conclusions sont en accord 
avec l'hypoth~se 6mise par SLADE 3, d'apr~s laquelle l'action toxique si intense du ~,- 
hexachlorocyclohexane vis-a-vis des insectes pourrait 6tre due a son aptitude a concur- 
rencer e t a  d6placer le mfisoinositol, dont on connait le r61e indispensable pour de nom- 
breux organismes. 

La validit5 de ces conclusions est toutefois rendue douteuse par les r6sultats obtenus 
par SCH6PFER, POSTERNAK et Boss 4. Ceux-ci, au cours d'investigations portant sur le 
comportement de Eremothecium Ashbyii, champignon vis-a-vis duquel le m6soinositol, 
sans ~tre indispensable, exerce une action 6minemment favorable, ont constat6 l'action 
toxique ou inhibitrice exerc~e par le ~,-hexachlorocyclohexane sur la croissance ou sur 
la flavinogdn~se ; mais ils n 'ont pu mettre en 6vidence qu' une action protectrice du mf- 
soinositol tr~s irr6guli~re. L'6tude de diverses souches appartenant ~t diff6rentes esp~ces 
de Candida (C. Guillermondi (A. Cast.) LANGERON et GUERRA, C. Guillermondi var. 
nitratophila DIDDENS et LODDER, C. albicans ROBIN, C. albicans MACKINNON 493 et 
572, C. albicans DEN DOOREN DE JONG) a montr6 d'autre part que l'isom~re ~ n'exerce 
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sur leur croissance qu'une inhibition passag~re ou n6gligeable et que le r61e protecteur 
du m~soinositol vis-a-vis de cette inhibition, est faible et inconstant. 

En outre, il est apparu que le 7-hexachlorocyclohexane mSme ~ la dose de 64/~g/ml, 
n'exerce aucune action sur d'autres esp~ces de champignons, telles que Phycomyces 
blakesleeanus Bgf., Saccharomyces ellipsoideus HANSEN et Saccharomyces ovi/ormis 
OSTERW. Enfin, SCHOPFER et ses collaborateurs ont constat6 que, en pr6sence de 64/zg/ml 
de l'isom~re 7, la croissance de Ustilago violacea n'est que de 28 %, et que la croissance de 
Saccharomyces cerevisiae HANSEN (souche BERNE) n'est que de 21% de celle des t6moins, 
le m6soinositol n'exer~ant dans ces deux cas, m~me ~ doses 61ev6es, aucune influence. 
L'exp6rience faite aw~c Saccharomyces cerevisiae est particuli~rement int6ressante, car elle 
montre que, dans les conditions oh ils se sont plac6s, les auteurs suisses n 'ont  pu confirmer les 
r6sultats de KIRKWOOD et PHILLIPS. SCHOPFER et ses collaborateurs n'ont pas utilis6 l'iso- 
m~re ~; ils signalent simplement que les isom~res a et fl n'exercent aucune action notable. 

L'6tude de l'action toxique rapide des m6mes isom~res vis-a-vis du cili6 Glaucoma 
piri/ormis, observ6 ~ l'6tat non prolif6rant, a conduit CHAIX, LACROIX et I~ROMAGEOT s {t 
un autre genre de constatations. Ici, c'est l'isom~re ~ qui se montre le plus actif (20 
/~g/ml), l'isom~re 7 n'exer~ant d'action rapidement visible qu'k une dose cinq fois plus 
forte. En outre, le m6soinositol ne manifeste aucune propri6t6 protectrice contre la 
toxicit6 de l'isom~re 7. Des observations analogues ont d'autre part ~t6 faites par CHAIX 
et LACROIX sen ce qui coneerne Faction des m~mes isom~res sur l'ceuf d'oursin, f6cond6 
ou non. 

I1 apparalt ainsi que la sup~riofit6 de la toxicit6 de l'isom~re 7 n'est pas aussi 
g~n6rale qu'on aurait pu le  croire autrefois, et que l'hypoth~se du r61e anti-m6soinositol 
de cet isom~re, ~ supposer qu'elle puisse 6tre retenue dans quelques cas, n'6claire pas 
plus le m6canisme de la toxicit6 de l'isom~re 7 que celle de l'isom~re 8 dans le cas des 
cellules animales dont il vient d'Stre question. Aussi nous a-t-il paru utile d'6tendre ce 
genre d'investigations {~ d'autres microorganismes. Les bact~ries pr6sentent ici un int6rSt 
tout particulier. En effet, il semble ~ que non seulement elles ne n6cessitent aucun apport 
de m6soinositol pour leur croissance, mais m6me qu'un grand nombre d'entre elles ne 
synth6tise pas ]e m6soinositol. La plupart des bact6ries parait ainsi n'avoir aucun besoin 
de cette substance. Or, si vraiment la plus grande part de la toxicit6 de l'isom~re 7 
correspondait ~ une action anti-m6soinositol, on pourrait s'attendre ~t une indifference 
totale des bact6ries vis-a-vis de cet isom~re. Dans le pr6sent travail, nous avons ~tudi6 
syst~matiquement ~ ce point de vue l'action des quatre isom~res de l'hexachlorocyclo- 
hexane sur la croissance de bact6ries appartenant k des types diff6rents, et nous avons 
recherch6 une action protectriee 6ventuelle du m~soinositol vis-a-vis des isom~res ~, et & 
Disons d~s maintenant que, dans de nombreux cas, nous avons constat6 une inhibition 
de la croissance bact6rienne par les isom~res 7 et $, l'isom~re 8 s'6tant r6v616 16g~rement 
plus actif (~-~ 15 /~g/ml), et que nous n'avons jamais pu mettre en 6vidence une action 
protectrice du m~soinositol ni vis-a-vis de l'isom~re 7, ni vis-a-vis de l'isomSre ~. 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Hexachlorocyclohexanes. Les diff~rents isom~res de l'hexachlorocyclohexane utilis~s ici ont ~t6 
pr~par6s par nous ~. partir d'hexachlorocyclohexane industriel. La s&paration et la p{lrffication de 
chacun des quatre isom~res ont ~t~ faites par dissolutions et cristallisations successives dans l'alcool 
m~thylique, avec addition 6ventuelle d'~ther de p6trole, et darts le chloroforme, selon ]a m~thode 
indiqu~e par SLADE 8. Nous avons v~rifi~ la puret6 des isom~res obtenus par dosage du chlore et par 
la d~termination des points de fusion. 
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Chacun des isom~res est  u t i l i s6  en so lu t ion  alcool ique (6thanol g 95 °) ~t des concen t ra t ions  v a r i a n t  
de 0.o 5 % g 0. 3 %, selon les cas. La  quan t i t~  de so lu t ion  a lcool ique i n t r o d u i t e  dans  i o  ml  du mi l i en  
de cul ture  des mic roorgan i smes  es t  comprise  en t r e  o.oi  e t  o . io  ml. 

Microorganismev. Les bact6r ies  ut i l is6es  p r o v i e n n e n t  des col lect ions de l ' I n s t i t u t  Pas teur* ;  nous 
les d~signons pa r  les noms m6mes  sous lesquels  elles sont  conservdes dans  cet  I n s t i t u t .  

BACTt~RIES ANAI~ROBIES 

I. ACTION DES DIVERS HEXACHLOROCYCLOHEXANES 

Disposition des expdriences 

Chacune des souches de bact6fies ana6robies 6tudi6es est ensemenc6e dans un tube 
ordinaire contenant 7 ml de bouillon de viande glucos68 que l 'on a maintenu pr6alable- 
ment 30 minutes au bain-marie pour chasser Fair dissous; apr&s ensemencement ce tube 
est ~tir6, scell~ sons vide et plac~ ~ l '6tuve ~ 37 ° pendant un temps qui d6pend de la 
vitesse de croissance des diverses bact6ries; c'est la culture-m~re ainsi obtenue qui sert 

ensemencer les tubes destin6s ~ l '6tude de l 'action des hexachlorocyclohexanes. On 
utilise pour cette 6tude la m6thode mise au point par PR1~VOT pour le dosage de la p6ni- 
cilline 9. Les tubes en question sont munis d'un agitateur magn6tique; darts chacun d'eux, 
on introduit IO ml de bouillon de viande glucos6, color6 par addition d'une solution 
de vert  Janus, ~ raison de I ml de solution du colorant g 1%, pour IOOO ml de bouillon. 
On les st6rilise ensure  30 minutes ~ IIO°; au cours de cette st6rilisation, le vert  Janus 
vire au mauve violac6. Avant de les ensemencer, on maintient ces tubes 30 minutes 
au bain-marie pour chasser l 'air dissous dans le milieu; on les laisse refroidir g 37°; on 
en fait trois lots. Dans le premier lot, on ajoute avec les pr6cautions n6cessaires, sous 
les volumes indiqu6s plus haut, les solutions des divers isom~res de l'hexachlorocyclo- 
hexane. On obtient ainsi toute une gamme de concentrations en hexachlorocyclohexanes, 
allant de 4 t*g/ml ~t 35/,g/ml; le deuxi~me lot, qui constitue une premiere s6rie de t6moins, 
regoit les m~mes volumes d'alcool put;  le troisi~me lot correspond k une deuxi~me s6rie 
de tubes t~moins qui ne subissent aucune addition. On agite pendant une vingtaine de 
secondes, puis on ensemence avec une pipette de pr6cision, en ayant  soin que l 'extr6mit6 
de la pipette se trouve g environ 2 cm au-dessous du niveau du liquide. On agite k 
nouveau une vingtaine de secondes, et on place le tout au bain-marie ~ 37 °. Les obser- 
vations sont faites soit au moment  oh les tubes t6moins sont d6color6s, ce qui correspond 
k un laps de temps variable suivant les souches bact6riennes, soit plus tar& Cette 
m6thode permet de d6terminer la concentration limite en substa.nce active au-dessus de 
laquelle toute croissance est apparemment  inhib6e, et au-dessous de laquelle la croissance 
est apparemment  identiqne k celle des tubes t6moins. La r6ponse obtenue est ainsi une 
r6ponse de " tout  ou rien". 

Une tel le  m6thode  de t r a v a i l  appel le  p lus ieurs  r e m a r q u e s  : 
i .  Les cu l tu res  jeunes de ce r t a ines  souches bac t~r iennes  eomme Welchia perfringens e t  Clostri- 

dium butyricum, d&gagent une q u a n t i t 6  consid6rable  de gaz. Pour  pouvo i r  pr61ever un vo lume e x a c t  
de l iqu ide  pour  l ' ensemencement ,  il es t  n6cessaire de se d6barasser  de ce gaz, p e n d a n t  au moins  
que lques  minu tes .  Pour  ce faire,  on ut i l i se  le proc6d6 indiqu6 pa r  PRkVOTI°: on t r a n s v a s e  s t6 r i l emen t  
la  cu l tu re  du tube  scell6 clans un  tube  g essais  s t6ri le ,  g l ' a ide  d 'une  p ipe t t e  g boule. Ce s imple  t r ans -  
v a s e m e n t  p rovoque  l ' 6 c l a t emen t  des bulles  de gaz du m i l i eu ;  on ach~ve le d6gagemen t  du gaz par  
secouage du tube,  darts lequel  on pr&l~ve alors  sans difficult6 un  vo lume d6termin~ de suspension des 
mic roorgan i smes .  

* Nous sommes  h e u r e u x  de remerc ie r  ici le Dr DUMAS e t  le Dr PRgVOT qui  ou t  mis  tr~s a i m a b l e -  
m e n t  g no t re  d i spos i t ion  les d iverses  souches qu ' i l s  poss~dent,  a ins i  que les ressources  de leurs  l abora-  
to i res  respect i fs .  
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2. L ' in t roduc t ion  des diff6rents hexachlorocyclohexanes en solution alcoolique fait que l 'on doit 
tenir  compte de Faction propre 6ventuelle de l'alcool sur  les bact6ries 6tudiSes. Une 6rude pr61iminaire 
faite ~ ce point  de r u e  nous a montr6  que les esp6ces suivantes  ne se d6veloppent pas en pr6sence 
d'alcool 8 1%.  (Addition de o . Io  ml ~ IO ml de milieu). Nous avons donc dfi 61iminer de notre  6tude : 
A cuformis dubitatus A 4 ° A; Clostridium septicum; Inflabilis pseudoperfringens P.E. 2; I~zflabilis teras 
A i i t3; Plectridium capitovalis 278 ; Staphylococcus anaerobus R.U. 

3. L 'addi t ion  des divers hexachlorocyclohexanes en solution alcoolique 8 un milieu aqueux 
provoque dans certains cas la pr6cipitation et la cristallisation de ces isom~resL Aussi les concentra- 
t ions en hexachlorocyclahexanes ont-elles 6t~ choisies ici de telle sorte qu'elles res tent  ¢n dessous de 
la l imite de pr6cipitati(,n des isom~res darts le milieu, ou qu'elles a t te ignent  tout  juste cette limite. 
Ainsi, le 16get t rouble  fl)rm6 apr~s addit ion des solutions des hexachlorocyclohexanes disparai t  apr~s 
agi ta t ion dans le cas de l 'isom~re y, tandis  que dans le cas de l 'isom~re a e t  su r tou t  dans le cas de 
l 'isom~re/5, la solution garde apr~s agi tat ion une opalescence tr~s faible due vra isemblablement  "~ la 
dispersion colloidale de :es isom~res dans Ie bouillon de culture. Quant  ~ l 'isom~re b, sensiblement  plus 
soluble, il ne donne lieu, dans les m~mes conditions, "~ aucune pr6cipitation. 

4. La disposit ion des tubes de PRiVeT ne pe rmet  pas la r6alisation d 'une ana6robiose stricte.  
Cctte imperfection nous a emp6ch6s d '6tudier  un  certain nombre  de bact6ries qui se mult ipl ient  
pa r fa i t ement  en tubes .~.cell6s, mais  sen t  incapables de se d6velopper dans lcs tubes ~ agi ta t ion ma- 
gn6tique:  Clostridium oedementiens chevaux; Clostridium tetani L. 42; Fusiformis fusi/ormis 271 M; 
Streptococcus putridus L. B. 

R~sultats 

Disons tout  de suite que dans aucun cas les isom~res a et 13 n'ont exerc6 d'action 
inhibitf ice sur la croissance des bact6ries ana6robies, mSine ~ la concentration de 35 
/~g/ml, sensiblement  sup6rieure k leur solubilit6. 

L'action inhibitrice des isom~res y et 8 est  au contraire tr~s nette .  Les d6tails 
exp6f imentaux  la concernant sent  donn6s dans le tableau I. 

TA13LEAU I 

SENSIBILIT]~ DE DIVERSES BACT1~RIES ANA]~ROBIES AUX y-  W.T {~-HEXACHLOROCYCLOHEXANES 

Le volume de culture-m~re utilis6 pour  l ' ensemencement  est  de o.i ml, sauf dans le cas de 
Eubacterium cadaveris E.C.I et  de Ramibacteriurn ramosum D off il est  de 0.2 ml. 

La concentra t ion m a x i m u m  utilis~e ici en isom~re y o u  en isom~re {} est  de 3 ° #g/ml. Lorsque 
aucune inhibi t ion n 'es t  observ6e 8 cette concentrat ion,  nous le signalons par  (--).  

Toutes  les bactdries du pr6sent tableau sent  Gram-posit ives.  

Bact6rie 

Clostr idium bu ty r i cum CH . . . .  
Clostr idium bu ty r i cum CH . . . .  
Clostr idium bu ty r i cum CH 2 . . . .  
Clostr idium his tolyt icum chevaux 
Clostr idium Sordelli 82 . . . . . .  
Clostr idium sporogenes chevaux . . 
Eubac te r ium cadaveris  E.C.I -. . . 
Eubac te r ium nitrogenes N 2 . . . .  
P lec t r id iumput r i f i cum Bienstock.  . 
Ramibac te r ium r a m o s u m  D . . . .  
Welchia perfr ingens Lechien.  . . 
Welchia perfr ingens Lechien.  . . 

Age de la 
culture-m~re 

(heures) 

24 
24 

8 
8 

24 i 
8 

24 
8 

24 
24 

8 

5 

Temps apr~s 
lequel est faite 
l 'observat ion 

(heures) 

4 
24 
14 
14 
15 

8 
24 
16 
14 
14 
14 
24 

Concentrat ion limite 
inhibitr ice (jug/ml) 

IsomSre Isom~re 
y 

(--) ~5 
(--)  2i 
15 IO 

8 4 
(--) 30 
9 9 

(--)  9 
(--) 15 
3 ° 9 
3 ° 15 

( - - )  2i  
(--) 25 

Ces  r & u l t a t s  m o n t r e n t  q u e :  

I .  T o u t e s  les  b a c t 6 r i e s  6 t u d i 6 e s  s o n t  s e n s i b l e s ,  e n c o r e  q u ' i n 6 g a l e m e n t ,  ~ la  p r 6 s e n c e  

d u  8 - h e x a c h l o r o c y c l o h e x a n e .  
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2. Quelques bact6ries sont indiff6rentes , en ce qui concerne leur croissance, ~ la 
pr6sence du y-hexachlorocyclohexane, ~ des doses 6gales ou inf6rieures ~ 30 /~g/ml: 
Clostridium butyricum CH, Clostridium Sordelli 82, Eubacterium cadaveris E.C.I, Eubac- 
terium nitrogenes N 2 et Welchia per/ringens Lechien. La diff6rence entre les souches 
voisines Clostridium butyricum CH et Clostridium butyricum CH 2, dont la premiere 
est insensible ~ la pr6sence de l'isom&re y alors que la seconde est inhibde dans sa crois- 
sance par ce m~me isom~re, m~rite d'etre signal6e. 

3. Lorsque les bact~ries ana6robies sont sensibles ~t la pr6sence de l'isom~re y, leur 
sensibilit6 est souvent moins grande que celle qu'elles manifestent vis-~t-vis de l'isombre 
3; elle lui est parfois 6gale, mais jamais supdrieure. 

I I .  I N F L U E N C E  DU M]~SOINOS1TOL SUR L ' A C T I O N  I N H I B I T R I C E  

D E S  y -  ET 3 - H E X A C H L O R O C Y C L O H E X A N E S  

Disposition des experiences 

Les tubes pr6par6s comme il a 6t6 dit plus haut sont divis~s ici en cinq lots. Les 
tubes des trois premiers lots sont trait~s comme pr6c6demment; les tubes du quatri~me 
lot sont additionn6s de volumes d6termin6s (0.02 k 0.20 ml) d'une solution aqueuse de 
m~soinositol ~t 0.3 %, et les tubes du cinqui6me lot regoivent ~ la fois la solution de 
m6soinositol et la solution du ~- ou du 3-hexachlorocyclohexane. 

Voici ~t titre d'exemple le d6tail de deux exp6riences portant, l'une (Tableau II) sur 
Clostridium histolyticum, particuli~rement sensible ~ la presence des isom~res y et 3, 
et l'autre (Tableau III) sur Clostridium butyricum CH, sensible uniquement ~ l'isom~re 3. 

T A B L E A U  I I  

A C T I O N  I N H I B I T R I C E  D O  ~1- E T  D O  ( ~ - H E X A C H I ~ O R O C Y C L O H E X A N E  S U R  L A  C R O I S S A N C E  D E  Clostridium 
histolyticum, EN PRESENCE o u  EN L'ABSENCE DE MI~SOINOSITOL 

Age de la culture-m~re:  8 heures  
Quanti t6  util is6e pour l ' ensemencement :  o . i  m l  
Observat ions  faites apr~s 14 heures  
Temp6rature  : 37 ° C 
Concentrat ion des  solutions alcool iques  en  },- ou en 6 -hexach locyc lohexane  : 0. 3 % 
Concentrat ion de la solut ion aqueuse  en m6soinositol  : 0. 3 O//o 
+ = Croissance ident ique  A celle des  t6moins (tubes to ta l ement  d6co lo r6s )  
-V = C r o i s s a n c e  ~, peine marqu6e (tubes part ie l l ement  d6co lo r6s )  
o ~ Croissance nulle (tubes rest6s color6s' 

A l c o o l  
seul 

( m l ] i o  ml )  

0.0 5 
0 . I 0  

M6so-  y -  o u  ~ - h e x a c h l o -  
i n o s i t o l  rocyc lohexane  
( #g /ml )  (/~g/ml) 

15 
60  

3 
6 

9 
15 

9 15 
15 15 
3 ° 15 
60 15 

Croissance en p r 6 -  
s e n c e  des isom6res 

+ ___ 
+ o 
± o 
o o 

o o 

o o 

o o 

O o 

Croissance en  ab- 
sence des  hexachlo-  

rocye lohexanes  

+ 
+ 
+ 
+ 
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T A B L E A U  I I I  

ACTION INHIBITRICE DU (~-HEXACHLOROCYCLOHEXANE SUR LA CROISSANCE DE Clostridium butyricum 
C H ,  EN PRgSENCE OU EN L'ABSENCE DE M]~SOINOSITOL 

Age de la culture-m~re : 8 heures  
Quant i t6  utilis~e pour  l ' ensemencement :  o.i  ml 
Temp6ra ture  : 37 ° C 
Concentrat ion de la solution alcoolique en l 'isom~re b: 0.3 % 
Concentra t ion  de la solution aqueuse en m6soinositol: 0. 3 % 
+ = croissance identique ~ celle des t6moins (tubes to ta lement  d6color~s) 
o = croissance nulle (tubes rest6s color6s) 

Alcool 
seul 

(ml]io ml) 

0.0 5 
O.IO 

M6so- cS-Hexachloro- 
inositol cyelohexane 
(/~g/ml) (/~glml) 

9 
15 
60 

9 
15 
3 ° 
60 

3 ÷ 
9 + 

15 o 
15 o 
15 o 
15 o 
15 o 
2i o 
30 o 

Croissance en pr6- 

A p r ~ s 4 h  A p r ~ s 2 4 h ~  

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
o 
o 

Croissance en absence 
de l 'hexachlorocyclo- 

hexane (apr~s 4 h) 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Ces r6sultats sont tr~s nets: ils montrent  que l'inhibition de la croissance des bac- 
t6ries ana6robies par le 7- ou par le 3-hexachlorocyclohexane n'est pas suspendue par le 
m6soinositol, m~me lorsque celui-ci est en quantit6 quatre fois sup6fieure k celle de 
l'isom~re actif. 

BACT]~RIES At~ROBIES 

I. ACTION DES DIVERS HEXACHLOROCYCLOHEXANES 

Disposition des experiences 

Chacune des souches de bact6ries a6robies 6tudi6es est tout  d 'abord ensemenc6e 
dans un tube contenant IO ml de bouillon de viande glucos6, d 'eau pepton6e ou de milieu 
T (milieu de TRUCI~E, KRAMER et COTONIn). On obtient ainsi des cultures-m~res qui, 
apr~s 24 heures d'incubation ~ 37 °, serviront ~ ensemencer les tubes mis en exp6rience. 
Ces tubes sont pr~par6s de la fa~on suivante: apr~s addition de IO ml du milieu de culture, 
l 'ensemble est st~rilis6 par passage k Fautoclave 3o minutes k i i o  °. On divise ensuite 
ces tubes en trois s~ries: ceux de la premiere s6rie sont additionn6s des solutions des 
divers isom~res de l 'hexachlorocyclohexane, sous les m~mes volumes que dans le cas des 
bact~ries ana6robies; ceux de la denxi~me s~rie re~oivent les m6mes volumes d'alcool 
put ;  enfin, quelques tubes qui constituent la troisi~me s6rie (tubes t6moins), ne subissent 
aucune addition. On agite chaque tube fortement, puis on ensemence" par  un volume 
donn6 (o.I ~ o.3 ml), de culture-m~re. Apr~s une nouvelle agitation, on place ~ l '6tuve 
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37 °. Le contenu des tubes  reste l impide ou se trouble,  su ivant  que les hexachlorocyclo- 
hexanes ajout6s inhibent  ou non la croissance. Les observat ions sont faites compara t ive-  
men t  avec les tubes  t6moins, en ayan t  soin d 'agi ter  convenablement  les tubes. Comme 
dans la m6thode utilis6e pour  l '6tude des bact6ries ana6robies, on obt ient  ici une r@onse  
de " t o u t  ou l ien"  qui permet  de d~terminer la concentrat ion limite active des substances 
en question. 

R&ultats 

Indiquons  imm6dia tement  que, comme dans le cas des bact6ries ana~robies, les iso- 
m+res a et fl n 'exercent  aucune action inhibitrice sur la croissance des bact6ries a6robies 
~tudi~es ici. Au contraire,  Faction inhibitrice des isom~res y e t  8 est tr~s ne t te  dans la 
p lupar t  des cas.Les d6tails exp6r imentaux la concernant  sont donn~es dans le Tableau  IV. 

T A B L E A U  I V  

SENSlBILIT~ DE DIVERSE$ BACTI~RIES AI~ROBIES AUX y- ET 0-HEXACHLOROCYCLOHEXANES 

Le  m i l i e u  de  c u l t u r e  e s t  c o n s t i t u 6  p a r  du  b o u i l l o n  de  v i a n d e  glucos6,  s a u f  d a n s  le cas  de  Strepto- 
coccus MILLE (mi l i eu  T) e t  d a n s  le  cas  de  Vibrio cholerae PoT (eau pep ton6e ) .  

L a  c o n c e n t r a t i o n  m a x i m u m  u t i l i s 6 e  ic i  e n  i s o m ~ r e  y ou  e n  i som~re  ~ e s t  de  3 ° / tg /ml .  L o r s q u e  
a u c u n e  i n h i b i t i o n  n ' e s t  o b s e r v 6 e  ~ c e t t e  c o n c e n t r a t i o n ,  n o u s  le s i g n a l o n s  p a r  ( - - ) .  

B a c t 6 r i e s  

B a c i l l u s  s u b t i l i s  C a r o n  . . . . . . . . . . .  
E s c h e r i c h i a  col i  H . . . . . . . . . . . . .  
P s e u d o m o n a s  p y o c y a n e a  B a s s  . . . . . . .  
P r o t e u s  v u l g a r i s  . . . . . . . . . . . . .  
B r u c e l l a  a b o r t u s  su i s  56oo . . . . . . . . .  
C o r y n e b a c t e r i u m  d i p h t e r i a e  Am.  8 . . . . .  
B a c i l l u s  a n t h r a c i s  V e a u  I r a n  . . . . . . . .  
S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  T i s n e  . . . . . . . .  
S c h i g e l l a  d y s e n t e r i a e  35 . . . . . . . . . .  
S t r e p t o c o c c u s  Mi l l e  . . . . . . . . . . . .  
S c h i g e l l a  p a r a d y s e n t e r i a e  F l e x n c r i  ( S c H A F F N E R )  
V i b r i o  c h o l e r a e  P o t  . . . . . . . . . . . .  
E n t e r o c o c c u s  G o r y  . . . . . . . . . . . .  

G r a m  

++ 
+ 

+ 

7 

V o l u m e  de  
c u l t u r e - m 6 r e  

i n t r o d u i t  
(ml) 

0 . 2  
0 . 2  
O.I  
0 .2  
O.3 
O.I  
O.1 
0 .2  
O.I  
O.I  
O.1 
0.  3 
0 .2  

C o n c e n t r a t i o n  l i m i t e  
i n h i b i t r i c e  (/~g/ml) 

O b s e r v a t i o n s  apr~s  

2 4 h e u r e s  4 8 h e u r e s  

y d y 6 

(--) ( - - )  (15) 

(700) 3o 2I (--) eI 

( ) I5 ( ) ~5 

( ) 
( ) 7 (__) 2, 

15 6 e l  9 

I1 apparait que la sensibilit6 des bact6ries a6robies vis-k-vis des isom~res y et 3 
diff~re selon les esp&ces: 

I. Quelques-unes sont sensibles ~ la pr6sence du y- et du 8-hexachlorocyclohexane; 
tel est le cas, en particulier, de Corynebacterium diphteriae Am. 8. 

2. Certaines semblent insensibles ~ la pr6sence de Fun et de l'autre de ces isom~res: 
Escherichia coli, Schigella dysenteriae 35 et Pseudomonas pyocyanea BASS. 

3. La plupart sont indiff6rentes, en ce qui concerne leur croissance, ~ la pr6sence de 
l'isom+re y, tout en 6tant sensibles ~ la pr6sence de l'isom~re 8. 

4. D'une fagon tr~s g6n6rale, lorsque les bact6ries a6robies sont sensibles k la 
presence de l'isom~re y, leur sensibilit6 est inf6rieure ~ celle qu'elles manifestent vis-~ovis 
de l'isom6re 3. 
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II. INFLUENCE DU M~SOINOSITOL SUR L'ACTION INHIBITRICE 

D E S  ~- ET 3-HExAcHLOROCYCLOHEXANES 

Disposition des experiences 

On p r6pa re  ici  d e u x  s~ries supp l6men ta i r e s  de t ubes :  une  q u a t r i ~ m e  s6rie qu i  es t  

add i t i onn6e  de  v o l u m e s  d6 te rmin6s  (0.02 ~ o.20 ml) d ' u n e  so lu t ion  aqueuse  de  m6so ino-  

s i to l  k 0.3 %,  e t  une  c inqu i~me  s6rie qu i  re~oit  ~t la  fois la so lu t ion  de  m6so inos i to l  e t  la  

so lu t ion  du  7- ou du  3 -hexach lo rocyc lohexane .  

R~sultats 

Les  T a b l e a u x  V e t  VI  d o n n e n t  les r6su l ta t s  ob t enus  r e s p e c t i v e m e n t  d a n s  les cas  

de  Enterococcus GORY, sensible  k la  pr6sence des isom6res  7 e t  3, e t  de  Bacillus subtilis 
CARON, sensible  u n i q u e m e n t  ~ l ' i som+re  3. 

TABLEAU V 

ACTION I N H I B I T R I C E  D U  7 -  ET D U  (~-HEXACHLOROCYCLOHEXANE SUR LA CROISSANCE DE Enterococcus 
GORY, EN PR]~SENCE OU EN L'ABSENCE D E  M]~SOINOSITOL 

Age de la culture-m~re : 24 heures 
Quantit6 utilis6e pour l 'ensemencement : o.i ml 
Temp6rature : 37 ° C 
Concentration des solutions alcooliques en 7 ou ell O-hexachlorocyclohexane : 0. 3 % 
Concentration de la solution aqueuse en m6soinositol: o. 3 % 
+ = Croissance identique ~ celle des t~moins (tubes totalement d~color6s) 
4- = Croissance ~ peine marqu6e (tubes partiellement d~color6s) 
o ~ Croissance nulle (tubes rest6s color~s) 

Alcool 
seul 

(ml/io ml) 

0 . 0  5 

O . I O  

M6so- 
inositol 

(#g/ml) 

15 
3 ° 
60 

15 
3 ° 
60 

15 
3 ° 
60 

Y ou ~-hexa- 
chlorocyclo- 

hexanes 
(~g/ml) 

3 
6 
9 

15 
15 
15 
15 
3 ° 
3 ° 
3 ° 
3 ° 

7 apr~s 
24 h 

+ 
0 

Croissance en pr6sence 
des isom~res 

apr~s 

24 h 48 h 

± ; 
O 

0 0 

0 o 

0 o 

0 o 

0 o 

12o h 

+ 
O 

O 

O 

O 

Croissance en 
absence des 
hexach~ro- 

cyclohexanes 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Ainsi ,  pas  p lus  q u e  dans  le cas  de bac t6r ies  ana6robies ,  le m6so inos i to l  n ' e m p 6 c h e  
l ' a c t i o n  inh ib i t r i ce  des isom~res  7 e t  3 de  l ' h e x a c h l o r o c y c l o h e x a n e  de  s ' e x e r c e r  v i s - a - v i s  
des  bac t6r ies  a6robies.  
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T A B L E A U  V I  

A C T I O N  I N H I B I T R I C E  D U  6-HEXACHLOROCYCLOI-IEXANE S U R  LA C R O I G S A N C E  D E  Bacillus subtilis CARON, 
E N  P R I ~ S E N C E  O U  I~N L ' A B S E N C E  D E  M I ~ S O I N O S I T O L  

Age de la culture-m&re : 24 heures 
Quantit6 utilis6e pour l'ensemencement: 0.2 m l  
Temp6rature : 37 ° C 
Concentration de la solution alcoolique en l'isom6rc 6:0 .3  % 
Concentration de la solution aqueuse en m6soinositol: 0. 3 % 
+ = Croissance identique 5~ celle des t6moins (tubes t o t a l e m e n t  ddcolor6s)  
4- = C r o i s s a n c e  /t p e i n e  m a r q u 6 e  (tubes partiellement d6colords)  
o = Croissance nulle (tube r e s t 6 s  eolor6s) 

Alcool seul 
( m l / i o  ml) 

0.0 5 

0.0 5 

M6soinositol 
(/~g/ml) 

6 

3 ° 
3 ° 

6 

I5  
3 ° 

6 - H e x a c h l o r o -  
cyclohexane 

(/~g/ml) 

6 
9 

I5  
I5  
15 
r5 

C r o i s s a n c e  ap r~s  2 4 h 

E n  p r6sence  de  
l'isom~re 6 

+ 

o 

o 

o 

o 

E n  l ' a b s e n c e  de  
l'isom~re 3 

+ 
+ 
+ 
+ 

DISCUSSION 

Les r6sultats obtenus au cours du pr6sent travail montrent une fois de plus l'impor- 
tance de la structure st6r6ochimique des diff6rents isom~res de l'hexachlorocyclohexane 
pour leur activit6 biologique. Si l'on consid~re les r6sultats obtenus ant6rieurement avec 
d'autres organismes, on voit que dans aucun cas, l'isom~re f lne  se montre dou6 d'une 
activit6 biologique notable. Mais, si l'on fait abstraction de cet isom~re, il apparalt que 
la r@ercussion de la structure des autres repr6sentants de l'hexachlorocyclohexane 
n'est pas la m~me selon les diff6rents groupes d'organismes. Dans le cas des bact6ries, 
l'isom~re ~ apparalt en gros 16g~rement plus actif (environ deux fois ell moyenne) que 
l'isom~re V, alors que l'isom~re a ne pr6sente aucune action. La sensibilit6 des bact6ries 
aux hexachlorocyclohexanes diff~re ainsi de celle des insectes, vis-a-vis desquels l'isom~re 
7 exerce une action consid6rablement plus intense que celle de l'isom~re ~, et de celle 
de la levure 6tudi6e par KII~KWOOD et PHILLIPS 1, qui est 6galement plus sensible 
l'isom~re 7 qu'~ l'isom~re ~. D'autre part, le comportement des bact6ries vis-a-vis des 
hexachlorocyclohexanes peut 6tre compar6 ~ celui du cili6 Glaucoma piri/ormis, plus 
sensible ~ la pr6sence de l'isom~re ~ qu'~t celle de l'isom~re 7; toutefois, les bact6ries se 
distinguent du cili6 en question par leur indiff6rence vis-a-vis de l'isom6re a. Ces diff6- 
rences de sensibflit6 des divers groupes d'organismes vis-~t-vis des diff6rents isom~res de 
l'hexachlorocyclohexane, rendent obscurs les modes d'action biologique de ces derniers. 
Elles montrent, en tous cas, que l'explication de cette action par antagonisme vis-a-vis 
du m~soinositol, ne peut avoir de port6e g6n6rale. M6mesi certaines bact6ries exigeaient 
du m6soinositol pour leur d6veloppement, on ne con~oit pas comment cette explication 
pourrait 6tre appliqu6e h l'action du ~-hexachlorocyclohexane, puisque, d'apr~s KIRK- 
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WOOD et PHILLIPS, l'antagonisme ne devrait s'exercer qu'entre l'isom~re y et le m6soino- 
sitol. D'ailleurs, la non-efficacit6 du m6soinositol sur l'inhibition provoqu6e par la pr6- 
sence aussi bien du 7- que du 3-hexachlorocyclohexane, suffit k 6carter toute possibilit6 
de relation entre ces substances dans le cas des bact6ries 6tudi6es ici. 

D'autre part, il n'est pas encore possible d'attribuer la plus ou moins grande sensi- 
bilit6 des divers types de bact6ries k un caract~re connu; en particulier, il ne semble exis- 
ter aucune relation entre cette sensibilit6 et le caract~re de coloration au Gram, contraire- 
ment ~t ce que l'on observe dans d'autres cas. 

I1 serait 6videmment int6ressant de connaltre les structures st6r6ochimiques des 
diff6rents isom~res de l'hexachlorocyclohexane. Malheureusement, cette structure ne 
semble 6tre ~tablie avec certitude que pour l'isom~re ~, le seul qui jusqu'ici se soit 
r6guli~rement montr6 inactif vis:k-vis de toutes les esp~ces biologiques 6tudi6es. La 
structure des autres isom~res n'a fait jusqu'ici l'objet que d'hypoth~ses, discut6es en 
particulier par SI.AD~: ~, et qui ne reposent, d'ailleurs, que sur des bases fragiles. D'apr~s 
SLADE, 6tant donn6 l'encombrement des atomes de Chlore, cinq isom~res seulement 
de l'hexachlorocyclohexane seraient possibles, qui correspondraient aux isomSres a, fl, 
y et 3, l'isom~re a repr&entant un m61ange rac~mique de deux isom~res asym~triques. 
La d6couverte r~cente de l'isom~re e x* met 6videmment en question la validit6 des con- 
clusions p%c6dentes. Quoi qu'il en soit, le pr6sent travail, confirmant ~ ce point de vue 
la conclusion du travail de SCH6PYER et de ses collaborateurs, montre qu'il n'existe 
gu~re de raison biologique pour attribuer h l'isom~re 7 une configuration spatiale analogue 
k celle du m6soinositol. 

R]~SUMI~ 

L '6 tude  de l ' ac t ion  des  i som~res  a, ~, y e t  ~ de l ' hexach lo rocyc lohexane  su r  la croissance  de 
d iverses  bact6r ies ,  m o n t r e  que: 

I. T o u t e s  les bac t6r ies  6tudi~es son t  ici insens ib les  a u x  i som6res  a e t  fl, ceux-c i  6 t an t  p r6sen t s  
des  doses inf6r ieures  ou 6gales ~ 3 ° / ~g / ml .  

2. Les  souches  s u i v a n t e s  son t  insens ib les  a u x  i som6res  y e t  ~, ceux-ci  6 t an t  p r6sen t s  ~ des  doses 
inf6r ieures  ou 6gales ~ 3 o /~g]ml: Escherichia coli, Shigella dysenteriae 35 e t  Pseudomonas pyocyanea 
Bass .  

3. Les  souches  s u i v a n t e s  son t  insens ib les  ~ l ' i som~re  Y, ma i s  iah ib6es  pa r  l ' i som6re  ~, la m o y e n n e  
des  concen t r a t i ons  l imi tes  ac t ives  de ce dern ie r  6 t an t  de l 'o rdre  de 15/~g/ml.  : Clostridium butyricum 
CH, Clostridium Sordelli 82, Eubacterium cadaveris E.C. I, Eubacterium nitrogenes N 2, Welchia 
perfringens Lechien ,  Bacillus subtilis Caron,  Proteus vulgaris, Brucella abortus suis 56oo, Bacillus 
anthracis veau  I ran ,  Staphylococcus aureus Tisn6, Streptococcus Mille e t  Shigella paradysenteriae 
Flexneri. 

4. Les  souches  s u i v a n t e s  son t  inhib~es  pa r  l ' i som~re y e t  pa r  l ' i somere  ¢5: Clostridium butyricum 
CH 2, Clostridium histolyticum chevaux ,  Clostridium sporogenes c h e v a u x ,  Corynebacterium diphteriae 
Am.  8 e t  Enterococcus Gory.  

D ' u n e  fa~on g6n6rale,  lorsque les bac t6r ies  son t  sensibles  A la pr6senee de l ' i som~re y, leur  
sensibil i t6 e s t  s o u v e n t  moins  g r ande  que  celle qu 'e l les  m a n i f e s t e n t  v is -a-v is  de l ' i som~re  ~; elle lui 
e s t  parfois  6gale, m a i s  j a m a i s  sup6r ieure .  

5. L ' i nh ib i t i on  de la croissance  pa r  l ' i som~re Y on pa r  l ' i somere  6 n ' e s t  s u s p e n d u e  en  a u c u n  cas 
pa r  la pr6sence de m6soinosi tol ,  m~me  lorsque ce de rn ie r  e s t  ~ une  c o n c e n t r a t i o n  q u a t r e  lois sup6-  
r i eu re  A celle de l ' hexach lo rocyc lohexane .  Cet te  inh ib i t ion  ne  cor respond  done pas  A u n  a n t a g o n i s m e  
en t r e  les hexach lo roeyc lohexanes  e t  le m6soinosi tol .  

S U M M A R Y  

Study of t he  ac t ion  of t he  a, fl, y and  ~ i somers  of  hexach lo rocyc lohexane  on  t he  g r o w t h  of va r i ous  
bac te r i a  shows  t h a ( :  

i .  All t he  bac t e r i a  s t ud i ed  here  a re  insens i t ive  to t he  a and /~  i somers  a t  concen t r a t i ons  below 
or equa l  to 3 ° /~g /ml .  
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2. The  following s t r a in s  a re  insens i t ive  to the  y and  ~ i somers  a t  concen t r a t i ons  below or equa l  
to 3 ° /~g/ml: Escheriehia coli, Shigella dysenteriae 35 and  Pseudomonas pyocyanea Bass.  

3. The  following s t r a ins  a re  insens i t ive  to the  y i somer  b u t  a re  inh ib i ted  by  the  ~ isomer,  the  
m e a n  l imi t ing  ac t ive  conc en t r a t i on  of the  l a t t e r  be ing  of t he  order  of  15/~g/ml : Clostridium butyricum 
CH, Clostridium Sordelli 82, Eubacterium cadaveris B.C. t ,  Eubacterium nitrogenes iN 2, Welchia 
perfringens Lechien ,  Bacillus subtilis Caron,  Proteus vulgaris, Brucella abortus suis 5 6o0, Bacillus 
anthracis calf  I ran ,  Staphylococcus aureus TisnC, Streptococcus Mille, a n d  Shigella paradysenteriae 
Flexneri. 

4. The  following s t r a in s  a re  inh ib i ted  by  t he  ~, and  ~ i somers :  Clostridium butyricum CH 2, 
Clostridium histolyticum horse,  Clostridium sporogenes horse,  Corynebacterium diphteriae Am.  8, and  
Enterococcus Gory. 

I n  general ,  when  bac te r ia  a re  sens i t ive  to the  y isomer,  t h i s  s ens i t i v i ty  is of ten  less t h a n  wi th  
r e spec t  to the  b i somer ;  i t  is s o m e t i m e s  equa l  to i t  b u t  i t  is neve r  grea te r .  

5. The  inh ib i t ion  of g r o w t h  by  the  y and  b i somers  is in no case p r even t ed  by  the  presence  of 
meso-inosi tol ,  even  w h e n  t he  concen t r a t i on  of the  l a t t e r  is four  t imes  as g r e a t  as t h a t  of  t he  hcxa -  
ch lorocyc lohexane .  The  inhibi t ion,  therefore,  does no t  co r respond  to an  a n t a g o n i s m  be tween  the  
t he  h e x a c h l o r o c y c l o h e x a n e s  and  meso- inos i to l .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Eine  U n t e r s u c h u n g  der  W i r k u n g  des  a, fl, y, und  b - I somere  von  H e x a c h l o r z y k l o h e x a n  au f  das  
W a c h s t u m  ve r sch iedener  B a k t e r i e n  zeigt, dass  

I. alle h ier  u n t e r s u c h t e n  B ak t e r i en  ffir das  a und  f l - Isomer  unempf ind l i ch  sind, w e n n  diese 
] somere  in K o n z e n t r a t i o n e n ,  die kle iner  s ind  als oder  gleich a n  3 ° /zg/ml, v o r h a n d e n  sind.  

2. die fo lgenden S t ~ m m e  fiir das  y und  b- I somer  unempf ind l i ch  sind,  bei e iner  K o n z e n t r a t i o n  
dieser  I somere ,  die kle iner  is t  oder  gleich a n  3 ° / ~ g / m l :  Escherichia eoli, Shigella dysenteriae 35 und  
Pseudomonas pyocyanea Bass .  

3. die fo lgenden S t g m m e  ffir das  y - I somer  unempf ind l i ch  sind, aber  d u r c h  das  b- Isomer  g e h e m m t  
werden,  wobei die du rchsc hn i t t l i che  ak t ive  G r e n z k o n z e n t r a t i o n  des  l e t z te ren  v o n d e r  GrCssenordnung  
von  15 /~g/ml war :  Clostridium butyricum CH, Clostridium SordeUi 82, Eubacterium cadaveris E.C. I,  
Eubacterium nitrogenes N 2, Welchia perfringens Lechien ,  Bacillus subtilis Caron,  Proteus vulgaris, 
Brucella abortus suis 56oo, Baci l lus  anthracis (Kalb  I ran) ,  Staphylococcus aureus TisnC, Streptococcus 
~fille u n d  Shigella paradysenteriae Flexneri. 

4. die fo lgenden S t ~ m m e  d u r c h  das  y- und  das  b - I somer  g e h e m m t  werden  : Clostridium butyricum 
CH 2, Clostridium histolyticum (Pferd), Clostridium sporogenes (Pferd), Corynebacterium diphteriae 
Am.  8 und  Enterococcus Gory.  

Al lgemein  gilt, dass  bei  Empf ind l i chke i t  der  B a k t e r i e n  gegenfiber  der  Anwesenhe i t  des  T-Isomers ,  
ihre  Empf ind l i chke i t  of t  viel ger inger  is t  als die gegenfiber  d e m  b- I somer ;  sie is t  h6chs t ens  gleich, 
aber  n i ema l s  gr6sser.  

5. die W a e h s t u m s h e m m u n g  d u r c h  das  y - I s o m e r  oder  das  b - I somer  in k e i n e m  einzigen Fall  
d u r c h  die Anwesenhe i t  von  Mesoinosi t  a u f g e h o b e n  wird,  sogar  wenn  das  le tz tere  in e iner  v ie r fach  
gr6sseren  K o n z e n t r a t i o n  v o r h a n d e n  is t  als das  H e x a c h l o r z y k l o h e x a n .  Die H e m m u n g  e n t s p r i c h t  also 
n i ch t  e inem A n t a g o n i s m u s  zwischen den  H e x a c h l o r z y k l o h e x a n e n  und  d e m  Mesoinosi t .  
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