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P, DIgSAULLES, VV'. ~CHULER 
u n d  :R. MEIER 

Wissenscha/tliche Laboratorien der Ciba-Aktiengesell. 
scha/t Basel, den 30. Oktober 1954. 

Summary  
A l d o s t e r o n e  app l i ed  loca l ly  in  doses  of 50 -100  y en-  

h a n c e s  s l i gh t l y  t h e  g r o w t h  of g r a n u t o m a  a n d  in  doses  of 
up  to  200 y fai ls  t o  i n h i b i t  s u c h  g r o w t h .  I n  t h e  doses,  
t h e n ,  i t s  a c t i o n  d i f fers  f r o m  t h a t  of h y d r o c o r t i s o n e ,  
co r t i sone ,  a n d  c o r t e x o n e .  

T h e  T o x i c  A c t i o n  of  H a l o g e n a t e d  A l k y l a t i n g  
S u b s t a n c e s  o n  I n s e c t s .  

I n h i b i t i o n  of  T r i o s e p h o s p h a t e  D e h y d r o g e n a s e  

I n  a p r e v i o u s  p a p e r  1 we h a v e  d e s c r i b e d  t h e  i n sec t i c ida l  
a c t i o n  b y  c o n t a c t  of  s o m e  a l k y l a t i n g  s u b s t a n c e s  (chloro- ,  
b r o m o - ,  i odoace t i c  ac ids  a n d  t h e i r  es ters)  o n  insec ts .  
W i t h  i odoace t i c  acid ,  n e a r l y  al l  i od ine  p e n e t r a t e d  b y  
c o n t a c t  i n t o  t h e  i n s e c t  was  r e c o v e r e d  as i n o r g a n i c  iodide ,  
Th i s  seems  to  i n d i c a t e  a r e a c t i o n  of t h e  fo l lowing  t y p e :  

R S H  + I C H 2 C 0 0 H  = R S C H ~ C 0 0 H  + H I  

s ince,  as d e m o n s t r a t e d  b y  2V[ICHAELIS a n d  SCI-IUBIERT 2, 
u n d e r  phys io log ica l  c o n d i t i o n s ,  i odoace t i c  ac id  r e a c t s  
w i t h  t h i o l  g roups ,  w h e r e a s  i t  does  n o t  r e a c t  w i t h  a m i n o  
or  h y d r o x y l  g roups .  

As  t h e  t ox i c  a c t i o n  of i odoaee t i c  ac id  on  v e r t e b r a t e s  is 
due  to  t h e  i n h i b i t i o n  of t h i o l  e n z y m e s  a, we h a v e  s t u d i e d  
t h e  e f fec t  of i odoace t i c  ac id  on  t h e  suce in ic  d e h y d r o g e n -  
ase of i n s e c t s  in vivo a n d  in  vitro. As a l r e a d y  p u b l i s h e d  4, 
we f o u n d  no  e v i d e n t  i n h i b i t i o n  of succ in ic  d e h y d r o g e n a s e  
On t h e  musc l e  t i s sue  of Periplaneta americana, n e i t h e r  in 
vitro a t  a c o n c e n t r a t i o n  of a b o u t  0-007 M ,  n o r  in vivo a t  
doses  h i g h l y  a b o v e  l e tha l .  

I n  t h e  cou r se  of r e c e n t  s tud ie s ,  h o w e v e r ,  we h a v e  
o b s e r v e d  t h a t  t r i o s e p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (TPD)  
is c o n s i d e r a b l y  i n h i b i t e d  b y  h a l o g e n a t e d  a l k y l a t i n g  
s u b s t a n c e s  in  P. americana a n d  Muses  domestica, in 
vitro as well  as in vivo. "We h a v e  d e v e l o p e d  a c o t o r i m e t r i c  
m e t h o d  for  dosage  of T P D  e m p l o y i n g  2 ,6 -d ich lo ro -  
p h e n o t i n d o p h e n o l  as h y d r o g e n  accep to r .  I n  ou r  in vitro 
e x p e r i m e n t s ,  i odoace t i c  ac id  a t  c o n c e n t r a t i o n s  of 0.00 05 M 
i n h i b i t s  80 % of T P D .  

F o r  t h e  e x p e r i m e n t s  in vivo we h a v e  e m p l o y e d  t h e  
fo l lowing  t e c h n i q u e .  One  m e t a t h o r a c i e  leg h a s  b e e n  c u t  
off f r o m  fema les  of P .  americana (g roups  of 100 ind i -  
v i d u a l s  each)  a t  t h e  l eve l  of  t h e  t r o c h a n t i n  e l i m i n a t i n g  
t h e  f e m u r  a n d  t h e  o t h e r  d i s t a l  s e g m e n t s .  T h e  s a m e  ind i -  
v i d u a l s  h a v e  t h e n  b e e n  i n j e c t e d  w i t h  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  
of s o d i u m  i o d o a c e t a t e ,  a n d  a f t e r  60 '  t h e  m e t a t h o r a c i c  
leg of t h e  oppos i t e  s ide  was  c u t  off in  o r d e r  to  e v a l u a t e  
t h e  e v e n t u a l  i n h i b i t ' ~ n  of T P D  b y  t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e .  
A t  doses  of 1 m g / g  ( the  LDs0 for  f ema le s  P.  americana 
b e i n g  e q u a l  t o  0-1 mg/g) ,  a c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  of t h e  
e n z y m e  was  r e a c h e d .  

1 S. BETTINI and M. BOCCACCI, Riv. Parass. 13, 165 (1952). 
2 L. Miehaelis and M. P. SCHOUERT. J. Biol. Chem. 106, 331 

(1934). 
3 ]~. S. GUZMAN BARRON, Advances in Enzymology 11,201 (1951). 
4 S. BETTINI and M. BoccAeci, Rend. Ist. Sup. San. 17, 188 

(1954). 

T P D  h a s  a lso  b e e n  d e t e r m i n e d  on  M. domestica 
e x t r a c t s .  G r o u p s  of 100 f ema le s  b e l o n g i n g  to  t h e  fol low- 
ing  s t r a i n s  h a v e  b e e n  u s e d :  R o m a n  s u s c e p t i b l e  s t r a i n ;  
S a r . d i n i a n  s t r a i n  r e s i s t a n t  t o  D D T  a n d  C h l o r d a n e .  B o t h  
s t r a i n s  were  f o u n d  to  be  e q u a l l y  s u s c e p t i b l e  to  ch loro-  
ace t i c  acid.  

T h e  T P D  a c t i v i t y  of f ly  e x t r a c t s  of u n p o i s o n e d  ind i -  
v i d u a l s  p r o v e d  to  be  e q u a l  for t h e  t w o  s t r a in s .  I n  our  
t o x i c i t y  tes t s ,  g roups  of housef l i e s  h a v e  b e e n  p l a c e d  in 
c o n t a c t  w i t h  f i l t e r  p a p e r  t r e a t e d  w i t h  a n  ol ive oil s o l u t i o n  
of c h l o r o a c e t i c  ac id  a t  c o n c e n t r a t i o n s  v a r y i n g  f r o m  0-25 
to  6-0 g / sq .m.  

T h e  "k i t l  ' '1 p e r c e n t a g e  a n d  t h e  e n z y m e  i n h i b i t i o n  
p e r c e n t a g e  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  for  a l l  g roups .  I t  was  
s h o w n  t h a t  i n h i b i t i o n  a n d  "k i l l ' ,  r e l a t i v e  to t h e  ch lo ro -  
ace t i c  ac id  c o n c e n t r a t i o n s ,  h a v e  a pa ra l l e l  t r e n d ;  t h e  
va lues  of i n h i b i t i o n  are  lower  t h a n  t h o s e  of " k i l l "  (Table) .  
Th i s  cou ld  be  e x p l a i n e d  e i t h e r  b y  s u p p o s i n g  t h a t ,  u n d e r  
t h e  c o n d i t i o n s  desc r ibed ,  a 1 0 0 %  i n h i b i t i o n  is n o t  es- 
s e n t i a l  t o  d e t e r m i n e  t h e  d e a t h  of i n d i v i d u a l s ,  or  b y  as- 
s u m i n g  t h a t  t h e s e  s u b s t a n c e s  i n h i b i t  s e l ec t i ve ly  t h e  
a c t i v i t y  of c e r t a i n  v i t a l  o rgans .  

Musca domestics ~ .  (strain resistant to DDT and Chlordane, age 
5 days) exposed to different concentrations of chloroacetic acid. 
"Kill" percentages and TPD inhibition percentages in fly extracts. 

Chloroacetic acid 
"kill" % TPDinhibition % g/m e 

0.5 
1.00 
1.50 
2-00 
3.00 

5 
25 
65 
75 
90 

0 
6 

50 
65 
75 

Th i s  s e c o n d  h y p o t h e s i s  is s u p p o r t e d  b y  ou r  o b s e r v a -  
t ions  on  t h e  ca rd i ac  a c t i v i t y  of P. americana. W e  h a v e  
n o t e d  t h a t  t h e  c a r d i a c  a c t i v i t y  of r o a c h e s  w h i c h  h a v e  
b e e n  i n j e c t e d  w i t h  d i f f e r en t  doses  of s o d i u m  i o d o a c e t a t e  
ceased  a t  l eas t  one  h o u r  be fo re  t h e  i n sec t s  s h o w e d  a n y  
b l o c k i n g  of  t h e i r  v o l u n t a r y  m u s c l e s '  a c t i v i t y .  T h i s  
b l o c k i n g  of  t h e  c a r d i a c  a c t i v i t y  a p p e a r s  to  b e  a n  i r re-  
ve r s ib le  p h e n o m e n o n  a n d  d e a t h  occu r s  a f t e r  a few hours ,  
a c c o r d i n g  to  t h e  dose  of t h e  i n j e c t e d  s u b s t a n c e .  

I n  o r d e r  to  d e t e r m i n e  w h e t h e r  r e s i s t a n c e  t o w a r d  t h e  
h a l o g e n a t e d  a l k y l a t i n g  s u b s t a n c e s  cou ld  be  i n d u c e d  in  
s t r a i n s  of  M. domestics, g r o u p s  of  housef l i e s  were  t a k e n  
f r o m  t h e  two  a b o v e - m e n t i o n e d  s t r a i n s  a n d  t h e  a d u l t s  
were  exposed  for  20 g e n e r a t i o n s  to  c h l o r o a c e t i c  ac id  b y  
c o n t a c t .  C o m p a r i n g  t h e s e  t w o  se l ec t ed  s t r a i n s  w i t h  t h e  
o r ig ina l  ones ,  a s m a l l  i n c r e a s e  in t h e  LDs0 for  ch lo ro -  
ace t i c  ac id  ( a b o u t  twice) ,  b u t  n o  i nc r ea se  of T P D  in  
t h e  in  toto e x t r a c t s  was  o b s e r v e d .  

Fuller details of this work will be published in the Rendiconti 
dell'Istituto Superiore di Sanit5, Rome. 

S. BErTINI a n d  M. BOCCACCI 

Departments o/ Parasitology and Biology, Istituto 
Superiore di Sanita, Rome, l ta ly ,  September 18, 7954. 

Zusammen/assung 
N a c h d e m  die  Ve r f a s se r  a u f  ih re  f r i i h e r e n  Aufsfi.tze 

t iber  d ie  a u f  I n s e k t e n  w i r k e n d e n  M k y l i s i e r t e n  ha lo -  
g e n i e r t e n  Stof fe  h i n g e w i e s e n  h a b e n ,  Iassen  sie die  E r -  

1 We have considered "killed" all individuals knocked down, 
muribund or dead. Since the toxic action is an irreversible one, all 
knocked down individuals are destined to die. 
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gebnisse zusammen, die sie bei der V¢irkung der genann- 
ten Stoffe auf die in den Muskelgeweben yon P .  ameri -  
cana und M .  domest ica befindlichen Triosephosphat-  
dehydrogenasen (TPD) erzielt haben. 

Die Dosierung der TPD ist kolorimetrisch bes t immt 
worden, indem 2, 6-Dichlorphenol-Indophenol  als Was- 
serstoffakzeptor gebraucht  wurde. 

Es hat  sich gezeigt, dass T P D  sowohl i n  vitro wie in 
r ive  inhibiert  wird. In Hausfliegen hat  die Mortalit/ i t  der 
Fliegen und die TPD-Inh ib i t ion  beztiglich der verschie- 
denen St/irken der Dichloressigs~ure einen parallelen 
Verlauf, und die Inhibi t ionswerte sind niedriger als die 
der Mortalit~Lt, 

HausfliegenstXmme, die w~hrend 20 Generationen 
hindurch im ChloressigsAurekontakt selektioniert  wur- 
den, weisen weder eine auff~llige Resis tenzzunahme ge- 
gen diesen Stoff noch eine Steigerung von T P D  in den 
Ext rak ten  dieser Fliegen auf. 

Der Hyaluronsiiuregehalt und die <~Hyaluroni- 
dase~>-Aktivit~it der Leukozyten 

In frtiheren Mitteilungen haben wir bei mehreren Ge- 
legenheiten darauf  hingewiesen, dass die Hyaluronidase 
0(VCyeth~, Philadelphia) die Bakterienphagozytose der 
iiberlebenden Leukozyten yon Kaninchen und Ra t ten  
in vitro steigert. Der Effekt  erreicht bei einer Konzen- 
tration von 1 TI~U sogar 60-65 % und t r i t t  auch bei An- 
wendung yon zehnmal h6herer Verdiinnung in Erschei- 
nung. Inakt iv ier te  (56C °) Hyaluronidasel6sung ist un- 
wirksamL 

Um die Erscheinung welter zu kl~ren, haben wit  den 
Hyalurons/iuregehalt  der Leukozyten untersucht.  

Drei bis vier hungernden Ra t ten  yon je 200 bis 250 g 
K6rpergewicht haben wir je Tier etwa 15 ml sterile 
Bouillon in die ]3auchh6hle injiziert. Nach 6 h wurden 
die Tiere durch Dekapi ta t ion verblutet .  Die erOffnete 
Bauchh6hle wurde mi t  20 rag% Zitrat  enthal tender  
physiologischer KochsaIzI6sung ausgespiilt  und die aus- 
gewanderten Leukozyten durch Zentrifugierung der 
Spiilflfissigkeit sedimentiert .  Das Verfahren wurde mehr- 
mals wiederholt  und die Leukozyten so durchgewaschen. 
Auf diese Weise konnten wir 500 bis 700 mg Leukozyten 
(Nassgewicht) gewinnen. 

Die Best immung des HyaluronsAuregehaltes geschah 
in autolysierten Leukozyten.  Zwecks Verdauung liessen 
wir die Zellensuspension mit  trikresolges~ittigtem desti- 
liertem VCasser vermischt  3 Tage bei Zimmer tempera tur  
stehen. Die Konzentra t ion  der Hyaluronsliure haben 
wir mittels Turbidimetr ie  ~ festgestellt  und nach der 
Hyaluronidasewirkung (~cWyeth,) die Menge der frei 
gewordenen reduzierenden Stoffe bes t immt  3. Fiir eine 
]3estimmung verwendeten wir 200-400 mg Leukozyten. 

Unsere Versuchsergebnisse sind in der Tabelle I dar- 
gestellt. Sie zeigen, dass in den Leukozyten sowohl tur- 
bidimetrisch als auch oxydimetr isch eine ansehnliche 
Menge Hyalurons~ure nachweisbar ist. Die auf das Nass- 
gewicht berechnete Konzentra t ion betr~gt im Mittel- 
wert turbidimetr isch 0,8 %, oxydimetr isch - damit  gut  
fibereinstimmend - 0,7 %. 

Bei der Untersuchung der ~Hyaluronidase ~-Aktivit~t 
der Leukozyten konnten wir mittels  der viskosit~tredu- 

x G. LUD.t~NY, T. ORBAN und J. VAJDA, Tag. Ung. Physiol. Ges. 
7. Sept. 1951 ; Acta Physiol. Hung. Arch. int. Pharmacodyn. 87, 496 
(195~). 

2 K. MEYER, Physiol. Roy. 27, 335 (1947). - K. MEYER und M. M. 
RAPPORT, Arch. Biochem. 27, 287 (1950). 

3 j. T. PARK und M. I. JOHNSON, J. Biol. Chem. 181, 149 (1949). 

Tabelle I 

Zahl der I Hyalurons~iuregehatt in % des Nassgewichtes 

Versuchc [ Turbidhnetrisch Oxydimetrisch 

1,33 
0,37 
0,80 
0,45 0,40 
0,80 0,74 
1,01 0,89 

zierenden Methode 1 eine ausdriickliche hyaluronsAure- 
zersetzende Wirkung beobachten. Das Versuchssystem 
bei den viskosimetrischen Best immungen war folgender- 
weise zusammengestell t  : Hyalurons~ure, 1%ige wAsse- 
rige LSsung, 9 ml;  Leukozytensuspension (enthal tend 
150 mg Leukozyten) 2 ml;  Azetatpuffer  M/10 2 ml, 
Ausflussdauer des Viskosimeters mit  Wasser bei 18°C 
42 s (Tab. II).  Da der Effekt weder ein gut definier-,. 
bares pH-Opt imum noch ein Tempera tu rop t imum be- 
sitzt, kann die Erscheinung nicht als Enzymwirkung  
betrachtet  werden. Demnach ist die ccHyaluronidase~- 
Aktivit/~t der Leukozyten ihrem relat iv hohen (20 bis 
30 mg%) Ascorbins~uregehalt * zuzuschreiben. Bekannt -  
lich kann n~.mlich die Ascorbins~ure in Gegenwart  yon 
Spuren von Cu ++ zwischen oxybiotischen Verh~iltnissen 
die Hyalurons~ure oxydat iv  abbauen3; dieser Prozess 
ist auch in dem Falle der Leukozyten nachweisbar. Der 
Effekt  l~sst sich durch Oxin (8-Oxikinolin) und Semi- 
carbazid hemmen. 

Tabelle I I  

Rel. Viskositiitsabnahme in % 
Zahl der Versuche wfihrend 1 h 

15 
18 
14 
9 

13 
17 

Demnach steigert die Hyaluronidase die Phagozytose  
der Leukozyten auf dem Wege ihrer auf die Leukozyten  
ausgeiibten Wirkung. Durch Enzymwirkung  kann die 
Hyalurons~ture der Leukozyten abgebaut  werden. Die 
Viskosit~tt des Protoplasmas der Zellen n immt  dadurch 
ab, infolgedessen die amSboide Bewegung und die 
Durchg~nglichkeit der Zellen und dami t  die Phagozytose  
erleichtert wird. 

An dieser Stelle danken wir Herrn ProL R. MEIER (Ciba, Basel) 
und Herrn Dir. Dr. J. SEX,TEa (Wyeth, PhiladeIphia) ffir die uns 
freundlichst zur Verfiigung gestetlte Hyalurons~iure bzw. Hyaluroni- 
dase. 
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