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represented by  formula  I I .  Whi le  this  work  was in pro-  
gress, DE STEVENS et al. described the  synthesis  and 
diuretic a c t i v i t y  of 6-chloro-7-sulfamyl-3,  4-dihydro-1,  2, 4- 
benzothiadiazine- t ,  1-dioxide, I I  (R = H) ~. F r o m  our  own 
findings and  those  r e p o r t e d . b y  DE STEVENS et al., i t  was 
apparent  t h a t  hydrogena t ion  of the  3,4 double  bond in I 
resulted in a compound  wi th  a t  least  a t en  fold increase 
in po tency  toge the r  w i th  a somewha t  i m p r o v e d  electro- 
lyte excre t ion  pa t te rn .  W i t h  va r i a t ion  in R this  re la t ion-  
ship seemed to hold for mos t  cases. 

Compounds of t ype  I I  were prepared  by  condensat ion  
of 5-chloro-2,4-disulfamylani l ine (III)  wi th  the  appro-  
priate a ldehyde  or  its aceta t  in a sui table  solvent ,  usual ly  
in the presence of an  acid ca ta lys t .  

H 
RCHO or 7, 

H,N0,,S-~,..//fl- S0~N H~ H+ > H 2 N 0 a S - ~ , , ~ s / ~ H  

(III) 0 /~  ~ 0  

Of the m a n y  types  of 3-subst i tuents  in the  3-subst i tuted 
3 ,4-dihydrobenzothiadiaz ine  dioxides thus  synthesized 
the 3-haloalkyl  series was a m o n g  the  more notewor thy .  
In the h a l o m e t h y l  series t h e  d iha lome thy l  compounds  
were found to  be far  more ac t ive  t h a n  the i r  mono or  
t r iha lomethyl  coun te rpa r t s  as de te rmined  by  oral studies 
in animals.  Thus  the  act ivi t ies  of the  monochloromethy l ,  
dichloromethyl ,  and t r i ch lo rome thy l  compounds  were 
found to  be a p p r o x i m a t e l y  two,  fif teen, and one-half ,  
respectively,  re la t ive  to hydrochloro th iaz ide  t aken  as one. 

3-Dichloromethyl-6-chloro-7-sulfamyl-3,  4-dihydro-  1, 2, 
4-benzothiadiazine-1,1-dioxide,  I I ,  R = CHC12, has  been 
extensively  tes ted  ora l ly  in ra t s  and  dogs for i ts  effect  on 
electrolyte excre t ion  and ur ine flow rates.  These studies 
showed t h a t  the  compound  was t en  to t w e n t y  t imes as 
potent  as hydrochloro th iaz ide ,  one hundred  to two hun-  
dred t imes  as p o t e n t  as  chloroth iaz ide  and exhib i ted  a 
low order  of tox ic i ty .  The  grea t ly  increased sodium and 
chloride ion excre t ion  ra tes  showed v i r tua l  correspond- 
ence wi th  the  enhanced  ur ine flow rate .  The  o u t p u t  of 
potassium and b ica rbona te  ions was no t  mate r ia l ly  affect-  
ed and in this connec t ion  i t  is in te res t ing  t h a t  t he  com- 
pound was found to  be a v e r y  weak  carbonic  anhydrase  
inhibitor. Clinical t r ials  3 h a v e  conf i rmed the  po tency  
ratio de te rmined  in an ima l  exper iments  and h a v e  also 
demonst ra ted  a s ignif icant  reduc t ion  in t he  excre t ion  of 
potassium ion  re la t ive  to  sod ium ion compared  wi th  
chlorothiazide and hydrochloro th iaz ide .  
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S o m e  H i s t o c h e m i c a l  O b s e r v a t i o n s  o n  the  Cut ic le  
of  F a s c i o l a  ind i ca  V e r m a ,  1953 

Presence of  -S-S-  bond ing  and  po lyphenol  which m a y  
ac t  as precursor  of tanning ,  have  been repor ted  in the  
ex te rna l  cor t ica l  layer  of cer ta in  nematodes  like Ascar is  
and Proleptus obtusesl-3; bu t  l i t t le  a t t en t ion  seems to 
have  been  pa id  to  t he  s t u d y  of cut ic le  of t r ematodes .  I n  
the  present  inves t iga t ion  the  au thors  h a v e  m a d e  his to-  
chemical  obse rva t ions  on the  cut ic le  of the  t r e m a t o d e  
Fasciola indica Verma,  1953, recovered  f rom the  l iver  of 
freshly kil led buffalo.  L ive  specimens  of t he  t r e m a t o d e  
b rough t  to the  l abo ra to ry  in a thermos-f lask  con ta in ing  
physiological  sal ine a t  37°C were used for this purpose.  
Frozen and paraff in  sections,  as well  as th in  str ips cu t  
a long the  marg in  of the  f la t tened  worms (containing on ly  
the  in tegument ) ,  were  s tudied.  Methods  described b y  
COWDRY 4, PEARSE If, TRIM 6, and SMYTH 7'8 were employed  
for tes t ing  presence of proteins ,  fats, phenols,  a romat i c  
crosslinkage, and -S-S-  bonds. 

The  resul ts  of t h e  var ious  h i s tochemica l  tes ts  on  t h e  
cuticle of Fasciola indica h a v e  been summar i zed  in t he  
following Table .  

Groups Tests Results 

Proteins 

Glycol 
group 

Phenols, i 
aromatic 
linkage 
-S-S- 
bends 
Fats 

Biuret 
Xanthoproteic 
P.A.S. 

P.A.S. after chloroform extraction 
P.A.S. atter saliva t reatment  . . 
P.A.S. after acetylation 
P.A.S. after 0.1 N KOH treat-  

ment  of acetylized sections 
~,-mctachromasia with Toluidine 

blue 
Methylene blue binding below 

pH 4 
Fcrric chloride 
0"2% Catechol 
Malachite green (G. T. GURR) . . 
Thioglyocollate . . . . . . . .  
Alkaline lead acetate 
Sudan IV 

Positive 
Positive 
Positive 

(pink) 
Positive 
Positive 
Negative 

Positive 

Negative 

Negative 
Negative 
Negative 
Negative 
Negative 
Negative 
Negative 

The  pos i t ive  B i u r e t  and  X a n t h o p r o t e i c  tes t s  ob ta ined  
in this  work  are  suff ic ient  evidences  of t he  pro te inaceous  
na tu re  of the  cuticle,  The  cut ic le  also gave  a pos i t ive  
P. A. S. react ion.  However ,  t he  na tu re  of the  exac t  sub- 
s tance  caus ing  th is  reac t ion  could  be ascer ta ined  o n l y  a f t e r  
ch loroform ex t rac t ion ,  sa l iva  t r e a tmen t ,  ace ty la t ion ,  and 
las t ly  a f te r  a lkal i  t r e a t m e n t  of ace ty l ized  mater ia l ,  and  
this in logical sequence demons t r a t ed  the  presence of 

Zusammen/assung 

Die Synthese  und diuret ische Aktivit/i . t  von  3-Halo-  
a lky l -d ihydrobenzoth iad iaz in-d ioxyden ,  insbesondere 3- 
Dichloromethyl  - 6 - ch lor -  7 - su l famyl  - 3, 4 - d ihydro  -1, 2, 4- 
benzo th i ad i az in - l , l - d ioxyd ,  I1, R = CHCI v werden  be- 
schrieben. 
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1 : 2 glycol  g roup  in t he  protein .  These  resul ts  are  in agree-  
m e n t  w i th  s imilar  observa t ions  m a d e  by  GERSH 9 and  
McMANuS ~° in some o the r  cases. The  absence of a y- 
me t a ch ro mas i a  react ion wi th  Toluidine  blue, suppor ted  
by  a nega t ive  Methylene  blue b inding below p H  4, would  
suggest  the  presence of muco  or  g lycoprote in  con ta in ing  
1 : 2 glycol group. As s ta ted  by  PEARSE 5, the  g lycoprote ins  
h a v i n g  hexosamine  con t en t  of less t h a n  4% s ta in  weak ly  
b y  P .A.S.  (usually pa ler  red or  pink) while  t he  muco-  
prote ins  s ta in  deep  purpl ish-red.  Since the  colour  ob ta ined  
by  P.A.S.  reac t ion  was pink,  the  cut ic le  of Fasciola indica 
possibly does con ta in  glycoproteins .  

The  results  of t he  o ther  h i s tochemica l  tests  g iven in the  
Table  show absence of phenols,  -S-S-  bonds  and un-  
s a tu ra t ed  lipids. 

M. B. LAL and  S. C. SHRIVASTAVA 

Department o] Zoology, The University,  Lucknow 
( Ind ia) ,  September 15, 1959. 

Rdsumd 

Les essais h i s tochimiques  pour  la pr6sence des pro-  
t6ines, graisses, ph6nots e t  r6 t icula t ion  a roma t ique  (aro- 
ma t i c  cross l inkage) e t  des liaisons -S-S on t  6t6 fairs sur  
le cut icule  de ]Zasciola indica Verma ,  1953, t r e m a t o d e  
se t r o u v a n t  dans  le foie du buffle indien. Des r~sultats  
posi t i fs  pour  les prot6ines  (le groupe glycol) e t  n6gatifs  
pour  les graisses, ph6nols et  r6 t icula t ion  a roma t ique  et  les 
liaisons -S-S on t  ~t6 obtenus.  

9 I. G~:RSIi, Arch. Path. 47, 99 (I949). 
10 j .  F. A. McMANI3S and J. E. CASON, J. exp. Med. 91, 651 

11950). 

Quantitative Unterschiede der 
Serummukoproteine bei verschiedenen Spezies 

U n t e r  Se rummukopro t e inen  (SMP) ve r s t eh t  m a n  eine 
F r a k t i o n  der  Gt~-koproteine, die sau te  Mukopolysaccha-  
r ide in polarer  oder  andere r  le icht  t r ennba re r  B indung  an  
Pro te ine  enth~lt .  Saure Mukopolysacchar ide  sind Sub-  
s tanzen,  die sich aus Hexosaminen ,  Urons~turen und  
Schwefels~ureestern zus am mense t zenL  Die SMP sind 
chemisch  un t e r  ande rem dadurch  charakter is ier t ,  dass 
sie m i t  PerchlorsAure n ieh t  f~llbar sind, durch  Phosphor -  
"Wolframs~ure j edoch  prAzipi t ier t  werden.  Man f inder  in 
de r  L i t e r a tu r  2 al lerdings auch die Annahme ,  dass diese 
chemischen E igenschaf ten  vo r  a l l em den sogenann ten  
Se ru mmu ko iden  zustt inden,  Glykoprote inen ,  welche He-  
xosamine  in re la t iv  grosset  Menge yon  m e h r  als 4% in 
fester B indung  an Pro te ine  en tha l ten .  Die genaue Kon-  
s t i tu t ion  dieser K6rper  sowie ihre H e r k u n f t  ist  noch 
nicht  geklfixt. 

E ine  ausgepr~igte E rhShung  der  SMP wird  bei  Gewebs-  
zerlall ,  v o r  a t lem im Ver lauf  yon  E n t z i i n d u n g e n  sowie bei  
mal ignen  Tumoren  gefunden,  wesha lb  die q u a n t i t a t i v e  
B e s t i m m u n g  der  SMP in die klinische Labora to r iums-  
d iagnos t ik  eingefi ihr t  wurde.  Die Serumwer te  sind bei 
gesunden Ind iv iduen  sehr  kons tant .  

I m  Ver lauf  unserer  Un te r suchungen  konn ten  wir  be- 
merkenswer te  q u a n t i t a t i v e  Unterschiede  zwischen den 
einzetnen Spezies f inden,  die wir  nachs tehend  wieder-  
geben.  M6glieherweise lassen sich daraus  Hinweise  auf  die 
physiologische B e d e u t u n g  dieser  Subs tanzen  ablei ten.  

Methodik and Ergebnisse. 3-5 ml  B lu r  werden  sofort 
nach  E n t n a h m e  abzent r i fug ier t  und  0,5 ml  Se rum mit  
4,5 ml  e iner  0,85% NaC1-L6sung verse tz t .  N a c h  Hinzu-  
fiigen yon  2,5 ml  einer 1,8 n Perchlors~ure  und Mischen 
durch  zweimaliges W e n d e n  werden  die P roben  15 rain 
stehengelassen.  N a c h  Pr~tzipitation wird durch  ein Fil ter-  
papier  (SS-Blaubandf i l te r )  f i l t r ier t  und 5 ml  des Fi l t ra ts  
m i t  I ml  einer 5% Phosphor-SVolframsXure verse tz t .  Die 
durch  die neuerl iche Pr~z ip i t a t ion  aufge t re tene  Tr i ibung 
wird  nach  30 min  q u a n t i t a t i v  im R o u y - P h o t r o m e t e r  yon 
Lei tz  bei F i l t e r  A und  ~Vasser als Vergle ichswer t  abge- 
lesen. ]3el dieser Methode  gibt  eine w~isserige LiSsung, die 
200 ~xg R inde ra lbumin -N  in 5 ml  enth~It ,  die gleiche 
Tr i ibung  wie Serum, welches 252 m g %  Mukoprote ine  
enthgdt a. 

Ratten Menschen Kaninehcn Hfihner 
n SMPin mg% SMP in rag% SMP in mg% SMP in rag% 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 

6i  
61 
51 
61 
51 
61 
71 
61 
66 
66 
56 
56 
66 
56 

56 
51 
41 
41 
46 
46 
61 
56 
66 
61 
66 
66 

27 
32 
27 
32 
41 
34 
36 
32 
41 

22 
27 
22 
22 
34 
36 

- -  60,2 t 54,8 33,5 27,1 

Die angeffihrtcn Spezies unterscheiden sich untereinander hoch 
signifikant (p <: 0,01) mit Ausnahme der Kaninchen und Hfihner, 
zwischen denen ein Untersehied nur wahrscheinlieh ist (p > 0,1). 

Diskussion. Aus den Ergebnissen  geht  hervor ,  dass 
Kan inchen  und Hfihner  im Vergleich zu R a t t e n  und 
Menschen sehr  niedrige Norma lwer t e  aufweisen. Diese 
Kor re l a t ion  ist  insofern bemerkenswer t ,  als bekannt l i ch  
t~aninchen und  Hi ihne r  sehr  wenig Gewebsmastzet ten,  
h ingegen reichl ich Blu tbasophi te  aufweisen. Diese beiden 
T ie ra r t en  sind auch  die einzigen, bei  denen  sich durch 
F e t t m a s t  eine ausgepr~tgte Arter iosklerose erzielen l~sst. 
R a t t e n  weisen zahlreiche Gewebsmastzel len ,  j edoch kaum 
Blu tbasophi le  auf. E ine  Kor re la t ion  zwischen Mastzell-  
zahl  und Arter iosklerose wurde  pos tu l ie r t  4. D a  die Ge- 
websmas tze l len  un t e r  anderem die Haup t t rXger  yon 
Hepa r in  bzw. hepar inoiden  Subs tanzcn  sein di irf ten,  w~re 
es denkbar ,  dass ein Mangel  an  diesen Subs tanzen  sich 
einersei ts  in e inem n iedrigen Mukoprote inspiegel  anzeigt,  
anderersei ts  aber  auch  du tch  ein ve rminder t e s  Fe t t -  
k]~rungsverm6gen zur  Arter iosklerose bei Be las tung  fiihrt. 
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