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Fig. 1. Vervet 4.6 kg. 0.~ mg pilocarpine HC1 in 0.01 ml placed on 
cornea of experimental eye at --60 rain. The black bar indicates 

period of infusion of 5 [zl/min into both eyes simultaneously. 
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Fig '2. Rapid disappearance of myopia but only small increase in 
resistance after 1 mg/kg atropine sulphate i v  in vcrvet eyes treated 

with 0.2 mg/cornea of pilocarpine ttCI. 
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Fig. 3, Slow effect of 15 [~g atropine sulphate injected into the 
anterior chamber of both eyes on resistance of pilocarpine-treated eye. 

The  t o p m o s t  curve  of F igure  2 was obta ined  f rom 7 
o ther  monkeys .  These eyes had  not  received a n y  t rea t -  
m e n t  excep t  the  topical  l idocaine for cannula t ion .  I t  is 
seen t h a t  the  normal  eye does no t  change its resistance 
no t iceab ly  despite  the  sudden  cycloplegia.  

The  lowermos t  curve  represents  5 eyes in 5 monkeys .  
Four  of t h e m  had  received 0.2 mg  and one 0.3 mg  pile- 
carpine  HC1 on the  cornea 1 h before the  exper iment .  
I n  4 of t h e m  re t inoscopy  was successful on t h e  contra-  
lateral ,  non-cannu la ted  eye  dur ing  the  pressure recording 
and these values  are included in the  average  ref rac t ion  
curve.  I t  is seen t h a t  there  is only  a small  pressure rise as 
accomoda t ion  relaxes.  The  ma in  pa r t  of the  pressure 
difference be tween  the  two groups of eyes remains.  I f  the  
pilocaxpine effect  had  been due to  ci l iary muscle  spasm, 
the  pressure in the  t r ea ted  eyes would  have  s ta r ted  to  rise 
towards  the  level  of the  cont ro l  eyes as soon as the  spasm 
was abolished.  

F igure  3 shows tha t ,  even  if a large dose of a t ropine  is 
in jec ted  d i rec t ly  into the  anter ior  chamber ,  the  pi locarpine 
effect  d isappears  on ly  v e r y  slowly. This  was so in 3 of 8 
eyes  whi le  in 3 o t h e r  eyes  r e c o v e r y  was  o n l y  m o d e -  
r a t e l y  slow. 

The  main  po in t  of a t t a c k  of pi locarpine in the  normal  
p r ima te  eye thus  canno t  be t he  ci l iary muscle,  as far  as the  
resis tance- lowering effect  is concerned.  P robab ly  the  
a lkaloid acts d i rec t ly  or  ind i rec t ly  on the  endothel ia l  cells 
of  the  t rabecu la r  meshwork.  Since the  effect of pi locarpine 
is abou t  the  same (expressed in inverse resis tance units) in 
n o r m a l  eyes as in chronic  s imple g laucoma,  i t  is p robable  
t h a t  also the  the rapeu t i c  effect  in mos t  cases is due  to an  
act ion on the  meshwork  endothe l ium s. 

Zusammen[assung. Mit P i locarp in  herabgese tz te r  Wider-  
s t and  des K a m m e r w i n k e l s  des Meerka tzenauges  wird 
d u t c h  At rop in  v ie l  l angsamer  aufgehoben als die ent-  
sprechend induzier te  Ci l ia rmuskelkont rakt ion .  Dieser  
P i locarpineffekt  dtirfte daher  auf  einer d i rek ten  oder  in- 
d i r ek ten  Beeinf lussung des Endo the l s  des Trabeket -  
sys tems beruhen.  

E .  B~RANY 

Pharmacological Institute, University of Uppsala (Sweden), 
April 19, 1962. 
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Unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener 
An~iotensinderivate gegen Abbau durch Plasma 

oder Nierenhomogenat 

Das b lu tdrucks te igernde  Ok tapep t id  Angiotens in  mi t  
der  S t r u k t u r  Asp -Arg -Va l -Tyr  -Val -  His  - P ro  - Phe  wird 
in vivo durch  verschiedene Pep t idasen  im B l u t  und Ge- 
webe abgebau t  1-3. Die Angio tens in-abbauenden  F e r m e n t e  
werden  tiblicherweise un te r  dem Sammelbegr i f f  <~Angio- 
tensinase~> zusammengefass t ,  ohne dass eine Subs t ra t -  
spezifit~Lt nachgewiesen ist, Ebensowenig  ist  bekannt ,  ob 

Ver~nderungen  des Angiotensinmoleki i l s  die Empf ind l i ch -  
kei t  gegent iber  (~Angiotensinase~> ver~ndern  kbnnen.  
RINIKER und SCHWYZER ~ haben  neuerdings Angiotens ine  

I E. BRAUN-MENENDEZ, J. C. FASCIOLO, L. F. LELOIR, J. ~L MuNoz 

und A. C. TAQUZNI, Renal Hy#ertension (Cm C. THOMAS, Spring- 
field, IlL 1946). 

2 I .H.  PA6E und F. M. BUMPOS, Physiol. Rev. 41, 331 (1961}. 
a R. SCHWYZER und H. TURRIAN, Vitamines and Hormones 18, 

237 (1960}, 
4 B .  RINIKER,  H .  t3RUNNEIK und R. SGH~VYZI~R, Angew. Chcmie 74, 

469 (1962). 
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s y n t h e t i s i e r t ,  d e r e n  Aspa r ag i n s ~u r e  s ta t~  in de r  na t f i r -  
l i chen  a - S t e l l u n g  in  f l -Ste l lung i m  Molekfil  e i n g e b a u t  ist.  
"vVir u n t e r s u c h t e n  pressor i sche  "Wirkung u n d  Res i s t enz  
gegen A b b a u  d u r c h  ,Angiotensinase~> fo lgender  V e r b i n -  
d u n g e n  : 

m-L-Asp~(NHa)-Angiotensin  I I  = H = H y p e r t e n s i n  
((CIBA,, 

~-L-Asp'-Angiotensin II = A (80% L-, 20%D- 
F o r m )  

f l -L-Asp~-Angiotensin  I I  = B ( v e r u n r e i n i g t  m i t  
u n g e f ~ h r  2 0 %  d. 
e n t s p r e c h e n d e n  
a - V e r b i n d u n g )  

fl-D,L-Asp~-Angiotensin I I  = C (80% L-, 20% D-  
F o r m )  

~-L-Asp~(NH~)-Phe~-Angiotensin I I  ...... I )  

StArke u n d  D a u e r  der  p re s so r i schen  W i r k u n g  w u r d e n  a m  
B l u t d r u c k  d e r  20 h v o r  V e r s uch  n e p h r e k t o m i e r t e n  R a t t e  
in  U r e t h a n n a r k o s e  (1,4 g /kg  s.c.) b e s t i m m t .  

Die  W i d e r s t a n d s f g h i g k e i t  de r  g e n a n n t e n  S u b s t a n z e n  
gegen  A n g i o t e n s i n - a b b a u e n d e  F e r m e n t e  w u r d e  in  fol- 
g e n d e n  S y s t e m e n  gepr t i f t :  
(a) S e r u m  yon  ~ a t t e n ,  die 20 h v o r  V e r s u c h  n e p h r e k t o -  
m i e r t  w o r d e n  waren .  ( b ) R o h e x t r a k t  aus  t~a t t enn i e r en .  
D a z u  wl~rden 300 m g  Fr i schgewebe  m i t  2 ml  T y r ode -  
15sung h o m o g e n i s i e r t  u n d  das  H o m o g e n a t  1 :100  (v/v)  
m i t  T y r o d e l 6 s u n g  ve rd f inn t .  (c) H u m a n - T r o c k e n p l a s m a  
( Z e n t r a l ] a b o r a t o r i u m  des  Schweizer i schen  R o t e n  Kreuzes ,  
Bern) ,  das  n a c h  Vor sch r i f t  gel6st  w o r d e n  war .  (d) Mensch-  
l iches  F r i s e h p l a s m a ,  da s  d u r c h  H e p a r i n z u s a t z  (50 E / m l  
L i q u e m i n  Roche)  u n g e r i n n b a r  g e m a c h t  w o r d e n  war .  

Se rum,  H o m o g e n a t  ode r  P l a s m a  w u r d e n  d u r c h  Z u s a t z  
yon  HCt oder  N a O H  au f  p H  7,4 e inges te l l t .  Z u m  A n s a t z  
w u r d e  S o e r e n s e n - P h o s p h a t p u f f e r  y o n  p H  7,4 in  e iner  
Menge y o n  1110 des u r sp r f ing l i chen  V o l u m e n s  zugeffigt.  
P r o b e n  y o n  ~, 0 ml  w u r d e n  im W a s s e r b a d  au f  37 ° C erw~irmt 
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Fig. 1. Dosiswirkungskurven yon Intensit~it (oben) und Dauer (unten) 
der pressorischen Wirkung von ~-L-Asp z (NH2)-Angiotensin I I = H = 
Hypertensin *~CIBA~; cc-L-Aspl-Angiotensin II = A; fl-L-Asp I- 
Angiotensin II = ]3; ~J-D,L-AspZ-Angiotensin II = C an Ratten 
in Urethannarkose. - Versuehszahl fiir: H: n = 30, A: n = 1~2, B: 

n = 10, C: n = 18. Angaben: ~ ± s x. 
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Fig, ~, ~Angiotensinase*-Empfindlichkeit der in Figur 1 genannten 
Substanzen bei Inkubation in Rattenserum (oben) oder verdfinntem 
Ratten-Nierenextrakt (unten) bei pH 7,4 und 37°C ftir verschiedene 
Zeiten. Die zu Beginn der Inkubation zugesetzte Menge yon Angio- 
tensin-lI-Isomeren ist jeweils gleieh 100% gesetzt; als Mass der 
Empfindlichkeit gegen abbauende Fermente wurde der nach Ende 
der Inkubation gefundene Prozentsatz an pressorischer AktiviUit 
gewfihlt. Jeder Punkt ist ein Mitteiwert aus 2-5 Bestimmungen. Die 
Differenzen zwisehen einzelnen Versuchen zur *Angiotensinase*- 
Empfindlichkeit betrugen nie mehr als 15 %, meist um 5-10 %. 
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Fig. 3. (, Angiotensinase~- Empfindlichkeit in Humantrockenplasma. 
Angaben wie in Figur 2. 

u n d  d e n  AnsAtzen  H ( H y p e r t e n s i n )  ,~CIBA,~ u n d  A, die 
be ide  die gleiche pressor i sche  Ak t iv i tA t  h a b e n ,  in  M e n g e n  
yon  0,4, 0,2 u n d  0,1 ~g /ml  zugese tz t .  V o n  P r ~ p a r a t  B u n d  
C, die d o p p e l t  so w i r k s a m  wie die b e i d e n  e r s t g e n a n n t e n  
S u b s t a n z e n  sind,  w u r d e n  0,2 u n d  0,1 t~g/ml u n d  y o n  D, 
das  n u t  1/10 de r  W i r k s a m k e i t  y o n  H y p e r t e n s i n  aufweis t ,  
4,0 u n d  2,0 [~g/ml zugefi igt .  N a c h  v e r s c h i e d e n e n  Zc i tcn  
w u r d e  d e r  bei  37 ° a b l a u f e n d e  Prozess  d u r c h  A n s ~ u e r n  a u f  
p H  5,6 u n d  5 ra in  K o c h e n  i m  *vVasserbad u n t e r b r o c h e n .  
Die  P r o b e n  w u r d e n  ansch l iessend  in  E i swasse r  abgek t ih l t ,  
z en t r i f ug i e r t  u n d  i m  t 3 b e r s t e h e n d e n  die p ressor i sche  Ak t i -  
v i t ~ t  a m  B l u t d r u c k  de r  n e p h r e k t o m i e r t e n  R a t t e  be-  
s t i m m t .  Als  Verg le ich  d i e n t e n  S t a n d a r d d o s e n  de r  jeweil ig  
u n t e r s u c h t e n  Subs t anz ,  die in  T y r o d e l 6 s u n g  i n k u b i e r t  
u n d  gekoeh t  w o r d e n  waren .  Das  I n j e k t i o n s v o l u m e n  je 
P r o b e  b e t r u g  0,1 rnl. Die S t a n d a r d d o s e n  y o n  H y p e r t e n s i n  
w a r e n  0,01, 0,02 u n d  0,04 ~ g / R a t t e ,  be i  den  a n d e r e n  Pr~t- 
p a r a t e n  je n a c h  W i r k s a m k e i t  m e h r  ode r  weniger .  

Das  A m i d  H y p e r t e n s i n  (H) u n t e r s c h i e d  sich h i n s i c h t l i c h  
I n t e n s i t i i t  d e r  b l u t d r u c k s t e i g e r n d e n  W i r k u n g  yon  de r  en t -  
s p r e c h e n d e n  f re ien  SAute (A) n u t  wenig,  w i r k t e  j e d o c h  
kfirzer.  Die  f l - V e r b i n d u n g e n  (t3 u n d  C) ze ig ten  u n t e r -  
e i n a n d e r  k a u m  Dif ferenzen .  Ve rg l e i ch t  m a n  j e d o c h  die 
w i r k s a m s t e  de r  V e r b i n d u n g e n  (C) m i t  H y p e r t e n s i n  (H), 
so e r g i b t  s ick eine d o p p e l t  so s t a r k e  u n d  m e h r f a c h  l~ngere  
W i r k u n g  y o n  C (siehe F i g u r  1). 
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In allen Versuchen fiber Abbau der Angiotensine 
wurden die Amide (H und D) am raschesten inaktiviert.  
An zweiter Stelle beziiglich Empfindlichkeit  gegen ab- 
bauende Fermente stand a-L-Aspl-Angiotensin II  (A). 
Von Rattenserum wurden die beiden Verbindungen B 
und C langsamer als die a-Verbindungen, untereinander 
jedoch mit  ungef/ihr gleicher Geschwindigkeit zerst6rt. 
In Humanplasma fanden sich die gleichen Differenzen 
zwischen e- und fl-Verbindungen. Im Rattennierenextrakt  
war ein deutlicher Unterschied hinsichtlich Inaktivierung 
nur zwischen Angiotensin-Amid (H) und den freien S~iu- 
ten nachweisbar, nicht hingegen zwischen ~- (A) und 
/~-L-Aspl-Angiotensin II  (B) oder der entsprechenden 
D,L-Verbindung (C) (siehe Figur 2 und 3 sowie Tabelle). 

Eine unterschiedliche Bindung an Eiweiss beim Koagu- 
lieren w~ihrend des Kochens wurde ausgeschlossen. Un- 
mittelbar vor Beendigung der Inkubation entnommene 
Proben wiesen die gleiche pressorische Aktiviti i t  auf wie 
das l)berstehende nach der Ausfiillung. ¥er~inderungen 
der Inkubationstemperatur  bei konstantem pH und kon- 
stanter Bebriitungszeit ergaben im Rattenserum die glei- 
chen Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit zwischen 
den einzelnen Angiotensinen wie bei Variationen der In- 
kubationszeit. Bei VerXnderungen des pH land sich im 
Rattenserum der stiirkste Abbau bei pH 7,4 mit einer 
grossen Differenz zwischen e- und fl-Angiotensinen. Unter  
pH 5 verlief die Zerst6rung viel langsamer und der Unter- 

(~Angiotensinase,~-Empfindlichkeit in Humanfrischplasma (Heparin- 
zusatz). Angaben wie in Figur 2 und 3 

Prtiparat ~2 mill 4 rain 10 mill 30 rain 120 rain 

H 5O% 4t% la% - - 
A . . . . . .  42% 23% U% 
B . . . . . .  63% 5i% as% 
C . . . . . .  81% 78% 57% 

schied zwischen den Substanzen verschwand. Nachweis 
des Abbaus in Rattenserum mittels Chromatographic 6 
ergab fiir alle Angiotensine einen gemeinsamen Abbauweg 
mit Freisetzung yon Aminosiiuren. Bei den beiden e- 
Angiotensinen (A und H) fand sich zus~itzlich eine Zer- 
st6rung des Motektils vom Aminoende her, die bei den 
/~-Verbindungen (B und C) fehlte. N/there Angaben hierzu 
bleiben einer ausfiihrlichen Arbeit vorbehalten. 

Zusammenfassend ergibt sich somit, dass zwischen In- 
tensit~tt und Dauer der pressorischen Wirkung einerseits 
und der Zerstbrung der Angiotensine im Plasma anderer- 
seits ein deutlicher Zusammenhang besteht:  Die fl-Asp i- 
Angiotensine sind am Blutdruck doppelt so wirksam wie 
die a-Aspl-Angiotensin-II-Verbindungen und sind bei In- 
kubation in Rattenserum oder Humanplasma gegen ab- 
bauende Fermente (<~Angiotensinase,~) resistenter. Daraus 
kann gesehlossen werden, dass eine Aminopeptidase 
wesentlich am Abbau von Angiotensin I I  im Plasma be- 
teiligt ist. Bei Inkubation in Rat tennierenextrakt  besteht 
hingegen beziiglich Abbaugeschwindigkeit vorwiegend 
eine Differenz zwischen dem Amid a-Aspl(NHe)-Angio - 
tensin I I  (H) und den untereinander ungefiihr gleichen 
restlichen Substanzen, die langsamer inaktiviert  werden. 

Summary. fl-Asp'-Angiotensin I I had a more pronounced 
action on the blood pressure of nephrectomized rats than 
the corresponding a-compound, fl-Aspl-Angiotensins were 
more slowly destroyed by rat  serum, rat  kidney homo- 
genate, and human plasma than a-compounds, especially 
a-Aspl-Angiotensin II  amide. 

H. BRUNNER und D. REGOLI 

Forschungslaboratorien der C I BA A ktiengesellscha/t, Phar- 
mazeutische Abteilung, Basel (Schweiz), 6. August 1962. 

Herrn Dr. B. RINIKER danken wir fiir die chroinatographischen 
Untersuchungen. 

S t u d i e s  o n  t h e  H i s t o p a t h o l o g i c a l  C h a n g e s  I n d u c e d  
b y  D D T  in  t h e  L i v e r ,  K i d n e y ,  a n d  I n t e s t i n e  o f  

c e r t a i n  F i s h e s  

CAMERON and CHENG I stated tha t  at present nothing 
is known about the action of DDT beyond the fact that  
it interferes in some way with the normal function of the 
nervous system. The study of histopathological changes 
in the tissues of fishes exposed to DDT is of great economic 
importance. Hence the author proposes to study the 
changes caused by DDT in the liver, kidney and intestine 
of fishes. The microscopic changes occur predominately 
in the liver of fishes, and consequently these have been 
described in greater detail. 

Technique. The tissues were fixed in 10% formaline, 
Zenker-Helly, Bouin's fluid and Carnoy fixatives. The 
sections were cut at 6-8 /, and stained with Mallory 
triple, haematoxylin and eosin stains. No histopatho- 
logical changes in the tissues similar to those of experi- 
mental fishes were noted in the fishes of the controUed 
experiments. 

Observations. The pathological changes caused by DDT 
on different fishes and tissues are described below. 

1. The liver. The histopathological changes in the liver 
include damage of liver cells, vacuolar degeneration of the 
cytoplasm of the cells, loealised necrosis'and parenchyma- 
tous degeneration of cells and hypertrophy of hepatic 
cells. 
(a) Ophiocephalus punctatus. The hypertrophy of hepatic 
cells, necrosis and margination of cells were observed 
from DDT infected liver {Figure 2). The liver damage was 
indicated by a scattered distribution of parenchymatous 
cells. The principal lesion was the vacuolar degeneration 
of the cytoplasm of the cells. The hepatic cells were 
moderately vacuolated, the vacuoles being either small 
or large, and in certain ceils these may be single or 
multiples. The central hepatic cells stained less deeply 
than the peripheral ones. The centralobular hypertrophy 
was well marked. In severely affected liver, the centre of 
the cells appeared empty. The cells of the periphery were 
more dense. There was slight displacement of the nucleus 
from its original central position. The lesion occurred 
more often in the central area than the peripheral area. 

1 G. R. CAMERON and K. K. CHENG, Brit. reed. J. 2, 819 (1951). 


