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We would like to thank Mrs. H. Feller for her excellent 
technical assistanct'. 

Hcccivcd June 30, 1971. Not pUblished earlier at the authors' 
request. 
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Bceinflussung der DNS-Redupllkation 
kultlviertcr embryonaler Skelettmuskelzellen 
durch das Herblcid 2,4-Dichlorphenoxyesslg­
sliure 
D. Preiss, D. Haag uod Kl. Gocrttlcr 

Pathologischcs Institut (lnstitutc ftlr Allgemeine Pathologic 
und Pathologischc Anatomic und Institut fUr Vergieichendc 
und ExpcrimcntcIlc P~thologie) def Universitat Heidelberg 

Das synthetische Auxin 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) 
wirkt durch Steig-crung der Athylenproduktion selektiv her­
bicid auf breitblattrige Pflanzen [1]. Intoxikationen durch 
2.4-D crzcugcn bei Saugctiercn Myotonie-ahnliche Erschei­
nungen [2) und crwcitern das. transversale tubuHire System 
im Myokard [3]. Zur I{Hirung ciner bisher nur vermuteten 

. Wirkung auf die Nuklcinsaure-Sythese wurden 2,5 roMol Na­
Salz von 2,4-D pro Liter Nahrmedium 11 1'age alten Ku~turen 
von embryonalen HUhnchen-Skclettmuskelzellen zugesctzt. 
Die 22 bzw. 44 h spater in 96 proz. Alkohol fixierten Zellen 
wurden zur Darstcllung der Zcllkern-DNS nach einer modi­
fiziertcn Fculgen-Mcthodc [4} fluorochromiert. Ais KontroIlen 
dicnten Parallelkulturen von Zellen in 2.4-D-freiero Medium. 
Die dem DNS-Gehalt dirckt proportionalen Fluoreszenz­
IntensiHHen des Zcllkcrnes wurden durch Auflicht-Anregung 
mittels Mikroskop-Photometer (Zeiss) gemessen. 
Die Ergeb,dsse der Iluorometrischen DNS-Bestimmungen sind 
in Fig. 1 zusammengefaf3t und die relativen Hauiigkeiten der 
MeOwerte als Histogramme. d. h. als Funktionen des DNS­
Gchaltes dargestcllt. jcdcr Kurve liegen 300 Einzelmessungen 
innerhalb cines Zcllkollektivs zugrunde. In den mit 2,4-D 
behandelten Kulturen ist nach 22 h und nach 44 h (Fip.;. 1 a 
und b) der Anteil von ,Zellen in der S-Phase gegenUber den 
Kontrollcn deutlich vermehrt. Dies kann durch VerUi.ngerung 

, der relativen S-Phasendauer innerhalb des Zellzyklus bzw. 
durch Verminderung der DNS-Syntheseleistung und/oder 
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Fig. 1. Relative Haufigkeiten fiuoromctrisch ermittelter DNS­
Gehaltc in l<crnen.cmbryonalcr Skclettmuskclzellen. a.) 22 h, 
b) 44 h nach Zugabe von 2.4-D zum Kulturmcdium. Abs~issen­
tcilung in DNS~Aquivalcnten des haploiden Chromosomcn~ 

/ satzeS. __ 2,4-D, ~--- Kontrollc. 

-·---·-·-----·--r 

1'ah-:llc 1 .. Zustandsphasen der Zcllkcmc kultivicrtcr embryo·. 
naler Skcicttmllskl'17.dkn 22 uzw. 44 h nach Zugabe von 
2,5 mMol des Na~Salzl"s von 2,4-IJ/I Nahrmedium aufgrund 
cytophotometrischcr Daten 

Phasenanteil [%] 

G. S (G,+ M) 

I{ontrolle (22 h) 66 16 18 
2,4-D (22 h) 47 28 25 
Kontrolle (44 h) 45 16 39 
2.4-D (44 h) 67 ·22 It 

durch Stimulierung von Zellen in der G1-Phasc zur DNS-­
Synthese infolge der Einwirkung des 2.4-D bedingt sein. 
Eine Stimulierung dec DNS-Synthesc durch 2.4-D muBte auch 
zur Vcrmehrung des Ant~Hes ~on Zellen in der G2-Phase und 
M-Phase fuhren. Hieriiir bestehen nach 22 h bestenfalls ge­
ringe, nach 44 h aber gegenteiligc Anzeichen (Tabelle 1): 
Wahrend sich in den Kontrollpraparaten von 22 bis 44 h nach 
Versuchsbeginn. bei konstant blcibendcm Anteil von S-Phascn 
eine Abnahmc der- diplQi.den _Werte, zugunsten haherer DNS .. 
Werte ergibt (Ploidisierung mit zunehmender Kulturdaucr). 
sinkt nach 44 h 2,4-D-Behandlung der entsprechende ZeU­
anteil in der tetraploidcn bzw. (G3 + :'II)-Phase abo Morpho­
logisch fandcn wir zu diesem Zcitpunkt Zelluntergarige mit 
Chromatin-Einschmelzung, Kernfragmente und eine erheblichc 
Vermindcrung der cvtoplasmatischen Anteile. Daraus dan 
abgelcitet werdcn, daD 2.4-D in m:\-Iol-Konzedtration auch in 
den DNS-Reduplikationsmechanismus von \\'armbloterzellen 
"eingreift. wobei zusammen mit piner reduzie:ten DNS-Syn· 
thcseleistung cytotoxischc Effekh: sichtbar werden. 
Folgerung: Bei der verbreiteten landwirtschaftlichen Anwen­
dung von 2,4-D und chemisch vern'andten Herbiciden sind 
RUckstande auch in pflanzlichen N ahrungsmitteln zu erwarten, 
mit einer den Insekticiden entsprechenden Gefahrdung. Be­
kannt sind bereits mitochondrialc Veranderungen 2,4-D­
behandelttlr Pflanzcnzellen [5.6]; iiher ein vermehrtes Auf­
tretcn kongcnitalcr Schaden in Gebieten mit exzessiver 
Herbicid-Anwendung wurdc diskutiert (7]. Der anscheinend 
wahrend dcr DNS-Reduplikationsphase wirksam werdende 
cytotoxische 2,4-D-EUekt kannte fur ~ie Entwicklung n:uer 
Cytostatica verwertet werdcn. zU?lal elUe tp"0Ge G~upp~ ahn­
lich wirkender synthetiseher AuxlOC Gememsamkelten m der 
chemischt::n Konstitution aufweist [8, 9]. 

Eingegangen am 5. Januar 1972 
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- Enzymatic Functions as Targets of the Toxicity 
of "Dioxin" (2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-
p-dioxln) . 
N. P. Buu-Hoit. Pham-Huu Chanh, (~1iss) G. Sesquc, 
(Mrs.) M. C. Azum-Gelade, and G. Saint-Ruf 

Centre National de la Recherche Scientifique, Paris, France 

.. Dioxin" (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dloxin) (I), a contan:'~ 
inant of herbicides derived from 2.4.5-trichlorophcnoxyacehe 
acid, and which can also be formed directly from thi~ last 
acid [i), is one of the most potent toxic (21 and teratogeruc (3] 
compounds known. Its mode of action is unk~own. a~t~ough 
its biological characteristics such as delayed achon (a mllll~num 
latency period is necessary before the death of the ammals 

t Deceased January 28, 1972. 
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occur:;, ('\,I'n wll('n d()sc~ far .!Ill perinr to the J I j f' 

lIIi.ni~!I'n·d). and hi,L:h potency as an enzyme 
KIIJ.:W·~t that this could he of a cascadl'-typc invol 

~\lI~ ad-
[4J. 

"cries 
:d the 

ilh (I). 

lIe bindH'lI1ical lesions. \Vc ha~c tiwrc(orc iDYl' 
dfect on the enzyme equipment of rats intoxic," 
so as tn define the targets of this biological dn' 
Adult Wistar r'lts (Wd and IO~) weighing 21 g were ginn a single dose of 10 mg of (I)/kg in oliv( r intra~ 
peritoneal injection; the controls (1Od' and 10 c, . oed the 
solvent alone. Both treated rats and controls reI T\ormal 
diet and water ad libitum. After 10 days, blood ~s were 
taken by cardiac puncture and the levels of I!owing serum enzymes wcr!! measured: glutamic oxal tra.ns-
aminase (G.O.T.) [5], glutamic pyruvic transam' . (G.,P.T.) 
[5). aldolase· (Ald.) [6], lactic dehydrogenase (L. DH.) [7J. hydroxybutyric dehydrogenase (Hb.DH.) [8}. alkaline phos­
phatase (A.P,) [9], arylcsterase (A.E.) [10). and cholinesterase 
(Ch.E.) [10]. The results, analyzed statistically by Student's 
t-tcst, are given in Table 1. 

Table t. Effect of (I) on serum enzyme levels 

Enzyme Sex l Controls Treated 

S.G.O.T." 0:1+~ 65·21 ± 4.19 344.38 ± 40.08d 
S.G.P.T." 0:1+ ~ 32.88 ± 1.55 4J.64± 3·87 d 
Ald." 0:1+~ 27-48± 1.74 29.30± 2.85' L.DH." 0:1+~ 473·60±31.73 716.83 ± 76.84 d 
lIb.DH." 0:1+ ~ 250.44 ± 28.01 389.92 ± 41.02 r A.P.b 0:1+ ~ 17·86 ± 1.22 17.14± 1.26 e 

A.E.c {~ 333·20 ± 19.05 165.60±28.81 d 
316.80 ± 14.50 2f3.60± 6.73 d 

Ch.E.' a 16.88± 2.13 4.40± O.64 d 
18.48 ± 1.61 3.22± 0.85 d 

a Expressed in mIU!I?l. b Expressed in Bodansky units. C For A.E., results expressed in mg of phenyl acetate hydrolyzed in 1 h by 1 ml of serum; for Ch.E., results expressed in mg of 
acetylcholine hydrolyzed in 1 h by 1 ml of serum. d Statis­tically highly significant. e Non-significant. I P < 0.02. 
I Separate figures for is and '? given only when there are 
statistically significant differences. 

Table 2. Effects of (1) on blood serum componellts in rats (0:1 and ~) 

Componen~ Unit Controls Treated 

Glucose g/I 1-17±0.04 0.68±0.03" 
Cholesterol g/I 2.37 ± 0.1 2.65±0.15 b 
Urea g/I 0.34± 0.02 0.43 ± 0.03 c 
Total lipids gil 3·79±0.15 6.25 ± 0.43d 
Protein g/I 69·79± 1·58 57·1 ± 1.95" 
Bilirubin mg/IOoml 3·16±0.3 23.57 ± 4.89d 
Sodium mEq/1 146.0 ±2.41 139.25 ± 3.31' 
Potassium mEq/l 4.87±0.30 5.42 ± 0.41 b 
Chloride mEq/1 102.4 ±0.71 99·6 ± 1.5 b 

a p < 0.001. b Non-signific~nt. c P < 0.02. d Highly signif­
icant. 

I 

It is evident from Table 1 that "dioxin" produces deep 
perturbations in several enzymatic systems in rats; the dis­
turbance may be a decrease (particularly remarkable in the 
case of cholinesterase) or an increase (particularly considerable 
in the case of S.G.O.T.). 
Table 2. which records the effect of (I) on the main components 
of hlood serum, also shows a profound disturbance in the 
homeostasis indicating, inter alia, that the liver is one of 
the main targets of "dioxin" intoxication. Histopathologic 
evidence of this damage to the liver and to other target Qrgans 
(not:lhly the thymus and heart) will be presented in a separate 
paper. 

Ucccived January ti, 1972 
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1970. U.S. Govt. Printing Office. Washington. D.C., 11)70. 
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(196R). - [4] Buu-fIol, N. P., el al.: C.H. Acad. Sci .. (Paris). 
Ser. D 272,1447 (1971). - [5] Reitman, S., Frankel, S.: Amer. 
J. Clin. Path. 28, 56 (1957). - [6] Sh;lpira, G., el at.: Scm. 
H6p. Paris 29,1917 (1953). - (7] Wroblewski, F., et at.: Proc. 
Soc, Exper. BioI. Med. 90, 210 (1953). - [8J Rosalski, S. B., 
Wolkinson, J. H.: Nature 188, 1110 (1960). - (9J Bodansky, 0.: J. BioI. Chern. 99. 197 (1932). - [10J Vincent. D .• elal.: 
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Organs as Targets of "Dioxin" (2,3,7,S-Tetra­
chlorodibenzo-p-dioxin) Intoxication 
N. !'. Buu4 Holt, Pham-Huu Chanh, (Miss) G. Sesque, 
(Mrs.) M. C, Azum-Gelade, and G. Saint-Huf 
Centre National de In Recherche Scientifique, Paris, France 
In previous papers [1, 2], we showed by means of enzyme 
studies that the liver is a main target of intoxication by the extraordinarily potent toxic and teratogenic agent tt dioxin " 
(2.3,7,8-tetrach!orodibcnzo-p·dioxin) (I). The present paper supplies anatoUld~ and histopathologic evidence of damage to 
this organ, and to other organs which we have also found to be profoundly affected within the short duration '(10 days) 
of our experiment. . 
Wistar rats (lOiS and 10,?) weighing 210'±20g were given 
a single dose (10 mg/kg) 'of (I) by intraperitoneal injection in 
olive oil; the controls (10e! and 10 'f?) received the solvent only. 
All the animals received a normal diet and water ad libitum. 
The treated animals lost considerable weigbt as from the 
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2nd clay of the c::pcrimcnt. and hy the I (Jth day they weighed 
GO-SO J:"lc!is lhan at the start, wlwn'a5 the controls had gaitll'd 
60-70 g. 1I'lclllatologic cX<lll1inatioll showed it highly signif­
icant incrcu!;c (Student's I-test) in the haclllatocrit (controls: 
39.56 ± 0.9: treated: 49.25:1.: 2 .. 37). significant increase in the 
leukocyte cnunt (controls: 5912±30S; treated: 7315±451) 
with a decrease of lymphocytes (controls: 79% ± 1.64; 
treated: 61 % ± 11) and augmentation of polynuclear Ilcutro­
phils (controls: 17·9%± 1.8; treated: 37.3± 11),. However, 

.nc> significant eHect was made on the bone marrow within this brief period. . 
All the treated animalS had -hepatic lesions, the females being morc severely affected. The lobules were reshaped by im­
portant ccntrilob\llar stasis dissociating the l{emocke trabe­
culae (pronounced anisokaryosis, frequent binucleation, cyto­
plasm loaded with chromophobe vacuoles aod hyaline inclu­
sions), and hy a focal hypcrplasia of the J{upffcr cells; along­
side the binucleated hepatocytcs, voluminous plasmodcs were 
oCten present. These findings wcre already prominent by the 
6th day (Fig. 1 a). 
Apart from these hepatic lesions, which confirm the biochem­
ical findings reported (1, 2J, two other organs manifested con­siderable involvement. The modifications slistained by the thymus rang('d from diffused pyknosis of the thymoeytes to 
an inverted picture of the structure (migration of thymocytes 
towards the medulla) or total involution; these lesions were 
manifest as early as the 5th day (Fig. 1 b). This thymus involve­
ment explains the particularly pronounced toxicity of (I) in 
young animals. The third organ to undergo considerable change 
w~ the heay" the animals presenting a valvulitis with erosion 

··i 

of the endocardium on the ventricular face 0(. the valves, fihrinoid thrombi, amI oedema of the valves which were 
thickened hy fibroblastic proliferation. Focal lesions located 
dcep in the myocardium were also observed, \vith a dis­
appearance of lllyofihriliae and interstitial polynuclear in­filtration. At the same time, intra-arterial fibrino-leukocyti­
thrombi, pcriarteriolar fibroblastic reactions, and foci of' 
alveoli tis were seen in the lungs. . 
These target organs suffered qualitatively the same damage 
when a considerably smaller ,dose, i.e" 1 mg/kg, of (1) was administered. 
The pathological deterioration observed in ~hc liver and heart, 
and. to a lesser degree, the lungs, of rats, is similar to that 
reported by Allen and Carstens [3] in an experiment with 
monkeys on a long-t.erm diet'which included a toxic fat con­
taminated with a " chick edema factor" which was later found 
to contain chl9rO derivatives of dibenzo-p-dioxin including (I) 
itself [4]: the thymus was not included in their study. 
We thank Dr. S. S. Epstein, Cleveland, Ohio, for helpful dis­
cussions and advice. 
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Buchbesprechungen 

Otto Hahn - Eine Bilddokumentation. Von Ernst Berninger. 
MUnchen: Heinz Moos 1969. 106 S., 137 Abb., DM 18,-. 
Das Buch ist ein dokumentarischer Bericht tiber einen auOerge­
wohnlichen !\'lenschen und sehr erfolgreichen Forscher. Die 
bebilderte Biographie ist in sich vollstandig und umfassend, 
wenn es auch zu beklagen ist, daO historische, wissenschaitlich 
interessante Dokumente uod ein TeB des Schriftwcchsels- im 
Arbcitszimmer Otto Habns durch Kricgseinwirkung vcr­
.nichtet worden sind. Hahns Charakter, scin Charme, seine 
Klugkeit - Weisheit - sprcchen aus dem Buch, wie wir, seine Schliler, ihn kannten. Ein \Vissenschaftler hohen Ranges. 
sieher im Leben und seiner Umwelt stehend, kontaktfreudig 
uDd heiter erscheint cr uns als cine Personlichkeit, die in 
ihrer Art cinzigartig war und bleiben wird. Ein interessantes 
Buch lIber einen Deutsehen, aber zugleich auch fiber cine 

\vcrgangcne unci viciseitige Epoche der hohen Zeit der Wissen-
\haft in Deutschland. W. Seelmann-Eggebert (Karlsruhe) 

" El~"Stische. piezoelektrische, piezooptische, elektro-
optis~he Konstanten und nichtlineare dielektrische 
Suszeptibilitaten von Kristalleh. Von R. Bechmann, R. F. S:· Hearmon und S. K. Kurtz (Landolt-Bornstein, Neue 
Serie, Gruppc III, Bd.2. Hrsg. K.-H. Hellwegc und A. M. 
Hellwege). Berlin-Heidelberg·New York: Springer 1969. 
232 S .. 196 Abb .. DM 136,-, S 37.40. 
Nur 31 ahrc nach dem Erscheinen des 1. Bandes der Gruppe III 
.,Kristall. und Fe!itkorpcrphysik" (Neue Serie) hat slch oin Erganzungsband als notwendig erwiesen. Er bringt Neube­
ktimmungen und Erganzungen zu den elastischcn, piezo­
c)ektrischcn. piczooptischcn und elektrooptischen l{onstanten, 
KOwie zu deren Tempcmtur- unci Druckkocffizienten. Die 
Litcratnr ist his etwa Mittc 1(}68 erfaOt. Der vorlicgendc 
;t. Hand ist <luUcrdem stofflich erwcitcrt urn Angauen ober die' 
HlastiziUi.tskonstanten dritter Ordnung. liber die Erzeugung 
ol'tischcr Obcrwellcn von Licht in Kristallen (unter EinschluO 
einldner sehr gcnauer Mcssungcn von J3rcchungsindizes) un.d 
I\bcr clcktrooptisehe Konstanten zweiter Ordnung. DIe J{.a.pitcl werden zuganglich gemacht durch klar augefaOte 
AuafUhrJichc Einffihrungen, die aus. der ersten Ausga.be 

(gestrafft) tibernommen sind. Der Zusammenhang zwischen 
den kristallographischen Eigenschaften winl durch vielfache 
Querverweise hergestellt. Ein gemeinsames, nach Bruttoformeln 
alphabetisch geordnetes Substanzvcrzeichniserschliefit und ver­
bindct den Inhalt behlcr Bande. Leider sind hierin keine Hin­
weise auf die Art der nachgewiesenen Daten enthalten. - Beide 
Bande gehorcn zusammen und son ten in keinem Institut fehlen, 
das sich mit Festkorperphysik oder Kristallographic beschaftigt; 
sei es grundlagemaOig. sei es hinsichtlich der Entwicklung neuer 
phystknlischer Bauaggregate. Gerade die neu zugefUgten I(apitel 
sind in diesem Arbeitsbereich von besonderer Aktualita.t. 

A. Neuhaus (Bonn) 

Theorie und praktische Anwendung von Komplexbild~ 
nern. (Methoden der Analyse in der Chemic, Bd, 9). Von 
F. Umland, A. Janssen, D. Thierig und G. \VUnsch. Frankfurtl 
Main: Akademische Veriagsgesellschaft 1971. 760 S .• D:\I 150. 
This treatise has 2497 references and offers an extensive 
discussion of complexes, mainly with multidcntate organic 
ligands, in gravimetric, volumetric, photometric and fluoro­
metric qllantitative analysis of virtually all elements. The theoretical introduction is rather weak and relies on the ar­
chaic hybridization theory; thus. on page 13, the possibility 
is left open that square-planar (this redundant word ought to 
be "quadratic ") copper tIl) complexes contain one 4 p elec­
tron. On the other hand, the general. description of what 
ligating atoms are preferentially bound to a given central 
atom is quite instructive. The text contains detailed prescrip­tions for a large number of specific methods, and highly useful 
tables. The sources of errors and interference are carefully discussed. This book, representing a tremendous amount 
of critical ~tudy of the literaturc, can be r.commclldcd to 
everybody interested in inorganic analytical chemistry. A 
specific aspect is the discussion of diphenylborate derivatives. 

C.l{. Jorgensen (Genf) 

Colour Chemjstry~ By R. L. 'M. Allen. London: Nelson 1971. 
336 S .. £ 5. 
Ungeachtet der lawinenartig zunehmenden Bedeutung der Kunststoffe bleiben die teehnischen FarbstoHe ein wichtig:es, 
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