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76. Uber die Spezifitat des Inhibitors bei der Esterase-Hemmung 
dureh Tri-o-kresyl-phosphat 

von Hubert Bloeh. 
(1. 111. 43.) 

In vorangegangenen Untersuchungen uber die Wirkungsweise 
des Tri-o-kresyl-phosphats (0-Tr) konnte als charakteristisches Merk- 
rnal die Fahigkeit diesrr Substanz festgestellt mrden,  sowohl im 
tierisehen Organismus als in vitro die Aktivitat der Cholin-csterase 
(ChE) sowie der Serum-lipase (niedere Fettsaure-ester spaltende 
Esterase) noch in geringen Konzentrationen stark xu hemmen. Perner 
konnte gezeigt werden, dam BUS einer grosseren Reihe von Permenten 
nur diese beiden Esterasen einer solchen Hemmung durch o-Tr ixnter- 
worfen sind, wiihrend die iibrigen untersuchten Fermontsysteme, 
worunter auch zwei weitere Esterasen, vollstandig unbeeinflusst 
bliebenl) 2, 3) .  

Nachdem so festgestellt werden konnte, dass o-Tr gegenuber 
diesen verschiedenen Frrmenten eine grosse Spezifitat besitzt, wird 
in der vorliegenden Mitteilung uber Versuche herichtet, in denen die 
Abhangigkeit des Fermenthemmungswrmogens des Inhibitors von 
seiner chemisehen Konstitution untersucht wurde. Nach der Spezifitat 
a,uf das Objekt seiner Wirksamkeit wird hier versucht, die Spezifitat 
des Inhibitors in bezug auf seine Konstitution naher zu umschreiben. 

Das technische Tri-kresgl-phosphat, das infolge von Verwechs- 
lungen immer wieder zu den brkannten Vergiftungsfallen Anlass gibt 
und deshalb auch erhohtes toxikologisches Interesse beansprucht, 
stellt ein Gemisch dar, das ausser den reinen drei isomeren Estern 
noch reichlich Mischester der drei Kresylradikale mit Phosphorsaure 
enthalt. Aus den eingehenden Untersuchungen von Gross und Grosse4) 

l) H .  Bloch, Helv. Med. S c t a  8, Suppl. VII, 15 (1941). 
z, H .  Bloch und A. Hottznger, Z. Vitaminforsch. 13, 9 (1943). 
9 A. Hottznger und H .  Bloch, Helv. 26, 142 (1943). 
4 ,  E. Gross und A. Grosse, ivaunyn-Schmzsdeberg’s A. 168, 473 (1932). 
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ist aber bekannt, class einzig dem o-Tr toxische Eigenschaften zu- 
kommen, a-ahrend sich Tri-m-kresyl-phosphat (m-Tr) und Tri-p- 
kresyl-phosphat (p-Tr) in Versuchen am Hund und am Kaninchen 
als vollig ungiftig erwiesen. 

Auf Grund unserer fruheren Cntersuchungen waren wir nun zur 
Anaicht gelangt, dass die Fermenthernmung durch o-Tr mit dessen 
ubrigen pharmakologischen Eigenschaften genau parallel geht, wenn 
wir auch die Frage zunachst nicht zu entscheiden zu vermogen, ob diese 
Fermentwirkung lediglich eine Folge der Vergiftung darstellt oder 
selbst als ursachlicher Faktor beim Zustandekommen des Vergiftungs- 
bildes anzusehen ist. I n  jedern Fall miissen wir aber fordern, dass, 
entsprechend ihrer alleinigen Giftigkeit, ausschliesslich der ortho- 
Verbindung eine Ferment-hemmende Wirkung zukommt, wenn diese 
Fermentwirkung nicht bloss eine zufallige und daher fur den Necha- 
nismus der Vergiftung bedeutungslose Koinzidenz darstellt. 

Nun haben wir bereits in unseren ersten orientierenden Ver- 
suchenl) die drei Isomeren in reiner Form getrennt untersucht und 
dabei festgestellt, dass in vitro ausser dem o-Tr auch m-Tr die ChE 
aus Pferdeserum zu hemmen vermochte, wahrend bei p-Tr eine 
solche Wirkung nicht festgestellt werden konnte. Diese Versuche 
mussten nun in verschiedenen Richtungen eru-eitcrt Nerden. Zu- 
nachst war es notig, in vitro abgestufte, aquimolare Mengen der ver- 
schiedenen Substanzen zu prufen, um die minimalen Wirkungsdosen 
zu ermitteln. Ferner mussten gleiche Fermente verschiedener Her- 
kunft gepruft werden, da schon mehrfach gezeigt werden konnte, 
dass ein und derselbe Inhibitor das gleiche Ferment je nach dessen 
Herkunft ganz unterschiedlich stark zu hemmen  errn nag^)^). Und 
schliesslieh musste die Prufung auf die Wirksamkeit der Substanzen 
im Tierversuch ausgedehnt werden, da eine Wirkung in vitro nicht 
niit einer solchen am lebenden Tier ubereinzustimmen braucht. 
Diese letzte Gruppe von Versuchen war ganz besonders angezeigt im 
Hinblick auf den Cmstand, dass m-Tr, im Gegensatz xu seiner Un- 
giftigkeit, in vitro trotzdern eine Fermenthemmung auszuuben ver- 
mo c h t e . 

Ausser den drri isomeren Tri-kresyl-phosphaten zogen wir noch 
zwei weitere verwandte Substanzen mit in die Untersuchungen ein : 
o-Kresol (0-Kr) und Tri-o-chlor-phenyl-phosphat (0-CI). o-Tr konnte 
im Organismus durch Phosphatasen gespalten werden, wodurch 
o-Kresol frei und fur die Wirkung verantwortlich gemacht werden 
konnte (vgl. hierzu die Untersuchungen von P. ‘u. Briic7ce4) an Di- 
kresyl-phosphat). Diese MOglichkeit musste ausgeschlossen werden 

1)  H. Bloch, Helv. Med. Bcta 8, Suppl. VII, 35 (1943 ). 
2 )  E. A. Zeller, Helv. 25, 1099 (1942). 
3) 8. Hottvzger und H. Bloch, Helv. 26, 142 (1943). 
4) 3’. o. Hrucke, Bioch. Z .  253, 470 (1933). 
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konnen. Das Tri-o-chlor-phenyl-phosphat I) ist eine dem o-Tr isostere 
Verbindung. Im Anschluss an fruhere Arbeiten, in denen wir die 
physiologische Wirkung isosterer Verbindungen an verschiedenen 
Objekten vergleichend ~ n t e r s u c h t e n ~ ) ~ ) ~ )  5 ) ,  war die Prufung von 
0-C1 deshalb besonders interessant, weil die Spezifitat der Ferment- 
inhibitoren im allgemeinen gross ist und sieh somit Gelegenheit bot, 
an einem empfindlichen Testobjekt genaue quantitative Daten 
zu ermitteln. 

M e t h o d i k. 
Die Blethodik der ChE- und Lipasebestimmung ist dieselbe wie 

in den fruheren Versuchen (Manometrische Bestimmung im Warburg- 
ripparat). TJm Wiederholungen zu vermeiden, sei deshalb fur Einzel- 
heiten auf die vorangegangenen Mitteilungen verwiesen. Als Ver- 
suchstiere dienten wiederum Kaninchen. Den unter sich anna8hernd 
gleich schweren Tieren wurden die zu prufenden Substanzen in 5 em3 
Olivenol gelost mit der Schlundsonde verfiittert, nachdem zuvor an 
mindestens vier verschiedenen, uber eine Woche verteilten Tagen 
die normalen Fermentwerte im Serum der betreffenden Tiere ermittelt 
worden waren. Auch in diesen Versuchsreihen bestatigte sich die 
Tatsache wieder, dass die ChE-Werte des Serums von einem Tier 
zum andern geringgradig variieren, dass sie aber bei ein und dem- 
splben Tier iiber Iangere Zeitspannen bemerkenswert konstant bleiben. 
Snders verhalt sieh die Serum-lipase. Hier konnen die Unterschiede 
von einem Tier zum andern ganz betrachtlich sein (bis zu zehnfach 
hoheren Werten), und auch beim gloichen Tier ist die Konstanz uber 
langere Zeit keine absolute, sondern die Werte sind Schwankungen 
unterworfen, die ohne erkenntliche Siussere Ursachen auftreten. 
Solche spontanen Schwankungen wirken naturgemiiss sehr storend 
bei tiiglich vorgenommenen fortlaufenden Restimmungen uber den 
Einfluss einer dem Tier verabreichten Substanz, sodass sich im 
vorliegenden Fall die Lipase-Bestimmungen weniger eigneten und 
ihnen nurmehr ein bedingter Wert zukommt. 

Ergebnisse .  
1. I n  v i t ro-Versuche:  Die fiinf gepruften SubstanZen wurden 

auf ihre hemmende Wirkung gegenuber der ChE und der Lipase aus 
Xenschen- und Kaninchenserum vergleichend untersucht. Die Resul- 
tate sind in Tabelle 1 zusammengestellt. I n  dieser Tabelle ist das 

l) Tri-o-chlor-phenyl-phosphat wurde mir in freundlicher Weise von Herrn Prof. 
Dr. H. Erlenmeyer zur Verfugung gestellt, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle bestens 
danke. 

2 j  H. Bloch, Snzl,zyn-Schmiedeberg’s A. 193, 292 (1939). 
3j H .  Bloch und H .  Erlenmeyer, Helv. 25, 694 (1942). 
4j H .  Blorh und H .  Erlenmeyer, Helv. 25, 1063 (1942). 
5 ,  H .  Erlenmeyer, H .  BToch und H .  Kiejer, Helv. 25, 1066 (1942). 
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Hemmvermogen der versehiedenen Substanzen in Prozenten $116- 

gedruckt (Totale Hemmung’ = 100 %), wobei diese Prozentwerte die 
llittelwerte aus je funf Bestimmungen darstellen. Sie stutzen sich 
auf die nach 60 Ninuten abgelesenen Endwerte (Leerwertc und 
Eigenhydrolyse subtrahiert). Dabei ist zu bemerken, dass der Spal- 
tungsverlauf der einzelnen Bestimmung mit geringfugigen S b ~ v e i -  
ehungen linear war. 

Tabelle 1. 

o-Tr 0,00027-m. 
In-Tr 0,00027-m. 
o-c1 0,00027-ni. 

o-Tr 0.00135-m. 1 ChE ausKS 1 
in-Tr 0,00135-m. 

29 

o-Tr 0,00027-ni. 
m-Tr 0,00027-m. 
0 4 1  0,00027-m. 
o-Tr 0,000054-m. 

Das Hrmmvermogen von Tri-o-, Tri-m-, Tri-p-kresyl-phosphat, 0-Kresol und Tri-o- 
chlor-phenyl-phosphat auf die ChE und Iipase aus Menschen- und Kaninchenserum. 

Es ergibt sich aus diesrr Tabelle, dass in vitro die ChE aus 
Bfenschenserum ausser durch o-Tr aueh noch - allerdings in vie1 
schwacherem Xasse - durch rn-Tr gehemmt wird, wahrend p-Tr in 
gleicher Konzentration den fermentativen Abbau des Reetyl-cholins 
vollig unbeeinflusst lasst. Ebenso wenig vermag o-Kr eine hem- 
mende Wirkung auszuben, n-oraus geschlossen werden darf, dass die 
Wirksamkeit von o-Tr nicht auf abgespaltenes o-Kr zuruckgefuhrt 
werden kann. Hingcgcn zeigte es sich, dass das dem o-Tr isostere 
0-C1 jenes in bezug auf wine Wirksamkeit in vitro noch ubertrifft. 

Besonders deutlich merden die quantitativen Verhaltnisse d a m ,  
wenn man die Hemmungswerte abgestufter Dosen der drei ver- 

1) Mittelwerte aus je 5 Bestimmungen. 
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schiedenen Substanzen in ein Koordinatensystem eintrggt (Fig. 1). AUS 
dieser Figur geht hervor, dass sich die Abnahme des Hemmvermogens’ 

Fig. 1. 
Abnahme des Hemmverniogens von Tri-o-kresyl-phosphat (strichpunktierte Kurve), von 
Tri-m-kresyl-phosphat lpunktierte Kurve) und von Tri-o-chlor-phenyl-phosphat (aus- 

gezogene Kurve) bei fortschreitender Konzentrationsabnahme des Inhibitors. 

der einzelnen Substanzen mit fortschreitender Verdunnung durch die 
allgemeine Formel 

logy = -ax + b 
ausdrucken lasst, wobei a und b charakteristische, fur jede Substanz 
verschiedene Konstanten darstellen. Diese gleiche Gesetzmassigkeit 
gilt auch fur das Hemmvermogen abgestufter Dosen der unter- 
suchten Substanzen gegenuber der Serum-lipase, sowie gegen ChE 
und Lipase aus Kaninchenserum. Jedoch waren auch hier wieder, 
wie schon fruher, quantitative Unterschiede im Hemmvermogen je 
nach der Provenienz des Ferments zu beobachten. 

2. T ierversuche:  Die Substanzen wurden in einer einmaligen 
Dosis von 0,15 g/kg an Kaninchen verfuttert und in fortlaufend ent- 
nommenen Serumproben die Rktivitat von ChE und Lipase be- 
stimmt. Ein typischer Versuch dieser Art ist in Fig. 2 dargestellt. 
Es zeigte sich, dass ausser dem o-Tr, dessen blockierende Wirkung 
auf die ChE sich neuerdings bestatigen liess, weder m-Tr noch p-Tr 
dieses Fermentsystem am lebenden Tier irgendwie zu beeinflussen 
vermogen, was im ubrigen der Ungiftigkeit dieser Substanzen ent- 
spricht. Die leicht hemmende Wirkung, welche m-Tr in vitro besitzt, 
ist am Tier nicht nachzuweisen. Ebensowenig wie in vitro vermag 
im Tierversuch o-Kr einen Einfluss auf die ChE auszuuben. Hin- 
gegen geht aus Fig. 2 sehr deutlich hervor, dass das dem o-Tr isostere 
0-C1 auch im lebenden Organismus eine dem o-Tr ahnliche, wenn 
auch schwachere Wirksamkeit besitzt. Es ist bemerkenswert, dass 
0-C1, welches in vitro das o-Tr an Aktivitat ubertrifft, in vivo dieser 

41 
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Das Verhalten der Serum-Cholin-esterase bei den Iianinchen 32-36. Beim Pfeil wurden 
den Tieren je 0,15 gikg der verschiedrnen gepruften Substanzen verfiittert. 

Obere ausgezogene Kurve = o-Kresol; 
Untere ausgezogene Kurve = Tri-o-kresyl-phosphat ; 
Punktierte Iiurve = Tri-m-kresyl-phosphat ; 
Strichpunktirrte Kurve = Tri-p-kresyl-phosphat ; 
Gestrichelte Kurve = Tri-o-chlor-phenyl-phosphat. 

Qualitativ genau gleich wie die ChE verhalt sich die Serum- 
lipase. Auch hier bleiben die Fermentwerte der mit m-Tr, p-Tr und 
o-Kr behandslten Tiere uber die ganze Beobachtungszeit konstant, 
wiihrend o-Tr die Lipase in der angewandten Dosierung total, 0-C1 
zu 70 yo hemmt, und die Normalwerte innert etwa zehn Tagen wieder 
erreicht sind. Der Kurvenverlauf ist absolut analog demjenigen der 
ChE-Werte, weshalb wir auf eine spezielle Wiedergabe verzichten 
(vgl. auchl)). 

Diskuss ion .  
Nachdem im allgemeinen in der Fermentforschung die Frage 

nach der Spezifitat der Fermente in bezug auf ihr Substrat im Vorder- 
grund der Betrachtung steht, war es interessant, an diesem Beispiel 
die Spezifitat eines Fermentinhibitors niiher zu untersuchen, womit 
wir an fruhere Versuche anschliessen". Dass das dem o-Tr isostere 
0-C1 auch eine qualitativ gleiche Wirkung besitzt, entspricht der Er- 
wartung. Worauf hingegen die quantitativen Unterschiede beruhen, 
lasst sich zunachst nieht sagen. Hier scheinen noch weitere, bisher 

1) A. Hoftinqer und H. Bloch, Helv. 26, 142 (1943). 
2)  H. Bloch, Naunyn-Xchmiedeberq's A. 193, 292 (1939). 
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nicht erkannte Faktoren wesentlich mitzuspielen, und es lasst sich 
vorerst iiber die die quantitativen Wirkungsunterschiede zweier iso- 
sterer Fermentinhibitoren bedingenden Umstande nichts Sicheres 
voraussagen. Zum gleichen Schluss gelangt auf Grund ahnlirher 
Versuche mit ganz andern Stoffpaaren auch Zellcrl) .  Wie wenig ein- 
fach die Verhaltnisse liegen, erhellt schon daraus, dass das quanti- 
tative Wirkungsverhaltnis von o-Tr zu o-C1 in vitro genau umgekehrt 
ist als in vivo. 

Dass aber lediglich dem o-Tr die beschriebene Wirkung zukommt, 
wahrend m-Tr und p-Tr vollig wirkungslos sind, ist ein neues Reispiel 
dafur, dass stellungsisomere Substanzen vom lebenden Organismus 
bzw. von organischen Systemen, als ganzlich verschiedene Stoffe 
differenziert werden. Landsteinerz) hat z. R. an Hand serologischer 
Immunreaktionen festgestellt, dass die drei isomeren Aniino-benzoe- 
sauren serologiseh streng spezifisch getrennt werden konnen, wahrend 
auf der andern Seite aus den Versuchen von ErZefirneyer und Berger3) 
hervorgeht, dass in analoger Versuchsanordnung isostere Substanzen 
gleichartige Mrirkung besitzen konnen. 

Zusammenf  as  sung  
1. Die hemmende Wirkung auf ChE und Serum-lipase am 

lebenden Kaninchen besitzt von den drei isomeren Tri-kresyl-phos- 
phaten nur das Tri-o-kresyl-phosphat. Die meta- und die para- 
Verbindung sind vollstandig wirkungslos, wahrend in vitro Tri-m- 
kresylphosphat noch eine schwache Wirksamkeit besitzt. 

2. Diese Fermentwirkung kann nicht auf die Wirksamkeit von 
abgespaltenem o-Kresol zuruckgefuhrt werden. 

3 .  Das dem Tri-o-kresyl-phosphat isostere Tri-o-chlor-phenyl- 
phosphat besitzt sowohl in vitro als im Tierversuch eine der Wirkung 
des Tri-o-kresyl-phosphats ahnliche Aktivitat. 

Basel, Hygienisches Institut der Universitat. 

l) E. A. Zeller, Helv. 25, 1099 (1942). 
2, K. Landsfeiner, Die Spezifitiit der serologischen Reaktionen. J. Springer,  

3, Ubersicht bei E. Berger, Klin. Wschr. 14, 1377 (1935). 
Berlin, 1933. 


