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UND ZUM WIRKUNGSMECHANISMUS VON
CHLORKOHLENWASSERSTOFF-INSEKTIZIDEN
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Biologische Bundesanstalt fiir I.and- und Forstwirtschaft, Institul fiiv Pflanzenschutzmitte!forschung,
D 1000 Beriin 33 (B.R.D.)

(Eingegangen am 25. Juni 19069)

SUMMARY

T hin-layer chromatographic—enzymatic identification and the mode of action of chlovinated
hydrocarborn insecticides

1. It is shown that chlorinated hydrocarbons influence the activity of bovine
liver esterase.

2. Most of the compounds inhibit the enzyme, but DDT, DDD, DDE, Perthane,
and methoxychlor activate it.

3. After UV-irradiation on thin-layer plates all compounds show strong inhi-
bition activity against bovine liver esterase.

4. Almost all of the chlorinated hydrocarbons studied are decomposed by UV-
irradiation as was shown by their R g-values obtained from thin-layer chromatography
on Silica Gel G. Although DDT inhibits bovine liver esterase after UV-irradiation its
insecticidal activity is lost, and it is supposed that this effect is due to inability of
the new compound to penetrate the insect.

EINLEITUNG

Chlorierte Kohlenwasserstoffe sind schon relativ lange als Insektizide bekannt.
Wenn sie auch heute immer mehr von den weniger persistenten Organophosphaten
und Carbamaten verdringt werden, haben sie ihre Stellung dennoch auf einer Reihe
von Anwendungsgebleten behaupten kénnen.

Uber ihren Wirkungsmechanismus liegen trotz jahrzehntelanger Forschung nur
recht spirliche Informationen vor, wihrend es, hervorgerufen durch das grosse Inte-
resse der Offentlichkeit an der Detoxifizierung dieser dusserst persistenten Insektizide,
iiber den Abbau im allgemeinen und den Stoffwechsel im besonderen zahlreiche Pu-
blikationen gxbt

Man weiss mit ziemlicher S1cherhe1t dass diese Substanzen primidr auf das
Nervensystem einwirken, wobei das DDT in dieser Beziehung am besten untersucht
ist. Altere Arbeiten! .2 nahmen an, dass eher die motorischen als die sensorischen Nerven
die Angriffspunkte darstellen, doch konnte inzwischen das Gegenteil bewiesen werden.
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Hohe DDT-Konzentrationen von 1000 p.p.m. zeigten zwar bei amerikanischen
Schaben eine Wirkung auf motorische Nerven und Muskelfasern, niedrige von o.ox
p.p.m. hingegen wirkten weder auf die genannten Gewebe noch auf das Zentralnerven-

system hatten andererseits aber einen starken Effekt auf die sensorischen Nerven3:4,
In welcher Weise ﬁn'l‘ 1ar1nr~h am sensorischen Nerven mngrmﬁ' ist noch VO]IIE’ 1umn-

gekldrt, Zwar konnte gezelgt werden, dass es die K+-Permeab111tat des Nervengewebes

erhéht® und mit Bestandteilen der Nervenmembranen Komplexe bildet5:%, doch wird
damit noch nichts iiber den elgenthchen erkungsmechamsmus ausgesagt
«xy: o de e o s PR, PROUGRPIRERY ot PR PPIPUS PPy B8 PReY

Noch wemger ist iiber den erKungsrnecnalnbmus der anderen Chlorkohlen-
wasserstoffe bekannt. Lediglich fiir Lindan wurden Verédnderungen der Zellstruktur
im Blut, im Fettkérpergewebe, in der Nervensubstanz und den Zellen fast aller Organe
nachgewiesen? 8,

MADITTTI®T
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NAME UND STRUKTUR DER UNTERSUCHTEN CHLORKOHLENWASSERSTOFFE

Trivial-Name Chemische Bezeichnung Strulturformel
DDT 2,2-Bis-(p-chlorphenyl)-1,1,1- c-b-c
trichlordthan o O/ N
a-@\ ¢t
DDD (= TDE) 2,2-Bis-{p-chlorphenyl)-1,1- -’r‘=)-|-‘=5'
dichlordthan a@/ﬁ H
. . cl
DDE (DDT-Olefin) 2,2-Bis-(p-chlorphenyl)-1,1- _Q\ j_’
dichlorithylen &
cl
. . a ¢l
Dicofol (Kelthan) 1,1-Bis-(p-chlorphenyl)-2,2,2- c-t—cl
1

trichloridthanol

HzC-0 '< >\ c
Methoxychlor 2,2-Bis-(p-methoxyphenyl)-1,1,1- C-C—cl
trichloriithan _@/ W ocl
H3C—0
. HsC2 ct
Perthan 2,2-Bis-(p-dthylphenyl)-1,1- Cm gt
dichlorédthan _@/ i)
HsC2
.
Hexachlorbenzol 1,2,3,4,5,6-Hexachlorbenzol av” l‘:‘
RN
]
¢
Lindan y-1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclohexan
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TABELLE 1 ((Vortselzung)

Isodrin

Endrin

Aldrin

Dicldrin

Heptachlor

Heptachlor-Epoxid

Chlordan

Isobenzan (Tclodrin)

Endosulfan (Thiodan)

1,2,3,4,10,10-Fexachlor-
1,4,4a,5,8,8a-hexahydro-1,4-

endo-5,8-endo-dimethannaph-

thalin

1,2,3,4,10,10-Hexachlor-6,7-

‘ cpoxy-1I,4,4a,5,6,7,8,8a-octa-

hydro-1,4-endo-5,8-endo-di-
mcthannaphthalin

1,2,3,4,10,10-Hexachlor-
1,4,44,5,8,8a-hexahydro-1,4-
endo-5,8-exo-dimethannaph-
thalin

1,2,3,4,10,10-Hexachlor-6,7-
cpoxy-1,4,44a,5,6,7,8,8a-octa-
hydro-1,4-endo-5,8-exo-di-
methannaphthalin

1,4,5,6,7.8,8-Heptachlor-

3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7-endo-

methylen-inden

1.4,5,6,7,8,8-Heptachlor-2,3-

epoxy-2,3,3a,4,7,7a-hexahydro-

4,7-endomethylen-inden

1,2,4,5,6,7.8,8-Octachlor-
2,3,34a,4,7,7a-hexahydro-4,7-
encdomethylen-inden

1,3.4,5,6,7,8,8-Octachlor-
1,3,34,4,7,7a-hexahydro-4,7-
methanisobenzofuran

6,7,8,0,10,10-Hexachlor-
1,5,52,06,9,9a-hexahydro-6,9-

cl

ct
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Toxaphen chloriertes Camphen

Uber die Wirkung der chlorierten Kohlenwasserstoffe auf Enzyme liegen bisher
nur spirliche Untersuchungen vor. DDT soll in den Aminosidurestoffwechsel ein-
greifen, den Wasserhaushalt stéren sowie Atmungsfermente und den Wasserstoff-
transfer blockieren?. Unter anderem kommt es ¢7n viZro zu einer Hemmung der Succinat-
Dehydrogenase und Cytochromoxidase?.

Wihrend die insektiziden Organophosphate und Carbamate durch 1hre Hem-
mung der Cholinesterase einen Hinweis auf ihren Wirkungsmechanismus geben, der
mit den beobachteten Vergiftungssymptomen iibereinstimmt und diese Hemmeigen-
schaft in der Analytik dieser Verbindungen eine grosse Bedeutung gewinnt, spréchen
alle bisher verfiigbaren Daten gegen eine Hemmung der Cholinesterase durch chlo-
rierte Kohlenwasserstoffe?19, Bei Modellversuchen zum Nachweis esterasehemmender
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Insektizide mit Benzhydroxamsidure konnte EBING!! jedoch zeigen, dass auch eine
Reihe von Chlorkohlenwasserstoffen mit dieser Modellsubstanz wie Esterasehemmer
reagieren und auf diese Weise nachzuweisen sind. Es soll hier iiber erste Untersuchun-
gen zur Wirkung von Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden auf Rinderleber-Esterase
auf diinnschichtchromatographischer Basis berichtet werden.

MATERIAL UND METHODEN

Reagenzien .
Kieselgel G nach Stahl mit ca. 139, CaSO;—mittlere Korngrésse 10-40 u
(Merck, Darmstadt) ; Methylenchlorid p.A.; Cyclohexan p.A.

Enzym- und Substratiosung

Die Enzymprédparation erfolgte in Anlehnung an AcKERMANN!2, doch wurde in
einem Biihler-Homogenisator mit 0.02 M Phosphatpuffer pH 7.0 statt des Wassers
2 min bei Hoéchstgeschwindigkeit homogenisiert und 10 min bei 10 000 X g zentri-
fugiert. Zur Verdiinnung des Rohextraktes wurde der gleiche Puffer genommen. Als
Substrat diente eine kurz vor dem Besprithen angesetzte Mischung aus einer dthano-
lischen B-Naphthylacetat-Losung und einer wéssrigen Echtblausalz B-Lésung in den
von ACKERMANN!2 angegebenen Konzentrationen.

Diinnschichichromatographie und Insektizidlisungen

Die untersuchten Wirkstoffein analytischer Standardqualitit (Tabelle I) wurden
als 0.1%ige Losung in Methylenchlorid angesetzt und auf handgegossene Kieselgel
G-Platten (5.7 g Kieselgel G werden in 15 ml Wasser suspendiert, auf eine gut gereinigte
Glasplatte im Format 20 X 20 cm aufgebracht und iiber Nacht bei Zimmertemperatur
getrocknet) aufgetragen und in Cyclohexan entwickelt.

Durchfiihrung des enzymatischen Hemmiestes

Die Platten werden nach dem Entwickeln entweder sofort oder nach halbstiin-
diger Bestrahlung mit ungefiltertem UV-Licht einer Hg-Analysen-Quarzlampe
(Hanau) mit einem Abstand Strahler-Platte von 30 cm mit Enzymlésung bespriiht
und in der von ACKERMANN!2 beschriebenen Weise weiterbehandelt. Die Beurteilung
erfolgt im Falle der Aktivierung kurz nach dem Bespriihen mit Substrat, im Falle der
Hemmung zu einem spiteren Zeitpunkt. Die Platten sind anfangs vor iibermissiger
direkter Lichteinstrahlung zu schiitzen.

Briotest zur Wirkung vor unbehandeltem und UV -bestrahitem DDT

Die Versuche wurden in Glaszylindern (7.5 X 11.5 cm) durchgefiihrt, auf deren
Innenoberfliche der Wirkstoff aus einer Acetonlésung gleichmissig verteilt wurde.
Die eine Hiilfte der Ansitze blieb unbehandelt, die andere Hilfte wurde 30 min mit
ungefiltertem UV-Licht bestrahlt, wobei das UV-Licht von oben in die Zylinder ein-
gestrahlt wurde. Pro Testansatz wurden 50 Drosophila genommen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Unter den hier angewandten Bedingungen reagieren, wie aus Tabelle II her-
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TABELLE 11

UNTERE NACHWEISGRENZEN DER CHLORKOHLENWASSERSTOFFE MIT UND OHNE UV-BESTRAHLUNG
INFOLGE HEMMUNG BZW., AKTIVIERUNG VON RINDERLEBER-ESTERASE

Nachweisgrenze in ug; a = Aktivierung; s = Fahnenbildung.
Substanz Olne UV- Mit' Uv- Substanz Ohne UV- Mit UV-
Bestrahlung Bestrahlung Bestrahlung Bestrahiung
DDT 5a I Isodrin 50 0.25
DDD 5a I Endrin 1 0.3
DDE 6a I Aldrin 10 0.25
Dicofol 1 1 Dieldrin I I
Methoxychlor sa 1 Heptachlor I 0.25
Perthan 2a 1 Heptachlorepoxid Is 0.3s
Hexachlorbenzol I Chlordan 58 Is
Lindan 1 0.25 Isobenzan 5 0.25
Toxaphen s s Endosulfan 2 0.3

vorgeht, grundsitzlich alle untersuchten Chlorkohlenwasserstoffe ausser Hexachlor-
benzol mit Rinderleberesterase. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der bisher
vertretenen Ansicht (vergl. Lit. 9, 10 und 13), dass chlorierte Kohlenwasserstoffe keinen
Einfluss auf die Cholinesterase haben. Die Chlorkohlenwasserstoffe DDT, DDD, DDE,
Perthan und Methoxychlor aus der DDT-Gruppe zeigen im Gegensatz zu den anderen
chlorierten Kohlenwasserstoff-Insektiziden die Eigentiimlichkeit, die Leberesterase zu
aktivieren. Diese Aktivierung &ussert sich auf der Diinnschichtplatte in der Weise,
dass an den Stellen, wo sich die genannten Substanzen befinden, sehr schnell rétliche
Flecken auf sich langsam firbendem hellen Untergrund auftreten. Sie verschwinden
jedoch nach einiger Zeit, wenn die Substratspaltung auf der Platte weiter fortge-
schritten ist. Aus diesem Grunde entgingen sie anfinglich dem Nachweis, da die Diinn-
schichtplatten erst nach abgeschlossener Firbung ausgewertet wurden, wihrend
spéter eine kontinuierliche Auswertung vorgenommen wurde. Diese Beobachtungen
konnten inzwischen durch eingehendere Untersuchungen mit Humanserum-Esterase
bestitigt werden!4, und auch Bocusz!® konnte an Arbeitern, die mit Chlorkohlen-
wasserstoffen in Berithrung gekommen waren, dhnliche Tendenzen nachweisen, wenn
uns die Daten auch nicht signifikant zu sein scheinen.

Durch Aktivierung mit UV-Bestrahlung kann der Nachweis der Chlorkohlen-
wasserstoff-Insektizide zum Teil erheblich gesteigert werden (Tabelle II), wobei alle
untersuchten Wirkstoffe—auch die oben genannten aus der DDT-Gruppe—ausnahms-
los eine Hemmung der Leberesterase bewirken. Die Nachweisgrenzen liegen dabei mit
und ohne Aktivierung durch UV-Bestrahlung erheblich unter den beim chemischen
Nachweis mit Benzhydroxamsiure erzielten Werten!l, Aus dem Verhalten der Insek-
tizide beim Nachweis mit Esterase und den teilweise extremen Unterschieden in der
Nachweisempfindlichkeit ist anzunehmen, dass die Reaktionen mit Benzhydroxam-
siure und Esterase nach véllig verschiedenen Mechanismen ablaufen. Ob es sich im
Falle der Esterasebeeinflussung durch Chlorkohlenwasserstoffe um eine Reaktion der
Substanzen mit dem aktiven Zentrum oder um eine Bindung an allosterische Orte
handelt, ist zur Zeit nicht zu entscheiden.

Wéihrend bei Organophosphat-Insektiziden eine Akt1V1erung durch UV-Be-
strahlung und gesiittigte wissrige Bromldsung gleichermassen gut moglich warl?,
fithrt eine Behandlung der Platten mit gesittigter wissriger Bromlésung im Falle der
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chlorierten Kohlenwasserstoffe zum vdélligen Misserfolg, da dann nur noch wenige
Verbindungen (DDT, DDE und Dicofol) nachzuweisen sind. Auch eine Verminderung
der Schichtdicke fiihrte zu einem wesentlich schlechteren Nachweis. Der Einfluss
grosserer Schichtdicken wurde hingegen nicht untersucht. Eine dhnliche Abhéingigkeit
der Nachweisempfindlichkeit von der Schichtdicke der Platten fanden auch MENDoOzA
et al.l® beim Nachweis von Organophosphaten mit Esterase.

Die zum Teil erhebliche Steigerung der Nachweisempfindlichkeit nach UV-
Bestrahlung lidsst auf eine Veridnderung des Molekiils schliessen, die sich in einer
Anderung des Rp-Wertes bemerkbar machen miisste. In Tabelle III sind die AR p-
Werte der Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide bei UV-Bestrahlung vor und nach dem
Entwickeln in Cyclohexan gegeniibergestellt. Es zeigt sich, dass alle Wirkstoffe mehr
oder weniger stark veréindert wurden; denn alle bleiben bei vorheriger Behandlung am
Start zuriick, wihrend sie bei nachfolgender Behandlung die iiblichen R p-Werte zeigen.
Lediglich bei Lindan und Isobenzan findet mian neben dem Abbauprodukt grosse
Mengen der Ausgangssubstanz. Ob Methoxychlor, Endosulfan und Dieldrin sowie
Chlordan und Heptachlorepoxid Verdnderungen erfahren haben oder nicht, ist auf-
grund des Rp-Wertes in nur einem verwandten Laufmittel nicht zu entscheiden, was

TABELLE 1I1

ARp-WERTE DER CHLORIERTEN KOHLENWASSERSTOFF-INSEKTIZIDE BEI AKTIVIERUNG DURCH UV-
BESTRAHLUNG VOR UND NACH DEM ENTWICKELN IN CYCLOHEXAN

Substanz Aktivierung Substanz Aktivierung
vor nach vor nach
Entwicklung Entwickiung Entwicklung [Entwicklung
DDT o 43 Isodrin o 03
DDD o 25 Endrin o, 2 3.5
DDE o 61 Aldrin o, 2 64
Dicofol o 3.4 Dieldrin o] 4
Methoxychlor o I Heptachlor o 55
Perthan o 18 Heptachlorepoxid o o, 0, 13,
Hexachlorbenzol o 85 28
Lindan o, 14 14 Chlordan o o, 23, 34,
Toxaphen o, 20 o, 12, 20, 48, 62
28, 45 Isobenzan 0, 4, 44 44
Endosulfan o, 4 o, 6

im Rahmen dieser Arbeit allerdings auch von untergeordneter Bedeutung ist. Fiir eine
Reihe von Chlorkohlenwasserstoffen liegen Untersuchungen iliber die Wirkung von
UV-Bestrahlung vor. DDT zersetzt sich beispielsweise unter HCl-Abspaltung!?.18,
wobei auch oxydative Vorginge ablaufen—z.B. Bildung von 4,4’-Dichlorbenzophe-
non!®*—wihrend Lindan bestindig sein solll?, was mit den vorliegenden Ergebnissen
weitgehend iibereinstimmt. Aldrin wird durch UV-Bestrahlung in Dieldrin iiberfiihrt,
das seinerseits bei feiner Verteilung in eine unbekannte Substanz {ibergehen soll2?,
Eine andere Arbeit (Lit. 20) berichtet, dass UV-Licht unterhalb 270 nm aus Dieldrin
ein an der Doppelbindung stehendes Chloratom abspaltet und die gebildetete Penta-
chlorverbindung fiir Miuse vierfach toxischer, fiir Fliegen hingegen halb so toxisch
ist. Ahnlichesgilt auch fiir Aldrin. Diese Ergebnisse korrelieren mit den hier berichteten
sehr gut; denn die durch UV-Bestrahlung entstandenen Verbindungen sind stirkere
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TABELLE 1V

BEEINFLUSSUNG DER INSEKTIZIDEN WIRKUNG VON DDT purRcH UV-BESTRAHLUNG
Auswertung nach 24 h. '

Aufwandmenge O-Kontrolle Normal uv

IO ug 20 ug IO ug 20 ug

Zahl der toten Tiere 5 35 47 7 9
Zahl der geschiid. Tiere _ 15 3 —_— —_

Esterasehemmer, was sich bei Miusen, denen die Substanz peroral appliziert wird, in
einer grosseren Toxizitit der Bestrahlungsprodukte bemerkbar macht, wihrend sie
bei Fliegen schlechter einzudringen scheint. Uber die Wirksamkeit dieser durch UV-
Bestra'lung aus den Chlorkohlenwasserstoffen entstandenen Substanzen als Esterase-
hemmer liegen bisher noch keine Informationen vor.

Da UV-Bestrahlung bei den meisten chlorierten Kohlenwasserstoffen zu einer
signifikanten Erhéhung der Anticholinesterase-Aktivitiat fithrte (Tabelle II), lag die
Vermutung nahe, dass die eigentliche Wirkung dieser Insektizide nach Ausbringung
teilweise auf einer solchen Aktivierung durch UV-Bestrahlung beruht. Es wurde des-
halb fiir DDT untersucht, welchen Einfluss eine UV-Bestrahlung auf die insektizide
Wirkung hat. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengefasst. Es zeigt sich, dass
die insektizide Wirkung nach UV-Bestrahlung trotz Bildung von Verbindungen, die
die Leber-Esterase in vitro stirker hemmen, drastisch vermindert ist. HARRISON ef al.2!
finden dagegen bei der Untersuchung handelsiiblicher Formulierungen einer Reihe
von Chlorkohlenwasserstoffen—darunter auch DDT—fiir DDT und einige andere
Substanzen dieser Gruppe unter Einfluss von UV-Licht (kiinstliche Bestrahlung und
Sonnenlicht) eine sehr grosse Persistenz.

Ahnliche, wenn auch nicht soausgeprigte Tendenzen wie beim DDT, lassen sich
auch bei den anderen Chlorkohlenwasserstoffen beobachten. Orientierende Vorver-
suche haben ergeben, dass lediglich bei Dicofol, Dieldrin und Heptachlorepoxid kein
Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Ansitzen zu existieren scheint,
wihrend bei allen iibrigen Chlorkohlenwasserstoff-Insektiziden durch UV-Behandlung
eine Verminderung der insektiziden Aktivitéit einzutreten scheint. Ob die Ursache fiir
die verminderte Aktivitit der meisten Verbindungen in einer fehlenden Aufnahme
dieser entstandenen Antiesterase-Substanzen in den Kérper zu suchen ist, oder wir
uns itber den Wirkungsmechanismus v6llig falsche Vorstellungen machen, muss spé-
teren Untersuchungen mit markierten Wirkstoffen vorbehalten bleiben. Da durch die
Bestrahlung aber wahrscheinlich polare Substanzen entstanden sind, diirfte wohl eher
eine verminderte Aufnahme als Ursache fiir die verminderte insektizide Aktivitdt in
Frage kommen.
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wird gezeigt, dass chlorierte KXohlenwasserstoffe die Aktivitédt der Rinder-
leber-Esterase beeinflussen.

2. Die meisten Verbindungen hemmen das Enzym, wihrend DDT, DD, DDE,
Perthan und Methoxychlor es aktivieren.

3. Nach UV-Bestrahlung der Diinnschichtplatten zeigen alle Verbindungen eine
starke Hemmung der Rinderleber-Esterase.

4. Fast alle untersuchten chlorierten Kohlenwasserstoffe werden, wie an Hand
der Rp-Werte nach Diinnschichtchromatographie an Kieselgel G gezeigt wird, durch
UV-Bestrahlung zersetzt. Obwohl DDT die Rinderleber-Esterase nach UV-Bestrah-
lung hemmt, verliert es seine insektizide Wirkung, und es wird angenommen, dass
dieser Effekt auf der Unféihigkeit der neuen Verbindung beruht, in das Insekt einzu-
dringen.
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