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D~NNSCHICHTCHROMATOGRAI~HISCH-ENZYMATISCHER NACHWElS 

UND ZUM WIRI~UNGSMIXHANISMUS VON CHLORKOHLENWASSER- 
STOFF-INSEI<TI%IDEN 

III. NACI-IWEIS DURCH PHOSI’IIATASlS-HEMMUNG 

STJMRIARY 

It is shown that non-irradiated and UV-treated chlorinated hydrocarbons do 
inhibit the activity of acid and alkaline phosphatase. Using naphtl~ylpl~ospl~ate as a 
substrate for the enzyme, shows in most cases that the sensitivity for detection is 
greater than when using nitrophenylphosphate as a substrate. The minimum quanti- 
ties detected were in the range of z-150 pg depending on pretreatment and on the 
substrate used. 

EINLBITUNG 

Ober den Wirkuiigsnieclianismus clcr chloricrten l.~.(ol~lenwasserstofffe liegen 
noch immer recht spgrliclle Informationen var. Allgemein gilt es als gesichert, dass 
die Chlorkohlenwasserstoffe auf das Nervensystem einwirken, wobei die sensorischen 
Nerven als Angriffspunkt angesehen werden 192. In welcher Weise diese Wirkstoffe 
jedoch am Nerven angreifen, ist tiei tgehend unbekannt. Zwar konnte gezeigt werden, 
dass DDT die I<+-Permeabilit8.t des Nervengewebes erhijht3 und mit Eestandteilen 
der Nervenmenlbranell Komplexe bildet 0p4, doch geben diese Uefunde allein noch 
keinen Aufscl~luss iiber den Wirkungsmechanismus. 

1~ einer neueren Arbeit zeigten ~MATSUMURA et al.&, dass DDT die ATPase der 
Nervenendigungen im Gehirn hemmt, ein Befund, der einen Hihweis auf den Wir- 
kungsmechanismus geben kijnnte. Im allgemeinen liegen jedoch nur wenige Unter- 
suchungen iiber die Wirkung von Cl~lorkol~lenwasserstoff-Insektiziden auf Enzyme 
vor. Lediglich DDT wurde etwas intensiver untersucht, wobei die Eposidase- 
Induktionog’ und die Blockierung von Atlllullgsferlllexlton und des Wasserstoff- 
transfers infolge einer Hemmung der Succinct-Dehydrogenase und Cytochromosi- 
dases van besonderem Interesse ist, 
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Neuere Untersuchungen auf diinnschichtcl~romatographiscl~er (DC) Basis 
konnten zeigen, dass die Chlorkohlenwasserstoffe such die Rinderleber-Esterase be- 
einflussen und nach UV-Bestrahlung in zum Teil recht kr5ftige Esterase-I-Iemmer 
tibergebenO. Auch Trypsin wird von einigen Wirkstoffen leicht gehemmt, durch UV- 
Bestrahlung kommt es jedoch zu einer uberfiihrung aller untersuchten Wirkstoffe 
in Inhibitorenlo. 

In einer Versuchsserie wird die Wirkung von Chlorkohlenwasserstoff-Insektizi- 
den und ihren UV-Bestral~lungsprodul~ten auf eine Reihe von Enzymen auf DC Basis 
getestet, wobei einerseits zu priifen ist, in welchem Umfange sich diese Verfahren 
zum Nachweis dieser Substanzklasse eignen, und ob andererseits aufgrund der er- 
arbeiteten Ergebnisse Gefahren fiir die Umwelt bestehen. Vorliegende Arbeit berich- 
tet iiber den Nachweis der chlorierten Kohlenwasserstoffe infolge einer Hemmung 
von Phosphatasen, einer Enzymgruppe, die unter anderem eine wichtige Rolle beim 
Knochenwachstum und bei der Glucoseabsorption d.urch die Placenta spielt. Es 
handelt sich bei dieser Gruppe teils urn recht unspezifische, teils aber such urn hoch- 
spezifische Enzymell. 

., 
MATERIAL UND METHODEN 

Die Wirkstoffe wurden in Analogie zu friiheren Arbeiten”llO auf handgegossenen 
Kieselgel G-Platten in Cyclohexan chromatographiert und entweder sofort oder nach 
einstiindiger Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlgngen 254/366 nm einer Desaga 
Uvis-Lampe bei einem Abstand Strahler-Platte von 15 cm weiterbehandelt. Der DC- 
enzymatische Nachweis erfdlgte mit saurer Phosphatase aus Kartoffeln (Boehringer) 
oder alkalischer Phosphatase aus Ktilbermucosa (Serva) unter Verwendung von 
Nitrophenylphosphat bzw. Naphthylphosphat als Sub&rat. Die Methode zur Durch- 
fiihrung des enzymatischen Hemmtests wurde ausfiihrlich an anderer Stelle12 be- 
schrieben. 

ERGBBNISSE UND DISKUSSION 

Wie aus Tabelle I hervorgeht, wird sowohl die saure als such die alkalische 
Phosphatase von den untersuchten Chlorkohlenwasserstoffen gehemmt. Lediglich das 
Fungizid Hexachlorbenzol f%llt in cliesem Zusammenhang aus dem Rahmen, da es 
erst bei sehr hoher Konzentration oder gar nicht hemmt. Lindan zeigt bei der alka- 
lischen Phosphatase aus Kiilbermucosa ebenfalls nur geringe Hemmwirkung, w&hrencl 
die Hemmung der sauren Phosphatase aus Kartoffeln im iiblichen Bereich lie@. 
Tosaphen besitzt clagegen genau umgekehrte Eigenschaften. Auffgllig ist, class die 
Abbauprodukte von DDT, DDD uncl DDE, kaum weniger hemmend auf die Phos- 
phatase wirken als DDT selbst-im Falle dcr sauren Phosphatase sogar st&rker- 
obwohl es sic11 bei diesen Substanzen im landlgufigen Sinne um Detoxifizierungs- 
produkte handeln ~011. 

Die Nachweisgrenzen liegen bei der alkalischen und der sauren Phosphatase 
zum Teil recht unterschiedlich, wobei auffgllt, class ein Teil der Wirkstoffe aus der 
DDT-Gruppe die alkalische Phosphatase stgrker hemmt, wghrend der griisste Teil 
der Cyclodiene umgekehrt eine intensivcre Hemmung der sauren Phosphatase be- 
wirkt. Ob cliese Unterschiede in der Eml~findlicl~keit der Enzyme sowie das unter- 
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schiedliche Verhalten der Wirkstof~gruppen allein daruuf zuriicl~zuf’tiln-en sind, class 
es sich urn verschieclene Enzyme handelt, oder ob die ,Herkunft aus pflanzlichem oder 
tierischem Material eine zus2itzliche Rolle spielt, lasst sich nicht entscheiden. 

Weiter zeigt sich, dass sich der Nachweis mit Naphthylphosphat als Substrat 
und IZchtblausalz B als Diazo-Reagenz gegentiber dem mit Nitrophenylphosphat bei 
den Chlorkohlenwasserstoffen in den meisten ‘Ellen empfindlicher gestaltet. Der 
Grund ftir diese Unterschiede diirfte in erster Lime darin zu suchen sein, dass belle 
Fleckc auf rotviolettem Grund besser als auf hcllgelbem zu sehen sind. Danebcn sollte 
man unterschiediiche Bccinllussungen info&e Wechselwirkung zwischen Enzym.. 
Inhibitor und Substrat nicht ausser acht lassen. 

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen nur zum Teil mit denen von GUILBAULT 
et nZ.la tiberein, die eine Hemmung der alkalischcn Phosphatase durch Aldrin und 
Heptachlor, nicht aber durch Lindan und DDT fanden, wallrend die saure Phospha- 
tase von diesen Wirkstoffen tiberhaupt nicht beeinflusst wurde. Diese Diskrepanzen 
kijnnten teils auf unterschiedlichen Enzymquellen, teils auf das verwendete Substrat 
sowie auf das Arbeiten bei h8heren Temperaturen und schliesslich auf die grund- 
legenden methodischen Unterschiecle zurtickzufiihren sein. Andererseits erfahren die 
hier mitgeteilten Befunde durch die Ergebnisse von NAQVI et aZ.14, die bei Schistocerca 
gregaria nach DDT-Applikation eine dosisabhangige Erniedrigung der Aktivitgt cler 
alkalischen und sauren Phospbatase feststellten, eine gute Bestatigung. Im Gegensatz 
zu frtiheren Arbeiten mit LeberesteraseO und TrypsinlO ist die positive Beeinflussung 
der Nachweisempfindlichkeit durch UV-Bestrahlung bei der sauren Phosphatase nur 
gering, wghrend sie ,im Falle der alkalischen Phosphatase zum Teil recht gut ist. 
Infolge der UV-Einwirkung entstehen aus den untersuchten Wirkstoffen eine Reihe 
von Abbauprodukten, deren Anteil allerdings von Versuch zu Versuch schwanken 
kann. Je nach Substanz entstehen mindestens ein, maximal aber sechs Phosphatase- 
hemmende Abbauprodukte, was etwa mit den Ergebnissen bei Rinderleberesterase 
und. Trypsin lo tibereinstimmt. 

Eine Kkirung der Frage, ob aufgruncl dcr Phosphatase-Hemmung gesundheit- 
Ii&e Schaden-speziell im Hinblicl < auf die Knochenentwicklung bei Kindern-zu 
erwarten sind, muss abgewartet werden. 

Mein besonderer Dank gilt Frau R. RAUBE ftir die sorgfaltige Mitarbeit bei 
der Durchftihrung der Versuche. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird gezeigt, dass die Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide mit und ohne UV- 
l3ehandlung die alkalische und saure Phosphatase hemmen, wobei der Nachweis mit 
Naphthylphosphat als Substrat in den meisten Fallen empfindlicher ausf2illt als mit 
Nitrophenylphosphat. Die Nachweisgrenze liegt je nach Vorbehandlung und ver- 
wendetem Substrat im Bereich von 2-150 ,ug. 

J. Ch'OWZtO@'., 61 (1971) 279-283 
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