Tetrahedron. Yol. 26, pp. 331 to 337. Pergamon Preas 1970. Printed in Great Bntain

BEITRAGE ZUR OKOLOGISCHEN CHEMIE—XX!

VERTEILUNG, AUSSCHEIDUNG UND METABOLISMUS VON
TELODRIN UND HEPTACHLOR IN RATTEN UND MANNLICHEN
KANINCHEN, ENDPRODUKT DES WARMBLUTERMETABOLISMUS

VON HEPTACHLOR

R. KauL, W. KLEIN und F. KORTE
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitdt Bonn und dem Institut fir
Okologische Chemie, Schloss Birlinghoven

(Received in Germany 23 July 1969 ; Received in the UK for publication 18 August 1969)

Zusammenfassung—Telodrin (I) und Heptachlor (II) werden nach intravendser Applikation langsam
ausgeschieden, Telodrin von weiblichen Ratten innerhalb 48 Stunden zu 167, von mannlichen Tieren zu
13%. Mannliche Kaninchen scheiden innerhalb 96 Stunden nach der Applikation 13% der Radioaktivitat
aus, hauptsiichlich als einen hydrophileren Metaboliten. Innerhaib 72 Stunden wird Heptachlor von
weiblichen Ratten zu 32%, von mé#nnlichen zu 229, von ménnlichen Kaninchen innerhalb 144 Stunden
zu 23%, ausgeschieden. Die starkere Speicherungsrate von Telodrin und Heptachlor in weiblichen Ratten
gegeniiber minnlichen steht im Widerspruch zum Speicherungsverhalten der iibrigen insektiziden
Chlorkohlenwasserstoffe.

Telodrin wird zu einem hydrophilen Metaboliten umgewandelt, der nach Hydrolyse ein bekanntes
Lacton (III) ergab und bereits in Versuchen mit Larven von Aedes aegypti gefunden wurde.® Heptachlor
wird zum Epoxid (IV) und dariber hinaus zu 1,4,5,6,7,8,8-Heptachloro-2,3 epoxi-3a,4,7,7a tetrahydro-4,7
endomethanoindan (VI) umgewandelt. Nach Applikation dieses hydrophilen Metaboliten erfolgt in
Ratten keine weitere Umwandlung.

Abstract—Telodrin (I) and heptachlor (II) are slowly excreted after intravenous application, telodrin by
female rats to 167 and by male rats to 139 in 48 hr. After intravenous injection male rabbits excrete 13%
of the radioactivity within 96 hr, mainly as a hydrophilic metabolite. After intravenous administration of
heptachlor, female rats excrete 32%, male rats 22% within 72 hr, whereas male rabbits excrete 23% of
the radioactivity within 144 hr. The lower storage of telodrin and heptachlor in female rats as compared
with males is opposite to excretion behaviour of all the other insecticides of this group.

Telodrin is transformed to a hydrophilic metabolite, which after hydrolysis gave a known lacton (III)
already reported after experiments with larvae Aedes aegypti Heptachlor is transformed to an epoxide
(IV) which in tumn becomes changed to 1,4,5,6,7,8.8-heptachloro-2,3 epoxy-3a4,7,7a tetrahydro-4,7 endo-
methanoindan (VI). After administration of this hydrophilic metabolite no further transformation occurs.

IM RaHMEN von Untersuchungen iiber das Schicksal von insektiziden Chlorkohlen-
wasserstoffen in Warmbliitern? wurden Ausscheidung, Verteilung und Metabolismus
von Telodrin und Heptachlor in den Organen und Geweben von Ratten beiderlei
Geschlechts und ménnlichen Kaninchen bestimmt. Fir jeden Versuch wurden 3
méinnliche und 3 weibliche Tiere eingesetzt. Die '*C-markierten Insektizide?™*
wurden intravends appliziert.

! Zum Teil Auszug aus der Dissertation R. Kaul, Universitit Bonn 1968.
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Verteilung und Ausscheidung von Telodrin-'*C

Tabelle 1 zeigt die Verteilung der Radioaktivitit in Organen und Geweben von
Ratten. Erwartungsgemiss wurde in Fettgeweben die Hauptmenge der Radio-
aktivitit gefunden. 48 Stunden nach der Applikation (15 ug/kg) von Telodrin-!4C
hatten weibliche Ratten 73%,, ménnliche 75% der applizierten Radioaktivitit in
Fettgeweben, Muskeln und Kadaver gespeichert.

TABELLE 1. VERTEILUNG DER RADIOAKTIVITAT IN DEN ORGANEN VON RATTEN NACH INTRA VENGSER
INJEKTION (48 STUNDEN) VON 15 pg/kg TELODRIN-!4C

ménnliche weibliche
Organe

% Akt. ppm %Akt. ppm
Blut 0-04 22 x 1074 0-37 082 x 107
Leber 143 60 x 1073 0-79 123 x 1072
Hoden/Ovarien 0-80 87 x 1073 047 43 x 1072
Niere 1-20 25 x 102 001 71 x 103
Darm 1-45 41 x 1072 075 14 x 1072
Milz 0-37 39 x 1072 005 82 x 1073
Magen u. 12 Fingerdarm 0-25 95 x 1073 0-62 30 x 1072
Herz 041 28 x 1072 013 12 x 1072
Lunge 0-54 17 x 1072 0-45 29 x 1072
Gehirn 1-13 40 x 10~ 001 34 x 1073
Magen-u. Darminhalt 1-42 10 x 1072 221 20 x 1072
Bauchfett 19-18 30 x 1072 26'55 120 x 107!
Muskeln 1225 60 x 102 9-29 10 x 1072
Subcutanes Fett 977 30 x 1072 759 72 x 1072
Kadaver 31-26 12 x 1072 29,83 20 x 1072
Kot 12 11
Urin 1 5

94-50 9512

In Abb. 1 ist der zeitliche Verlauf der Ausscheidung der Radioaktivitit, bezogen
auf appliziertes Telodrin-'4C, in Kot und Urin angegeben. Mannliche Ratten
scheiden innerhalb 48 Stunden nach der Applikation 129 im Kot, 19, im Urin aus,
weibliche Ratten in der gleichen Zeit 11% im Kot und 5%, im Urin. Weibliche Tiere
scheiden also 3% der Aktivitit mehr aus als mannliche. (Ausscheidungsfaktor fiir
weibliche gegeniiber méinnlichen Ratten 1-23).

Mainnliche Kaninchen scheiden innerhalb 96 Stunden nach der Applikation von
241 pg/kg Telodrin 129 im Urin und 1% im Kot aus. In Abb. 2 ist der zeitliche
Verlauf dieser Ausscheidung graphisch dargestellt.

Verteilung und Ausscheidung von Heptachlor-'4C.

Tabelle 2 gibt die Verteilung der Radioaktivitit (9 bezogen auf applizierte Dosis)
in Organen und Geweben mannlicher und weiblicher Ratten 72 Stunden nach
intravendser Applikation von 100 pug/kg Heptachlor-!4C an. Insgesamt wurden in
Organen und Geweben minnlicher Ratten 77%, weiblicher Tiere 69%, der applizierten
Radioaktivitdt wiedergefunden.
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ABB. 1. Ausscheidung der Aktivitdt in Urin und Kot von méannl. und weibl. Ratten nach intravendser
Injektion von 15 g Telodrin-'*C pro Tier

——minnl., - - - weibl. Tiere

T ? ﬁ; '4 Tage
ABB. 2. Ausscheidung der gesamten Aktivitit in Exkreten des ménnl. Kaninchens nach intravendser
Injektion von 241 ug/kg Telodrin-'4C.

Den zeitlichen Verlauf der Ausscheidung im Kot und Urin zeigt Abb. 3. Die
Gesamtausscheidung betrug 72 Stunden nach der Injektion fiir méannliche Tiere
22%, (20% im Kot, 2% im Urin) und fiir weibliche 32%, (279 im Kot, 5% im Urin);
entsprechend ist der Ausscheidungsfaktor fiir weibliche gegeniiber miinnlichen
Ratten 1-45.

Nach der Applikation von 350 pg/kg Heptachlor-'*C in minnliche Kaninchen
wurde in 144 Stunden 219, der Aktivitit im Urin und 2% im Kot ausgeschieden. In
Abb. 4 ist der zeitliche Verlauf der Ausscheidung angegeben.

Tabelle 3 zeigt die Konzentration der Radioaktivitdit, bezogen auf das Molekular-
gewicht von Heptachlorepoxid-14C, in Organen und Geweben von minnlichen
Kaninchen 144 Stunden nach Applikation von 350 pg/kg Heptachlor-!4C.
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TABELLE 2. VERTEILUNG DER RADIOAKTIVITAT IN DEN ORGANEN VON RATTEN 72 STUNDEN NACH
INTRAVENOSER INJEKTION VON 100 pg kg HEPTACHLOR-!4C.

Organe mannliche weibliche
% Akt. ppm % Akt. ppm

Blut — — 008 45 x 1073
Leber 072 19 x 1072 0-41 099x 1072
Hoden/Ovarien 005 62 x 1073 009 54 x 1072
Niere 0-33 41 x 1072 013 1-8 x 1072
Darm 0-81 26 x 1072 0-58 16 x 1072
Milz 017 37 x 1072 004 19 x 1072
Magen u. 12 Fingerdarm 014 24 x 1072 013 23 x 1072
Herz 008 19 x 1072 0-69 16 x 107!
Lunge 011 20 x 10™2 032 36 x 1072
Gehirn 013 17 x 10°2 018 25 x 1072
Magen-u. Darminhalt 11-48 074 x 107! 102 36 x 1072
Bauchfett 313 09 x 107! 9-54 15 x 1072
Muskein 2-80 52 x 1072 389 20 x 1072
Subcutanes Fett 15,87 16 x 107! 995 10 x 107!
Kadaver 4097 13 x 107! 4176 12 x 107!
Kot 20 27

Urin 2 S

98-79 100-81

TABELLE 3. KONZENTRATION DER RADIOAKTIVITAT IN ORGANEN VON
MANNLICHEN KANINCHEN NACH INTRAVENUSER INJEKTION VON 350 pg/kg
HEPTACHLOR-!4C,

Gewicht

Organ ® dpm ppm
Blut 75 2500 60 x 1072
Leber 91-5 1,748,750 34 x 1071
Niere 149 41,200 49 x 1072
Darminhalt 2700 208,450 1-3 x 1072
Herz 73 28,800 71 x 10-2
Lunge 11-7 97,920 15 x 107!
Muskel 1320 107,950 14 x 107!
Subcutanes Fett 256 109,770 77 x 1072
Bauchfett 9-4 85,900 146 x 107!

Metabolismus von Telodrin

In Fettgeweben wurde papierchromatographisch ein hydrophiler Metabolit in
geringem Anteil (2-3% der aus Geweben extrahierten Radioaktivitit) nachgewiesen.
Diinnschichtchromatographie ergab, dass die im Kot und Urin gefundene Radio-
aktivitat nur aus einem hydrophilen Metaboliten bestand. Dieser ergab bei der sauren
Hydrolyse eine Substanz, die in zwei Diinnschicht- und zwei gaschromatographischen
Systemen identisch ist mit dem Hydrolyseprodukt eines aus Larven von Aedes

aegypti isolierten Metaboliten® (III).
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ABB. 3 Ausscheidung der Aktivitéit in Urin und Kot von ménnl. und weibl. Ratten nach intravenéser In-
jektion von 25 pg Heptachior-'4C pro Tier
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ABB. 4 Ausscheidung der gesamten Aktivitht in Exkreten des minnl. Kaninchens nach
intraven3ser Injektion von 350 ug/kg Heptachlor-14C.
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FORMELSCHEMA 1
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Metabolismus von Heptachlor in Ratten

Als Heptachlormetabolit aus Ratten, Hunden und Kiihen®® ist das Epoxid des
Insektizids bekannt. In Fettgeweben und Organen von Ratten und Kaninchen
fanden wir ebenfalls nur diese Substanz. 20%, der im Kot und Urin nachgewiesenen
Radioaktivitit war ebenfalls das Heptachlorepoxid, 809 jedoch ein hydrophiler
Metabolit. Dieser hydrophile Metabolit war in 9 diinnschicht-und zwei gaschromato-
graphischen Systemen nicht von einer authentischen Probe® des 4,5,6,7,7,8,8-Hexa-
chloro-1-exo-hydroxi-1,3-exo-epoxi-3a,4,7,7a-tetrahydro-4,7 endomethanoindans (1-
Hydroxiepoxid) (VI) unterscheidbar. Nach intravenoser Applikation von Hepta-
chlorepoxid-!*C (IV) (2ug/kg) an miannlichen Ratten wurde innerhalb von 6 Tagen
16% der Radioaktivitdt in Kot und Urin ausgeschieden. 90% der ausgeschiedenen
Radioaktivitat war 1-Hydroxiepoxid (VI) und 10°% nicht umgewandeltes Hepta-
chlorepoxid. Nach Injektion (2pg/kg) des 1-Hydroxiepoxides in mannliche Ratten
wurde innerhalb von 6 Tagen 57% der applizierten Radioaktivitit ausgeschieden
(53% im Kot und 4%, im Urin). In Fettgeweben wurde nur 7% der applizierten Radio-
aktivitdt nachgewiesen (als 1-Hydroxiepoxid). Als einziges radioaktives Produkt
wurde diinnschichtchromatographisch das applizierte 1-Hydroxiepoxid gefunden.
Damit diirfte diese Substanz das Endprodukt des Rattenmetabolismus von Heptachlor
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darstellen. Da nach Applikation von Heptachlorepoxid-'*C die Radioaktivitit
langsam ausgeschieden wird und in der Zeiteinheit weniger 1-Hydroxiepoxid
entsteht als nach Applikation von Heptachlor-!*C, diirfte die Umwandlung von
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Heptachlor in Ratten zu dem 1-Hydroxiepoxid nicht nur iiber Heptachlorepoxid,
sondern auch iiber 1-Hydroxichlorden (V) erfolgen. Es ist anzunehmen, dass die
Bildung des 1-Hydroxichlordens aus Heptachlor langsam im Vergleich zur Weiter-
reaktion zum Hydroxiepoxid erfolgt, da 1-Hydroxichlorden .nicht nachgewiesen
werden konnte.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Radioaktivitdtsbestimmung . Zur R -Wert-Bestimmung der radicaktiven Zonen auf Diinnschichtplatten
oder Papierchromatogrammen wurden Methandurchflusszahler (Friescke und Hopfner, Berthold-
Scanner) benutzt. Die quantitative Messung der Radioaktivitdt in Ldsungen wurde ausgefiibrt in einem
Zweikanal-Liquid-Scintillationszahler, “Tricarb” Modell 3950 Packard Instrument Company, mit
Scintillator-Lasung aus 1000 ccm Dioxan, 100 ccm Methanol, 100 g Naphthalin, 77 g 2,5-Diphenyl-oxazol
und 033 g 1,4-Bis-[4-methy] 5 Phenyl-oxazol-(2)]-benzol.

Dimnschichtchromatographie. Sic wurde auf Kieselgel G mit den folgenden Laufmittelsystemen aus-
gefithrt : 1 Hexan, 11 Hexan/Benzol (8:2), III Hexan/Benzol (6:4), IV Benzol, V Benzol/Essigester (8:2),
VI Benzol/Essigester (7:3), VII Azeton, VIII Chloroform/Azeton (8:2), IX Diisopropylather. Gas-
chromatographie: Sie erfoigte nach mehrmaliger Diinnschichtchromatographie der radioaktiven Kom-
ponenten (Telodrin-Metabolit im Laufmittel VIII und IX, Heptachlor-Metaboliten im Laufmittel 1II und
VI) und Elution mit n-Hexan, im Gerat Aerograph 660, bzw. 1520, mit Elektronen-Einfang- und Flammen-
Tonisations-Detektor in Parallelschaltungen (Glass@ule 7 x 4" mit Chromosorb W 80-100 mesh + 5%
QF,, bzw. Chromosorb Q 80-100 mesh + 2%, DC 550; Tragergas N,50 ccm/min, Injektortemperatur
195°C, Detektortemperatur 190°, Sdulentemperatur 185°).

Intravenése Applikation. 0-3-0-5 ccm einer Lésung von Telodrin-[4C] (Spez. Aktivitat 8-9 mC/m mol)
bzw. Heptachlor-!*C (Spez. Aktivitit 8-6 mC/mmol) wurde in dic Schwanzvene injiziert.

Aufarbeitung der Faeces. Die Proben wurden in Methanol homogenisiert und kontinuierlich 24 Stunden
mit Methanol extrahiert. Nach Bestimmung der Gesamtaktivitit wurden die Proben durch Uberblasen
kalter Luft eingeengt und der Extrakt diinnschichtchromatographisch untersucht.

Untersuchung von Urin. Die Radioaktivitit im Urin wurde direkt mit dem Scintillationszihler gemessen.
Zur Untersuchung auf Metaboliten wurde der Urin mit Ather extrahiert.

Aufarbeitung der Organe. Nach Priparation der Kadaver wurden die Organe cinzeln in Methanol
homogenisiert und 24 Stunden kontinuierlich mit Methanol extrahiert. Fiir Fett- und Muskelgewebe
wurde mit Benzol statt Methanol extrahiert.

Hydrolyse des Metaboliten von Telodrin

Der sehr hydrophile Metabolit von Telodrin wurde nach folgenden Methoden hydrolysiert :

(a) 0-5 ug markierter Metabolit wurde bei Raumtemperatur eine Stunde mit 1 ml 60%iger HCIO,
behandelt. In der Kilte wurde mit 30%igem Kaliumhydroxid pH4 eingestellt und die Lsung dreimal mit
Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde wie beschrieben chromatographisch untersucht.

(b) Eine zweite Probe des Metaboliten wurde mit 1 ml Sn HC] in der Siedehitze behandelt. Nach der
Neutralisation mit KOH wurde bei pH4 mit Ather extrahiert und die &therische Lésung wie erwihnt
untersucht.
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