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The aspects of molecular-structure and biological conversion have been studied for 12 deriva-
tives of the endosulfan ether 1 [4, 5, 6, 7, 8, 8- hexachloro- 1, 3, 3a, 4, 7, 7a- hexahydro- 4, 7-
methanoisobenzofuran]. Adults of a normal house-fly strain (Musca domestica) have been used

in the assay.

Derivatives of 1 monosubstituted in position 1 are found to be converted substantially faster
than products disubstituted in position 1 and 3, respectively. Metabolism is inhibited for all
compounds studied after application of piperonyl butoxide as a synergist. Besides proving that
on oxidative metabolism has to be discussed and in fact could be proved for some derivatives,
the intrinsic toxicity of the compounds studied shows up under these conditions. Some derivatives
known to be metabolites of the pesticide Endosulfan® show a high intrinsic toxicity to house-

flies if the oxidative metabolism is inhibited.

Einleitung

Es ist heute allgemein bekannt!2, dafl der oxydative
Metabolismus (= Hydroxylierung) von Insektiziden
durch Methylendioxyphenyl-Derivate (Sesamex, Pi-
peronylbutoxyd) stark herabgesetzt, wenn nicht sogar
blockiert wird, da Methylendioxyphenyl-Verbindun-
gen den fiir den oxydativen Metabolismus verantwort-
lichen mikrosomalen polyfunktionellen Oxygenasen23
als alternatives Substrat zu den Wirkstoffen dienen.

Da nach bisherigen Ergebnissen der Untersuchung
des Metabolismus verschiedener Cyclodien-Insekti-
zide37 eine Hydroxylierung durch polyfunktionelle
Oxygenasen in 1- und 3-Stellung von I als
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ein bevorzugter Abbaumechanismus angesehen werden
muf}, sollten Substituenten in diesen Positionen sich
hemmend auf die Umwandlung auswirken.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. K. BalrL-
SCHMITER, Institut fiir Anorgan. Chemie und Analytische
Chemie der Johannes Gutenberg-Universitit, D-6500 Mainz,
Joh.-Joachim-Becher-Weg 24.

Andererseits sollte eine Hemmung der mikroso-
malen polyfunktionellen Oxygenasen durch Methylen-
dioxyphenyl-Verbindungen Riickschliisse auf die Be-
teiligung dieser Enzyme am Abbau zulassen!. Zugleich
ist zu erwarten, dafl durch die Blockierung des Wirk-
stoffabbaus Aussagen zur eigentlichen Toxizitit (in-
trinsic toxicity) der untersuchten Verbindungen még-
lich werden. Ergebnisse dieser Art sind besonders des-
wegen interessant, weil fiir eine Reihe von Cyclodien-
Insektiziden Derivate von 1 als Metabolite auftre-
ten%7.

Als Pestizid-Synergist setzten wir in unseren Unter-
suchungen Piperonylbutoxyd (= PBO) (II) ein.- Ins-
gesamt verfolgten wir den Ablauf des Abbaus von 13
verschiedenen, strukturell hnlichen Cyclodien-Insek-
tiziden ohne und mit Zusatz von Piperonylbutoxyd.
Tab. I gibt eine Ubersicht iiber die eingesetzten Ver-
bindungen.

Konfiguration und Konformation aller in der Ar-
beit untersuchten Derivate von 1 wurden bereits zum
Teil schon von RIEMSCHNEIDER21:22 untersucht, der ge-
zeigt hat, dal Hexachlorbicyclo [2.2.1]-hept-5-en-
Derivate der cis-endo-Reihe angehdren, was durch
TH-NMR-spektroskopische Messungen bestitigt wer-
den konnte23a-25,

Die in 1-Stellung mono- bzw. in 1.3-Stellung disub-
stituierten Derivate von 1 tragen ihre Substituenten
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Tab. I. a R H Ubersicht iiber die eingesetzten Hexachlorbicyclo [2.2.1] hept-5-en-Derivate.
c/
al SN
1-11 o]
Lo | A C/
Cl R; “H
Verbindung R: R» Fp. [°C] Synthese Struktur
Lit. Lit.
1 H H 226 8 9
2 H Cl 89 10 9
3 H OH 235 11,12 9
4 H OCHj3 94 12,13
14, 15
5 H OCgHs 97 12, 13, 14, 15
6 H OCOCH3 129 12 9
7 F F 181—82 14
8 Cl Al 122—23 14, 16, 17 9,13
9 OCHj3 OCHj3 166 14 9,13
10 OCqHs OCqHs 77 14 13
11 OCOCH3 OCOCH3 168 13, 14 13
12 0 260—63 11, 18
cl /
Cl H i1
0
H H
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den Wasserstoffatomen an Kohlenstoff 3a und 7a
gleichgerichtet?13.20 (sieche III). Den wenigen nicht
untersuchten Verbindungen wurde eine analoge Kon-
figuration zugeordnet.

Experimenteller Teil

Versuchstiere, Applikation, Aufarbeitung

Es wurden adulte Tiere des Normalstammes von
Musca domestica, die 1 bis 10 Tage alt waren, ver-
wendet. Die Tiere wurden bei Temperaturen von
27-30 °C gehalten und mit Zuckerwasser gefiittert.

Bei Versuchsbeginn wurden die Fliegen mit CO,
narkotisiert und nach der Wirkstoff-Applizierung an-

schliefend in ein Sammelgefil iiberfithrt, das als
Aufenthaltsort fiir 0, 2, 5, 10 und 24 Stdn. diente.
Bei den Versuchen wurde stets mit 20 Fliegen pro Ver-
suchsansatz gearbeitet.

Die Wirkstoffe wurden in Aceton gelost und mit
Hilfe von 1 ul-, 2 ul- oder 5 ul-,Microcaps“®* auf den
dorsalen Teil des Thorax aufgebracht. Die applizierte
Wirkstoffmenge je Fliege richtete sich dabei nach der
Giftigkeit der betreffenden Verbindung und bewegte
sich inzwischen 0,01 ug bei 8 und 0,5 ug bei 1. Zur
Bestimmung der verbliebenen Wirkstoffmenge wurden
die Fliegen mit 5 ml Toluol iibergossen und mit Hilfe
eines Glasstabes unter Verwendung von etwas Na,SO,
(wasserfrei) fein zerrieben. Der Toluolextrakt wurde
ohne weitere Reinigung gaschromatographisch unter-
sucht.

Da es galt, in den Synergismus-Versuchen den Syner-
gisten in seiner optimalen Wirksamkeit kennenzu-
lernen, wurden die fiir Piperonylbutoxyd von BROOKs
und HARRISON?® ermittelten Bedingungen beriicksich-
tigt, was bedeutete, dafl der Synergist immer 1 Stde.

* Made in USA by Drummond Scientific Co.
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vor Applizierung der jeweiligen Cyclodien-Insektizide
eingesetzt wurde, und zwar stets 5ug Piperonylbu-
toxyd in 1 ul Aceton geldst auf den dorsalen Teil des
Thorax der Fliege.

Durch Vergleich der Ausfallziffern an Fliegen zwi-
schen dem Versuch ohne und dem entsprechenden mit
Zusatz von Piperonylbutoxyd konnte bereits qualita-
tiv auf ein Vorliegen oder Nichtvorliegen einer syner-
gistischen Wirkung geschlossen werden, was dann
quantitativ analytisch zu untermauern war.

Als ,tot“ (siche Fliegenausfall) wurden entspre-
chend der Praxis bei LD,,-Bestimmungen alle Fliegen
bezeichnet, die in Riickenlage liegen, ohne Riicksicht
darauf, ob Exitus schon eingetreten ist oder nicht,
d. h. alle Fliegen in reversibler und irreversibler
Riickenlage.

Gaschromatographie

Gaschromatograph: Becker-Delft-Gerit Modell-Typ
409 mit einer Glassiule und 8Ni-Elektronen-Einfang-
Detektor.

109

Trigergas: Mischung aus Argon und 5%/ Methan.

Sdule: 2% Propylnitrilmethylphenylsilikonkaut-
schuk (OV-225) auf Anakrom ABS; 110-120 mesh;
Glas Duran 50; innerer Durchmesser 2,5 mm, Linge
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Abb. 1. Abbau von cuticular applizierten Hexachlorbicyclo
[2.2.1] hept-5-en-Derivaten in Fliegen nach angegebener
Zeit in 9, applizierter Menge.

Tab. II. Untersuchte Hexachlorbicyclo [2.2.1] hept-5-en-Derivate. Bestimmung von: Abbau (A) in 9, applizierter Menge ;
Abbauhemmung (H) nach Gabe von Piperonylbutoxyd (PBO) (ug(mit PBO) — M&(ohne PBO)/UE(gesamt)) in 9, ; Fliegen-
ausfall (Riickenlage) ohne PBO in 9, (L); Fliegenausfall (Riickenlage) mit PBO in 9%, (Lygo).

[9%] [Stdn.] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11. 12 13
é 2 55 26 33 23 29 15 —* — — — — 81 66
B 5 8 16 15 5 15 7 — - — — — 51 29
A 10 2 4 10 1 4 3 33 53 8 20 16 24 12
U 24 <0,1 0,5 T <0,1 2 8 | 33 50 4 5 7 22 4

(A)

H 2 24 47 26 45 41 33 — — — — — 9 11
E 5 67 19 31 42 39 15 — — — — — 33 39
M
M 10 44 12 9 35 45 6 — — 51 39 1 38 44
U
N 24 24 8 2 25 40 0,5 — — 38 50 1 13 43
G

(H)

L 2 0 0 0 10 0 0 —_ e —_ — — 5 15
E 5 0 0 0 10 0 0 - — —_ —_ — 5 5
T

A 10 20 0 0 25 0 0 100 100 75 0 5 5 0
L 24 0 0 0 35 0 0 100 100 85 0 0 0 0

L)

L 2 0 10 0 20 0 0 — — — — — 5 15

E 5 35 50 0 20 0 0 —_ — — —_ — 20 40

T

A 10 55 60 0 35 25 0 — — 85 10 30 15 85

L 24 20 920 5 80 25 0 — —_ 95 30 15 40 95
(LpBo)

* — — Nicht gemessen.
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Abb. 2. Abbauhemmung (ug(mn PBO)' — U8(ohne PBO)/

Ug(gesamt)) in % von cuticular applizierten Hexachlor-

bicyclo [2.2.1] hept-5-en-Derivaten in Fliegen nach vor-

heriger Applikation des Synergisten Piperonylbutoxyd
(PBO).

1 m. Sdulenofen: 200 °C; Einspritzblock: 200 °C;
Detektor: 300 °C; Retentionszeit (Aldrin): 1,16 min.

Diskussion

Abban der Hexachlorbicyclo [2.2.1] hept-5-en-
Derivate

Alle 13 untersuchten Verbindungen werden von
Fliegen umgewandelt. Hinsichtlich der Abbauschnel-
ligkeit lassen sich die Verbindungen 1 bis 13 in fol-
gende Gruppen einteilen, Tab. II und Abb. 1:

Gruppe A:
Sehr schneller Abbau; nach 24 Stdn. Abbau bis auf
ca. 19 der Ausgangsverbindung: 1, 2, 4, 5, 6.

Gruppe B:
Schneller Abbau; nach 24 Stdn. Abbau bis auf 4-7%/o
der Ausgangsverbindung: 3, 9, 10, 11, 13.

Gruppe C:
Langsamer bis sehr langsamer Abbau; nach 24 Stdn.
Abbau bis auf 20-50% der Ausgangsverbindung:
7,8, 12.

In Gruppe A befinden sich nur Monosubstitutions-
produkte, d. h. Verbindungen, die nur in 1-Stellung
von grofleren Substituenten besetzt sind. Diese Sub-
stanzen sind also in 3-Stellung einer Hydroxylierung
sehr leicht zuginglich, was ihren schnellen Abbau hin-
reichend erklart.

In Gruppe B und C befinden sich iiberwiegend
Disubstitutionsprodukte, d. h. Verbindungen, die in
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1- und 3-Stellung von grofleren Substituenten besetzt
sind. Hier ist die Hydroxylierung in 1- bzw. 3-Stel-
lung behindert, was den verhiltnismiflig langsamen
bis sehr langsamen Abbau verstehen lifit.

Verbindung 13 = Alodan®, die hinsichtlich ihrer
Abbauschnelligkeit gewissermaflen zwischen Gruppe A
und B vermittelt, kann auf Grund der erhohten Be-
wegungsmoglichkeit der Chloratome an den Methylen-
gruppen2® sowohl als Mono- als auch als Disubstitu-
tionsprodukt aufgefaflt werden.

Ungeniigend in das aufgezeichnete Konzept passen
lediglich die Verbindungen 3 und 12, die ebenfalls
als Monosubstitutionsprodukte aufgefafit werden kon-
nen, hinsichtlich ihrer Abbaurate allerdings zu Grup-
pe B bzw. zu Gruppe C zu zihlen sind.

Infolge des bereits stark polaren Charakters dieser
Verbindungen ist eine geringe Penetrationsgeschwin-
digkeit durch die Insekten-Kutikula nicht ausge-
schlossen, ja sogar wahrscheinlich. Dadurch ist eine
Verzerrung der Abbaugeschwindigkeit leicht méglich.

Abbauhemmung der Hexachlorbicyclo[2.2.1]
hept-5-en-Derivate

Eine Hemmung des Abbaus nach Gabe von Pipero-
nylbutoxyd (PBO) ist bei allen untersuchten Verbin-
dungen festzustellen. Hinsichtlich des Ausmafles dieses
synergistischen Effekts lassen sich die Verbindungen
1 bis 13 in folgende Gruppen einteilen:

Die Verbindungen sind nach steigender Abbau-
hemmung, definiert als wiedergefundene Menge ap-
plizierter Substanz nach Gabe von PBO minus wieder-
gefundene Menge applizierter Substanz ohne PBO
pro gesamter applizierter Menge in /o, angeordnet,
Tab. II.

Gruppe A:
Uber 24 Stdn. sehr grofler synergistischer Effekt;
nach 24 Stdn. Abbauhemmung von 13-50%: 1, 4,
5,9,10, 12, 13.

Gruppe B:
Anfinglich grofler synergistischer Effekt, dann stark
nachlassend; nach 24 Stdn. Abbauhemmung 0,5-8%/o:
2,3,6.

Gruppe C:
Synergistischer Effekt dauernd gering; Abbauhem-
mung vernachlidssigbar: 11.

Unterschiede im Ausmafl der Hemmung koénnen a
auf unterschiedlichem Anteil der Oxygenasen am
Abbau oder b auf unterschiedlicher, strukturbedingter
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Substrat-Enzym Affinitdt im Sinne der kompetitiven
Hemmung beruhen. Da die Versuchsanordnung kom-
plex ist, kénnen beziiglich der Abbaugeschwindigkeit
nur qualitative Aussagen gemacht werden.

Die anfinglich hohe Abbauhemmung (2.-5. Stde.)
der Monosubstitutionsprodukte 1 bis 6 unterstreicht
deutlich, dafl, wie fiir 1 nachgewiesen, eine Hydroxy-
lierung als der erste Abbauschritt anzunehmen ist. Be-
merkenswert ist der unterschiedliche Abfall der Hem-
mung durch PBO, die Monosubstitutionsprodukte sind
gleichermaflen in Gruppe A und B vertreten.

Die Abbauhemmung durch PBO war fiir die Ver-
bindung 12, einem cyclischen Lakton, der erste Hin-
weis dafiir, dafl ein oxidativer Abbau vorliegen
konnte. Ein cyclisches Hydroxy-Lakton konnte als
Metabolit von 12 nachgewiesen werdens.

Es fillt auf, dafl die Kurven der Abbauhemmung
bei den Verbindungen 1, 3, 12 und 13 ein Maximum
durchlaufen. Da auf Grund der unterschiedlichen Po-
laritdt die Penetrationsrate dieser Verbindungen sich
sehr stark unterscheiden sollte, mufl dies auf einen
Struktureffekt zuriickzufiihren sein.

Intrinsic-Toxizitit der Hexachlorobicyclo[2.2.1]
hept-5-en-Derivate

Ein Vergleich zwischen den Fliegenausfillen des
Synergismus-Versuches mit denen des Normalver-
suches (Tab. II) geben bei Berticksichtigung der ein-
gesetzten Insektizid-Menge erste wertvolle Hinweise
auf die Intrinsic-Toxizitit der entsprechenden Verbin-
dung, als es einfache Giftigkeitsuntersuchungen ohne
Zusatz eines Synergisten vermogen.

Die Grofle der Intrinsic-Toxizitdt betreffend schi-
len sich hierbei aus dem Spektrum der untersuchten
Verbindungen 3 Gruppen heraus, die wie folgt zu
charakterisieren sind:

Die Verbindungen sind nach fallender Intrinsic-
Toxizitit angeordnet (siche Tab. II).

Gruppe A:
Auflerordentlich grofle und sehr grofle Intrinsic-
Toxizitat: Verbindungen 8, 7, 2, 4, 9, 13.

Gruppe B:
Gewisse bis betrichtliche Intrinsic-Toxizitit: Ver-
bindungen 1, 5, 10, 12, 11.

Gruppe C:
Nicht nachweisbare Intrinsic-Toxizitit: Verbindun-
gen 6, 3.

Mit Ausnahme der Verbindungen 6 und 11 hat auch
diese Zusammenfassung mit der vorhergehenden Grup-

peneinteilung gemeinsam das Phinomen, daff sich
entsprechende Mono- und Disubstitutionsprodukte ein
und derselben Gruppe angehéren. Dies unterstreicht
die bekannte Tatsache, daff bei Hexachlorbicyclo
[2.2.1)-hept-5-en-Derivaten den Substituenten in 2-
und 3-Stellung fiir die hohe oder niedrige insektizide
Wirkung einer Verbindung entscheidende Bedeutung
zukommt.

Im ibrigen vermag die Kenntnis der Intrinsic-
Toxizitit und der Abbaurate einer Verbindung zum
Verstindnis ithrer Wirksamkeit entscheidend beizu-
tragen. So haben die Verbindungen 7 und Telodrin 8
eine auflerordentlich hohe Toxizitit und ihr Abbau
ist sehr langsam. Das garantiert eine hohe Fliegen-
totende Wirksamkeit.

Die Verbindungen 2, 4 und 13 haben eine sehr
grofle Intrinsic-Toxizitdt, ithr Abbau verlduft aller-
dings sehr schnell, was eine geringe Fliegen-tStende
Wirksamkeit zur Folge hat. Wird ihre Abbauschnellig-
keit dagegen von Piperonylbutoxyd gebremst, so kann
die hohe Intrinsic-Toxizitit der entsprechenden Ver-
bindung ins Spiel gebracht werden, was dann eine
grofle Wirksamkeit mit sich bringt.

Bei der Verbindung 12, einem Lakton, das als po-
larer, lipophiler Metabolit beim Abbau der Insekti-
zide Endosulfan, Telodrin (8) und Alodan auftritt$5,
ist trotz langsamen Abbaus eine erhebliche Intrinsic-
Toxizitit erst nach Gabe des Synergisten festzustellen.
Eine Erklirung dieser Beobachtung durch Konzen-
trationsanstieg von 12 ist demnach nicht mdglich, eher
erscheint die Annahme eines toxischen Metaboliten
von 12 berechtigt.

Die Untersuchungen zeigen, dafl relativ einfache
molekulare Strukturmerkmale ein vergleichbares bio-
logisches Verhalten (Abbau, Toxizitit) von Hexa-
chlorbicyclo [2.2.1] hept-5-en-Derivaten bewirken.
Dazu lassen sich mit gezielten Enzymhemmungen z. B.
durch Piperonylbutoxyd interessante Aspekte der In-
trinsic-Toxizitdt herausstellen.

Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft, Bonn-Bad Godesberg, und von der Stif-
tung Stipendien-Fonds des Verbandes der Chemischen
Industrie e. V., Frankfurt, gefordert.
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