daB sich mit Herrn Dr. Klever und dem von ihm geleiteten
Teil der Redaktion eine intensive und harmonische Zu-
sammenarbeit entwickelt hat, so daB die beiden Redak-
tionen, trotz getrennter Arbeitsstitten, ihre Aufgaben voll
erfiillen konnten und erfiillen, obgleich die Arbeitsbela-
stung durch die starke Umfangserweiterung in der letzten
Zeit ungewdhnlich groB geworden ist.

Zur Bearbeitung in wissenschaftlichen Fragen steht dem
Herausgeber ein Beirat aus den Herren Brockmann
(Gbttingen), Franck (Berlin), Klemm (Miinster), Langen-
beck (Halle), Thilo (Berlin) und Winnacker (Frankfurt-
Main-Hbéchst) zur Seite. Dieser hat 1950 in einer Sitzung
in Berlin mit dem Herausgeber bzw. den Chefredakteuren
die allgemeinen Richtlinien noch einmal durchgesprochen.

Fiir die allgemeinen Fragen der Herausgabe des Zentral-
blattes sind zustdndig: 1.) Das auf Veranlassung der Ge-
sellschaft Deutscher Chemiker und der Akademie der Wissen-
schaften 2u Gitlingen eingesetzte Kuratorium mit den
Herren: Bayer (Leverkusen), Brockmann (Gottingen),
Klemm (Miinster) und Schmidi (Berlin). 2.) Der Wissen-
schaftliche Beirat der Deutschen Akademie der Wissen-
schaften zu Berlin, insbesondere die Herren Franck und
Thilo (Berlin).

Seit dem Jahre 1950 hat das Chemische Zentralblatt
seine alte Kraft wiedergewonnen dank der Initiative von
Personlichkeiten beider Teile Deutschlands, denen es ge-
lang, die schwierige Aufgabe des Zusammenschmelzens
zu Nutz und Frommen und Gedeihen des alten deutschen
Kulturgutes durchzusetzen.

Es ist zu hoffen, da8 die seit 1945 gemachten Anstrengun-
gen nicht umsonst gewesen sind, und daB dieses in aller
Welt geschiatzte Werk nicht wirtschaftlichen Gesichts-
punkten zum Opfer féllt. Eine deutsche Kulturarbeit und
ein deutsches Kulturwerk iiberdauerte Generationen und
zwei Weéltkriege und war Vorbild fiir viele dhnliche Ein-
richtungen auf dem Gebiete der Dokumentation im In-
und Ausland. Bestand nun nicht oft die bange Frage:
wird dieses vorbildliche Werk i der Not der Zeit wie ein
entlaubter Stamm neue Triebe als Zeuge deutscher Wert-
arbeit entfalten, oder wird es dem sic transit gloria mundi
anheimfallen und damit nicht mehr der Gegenwart, son-
dern der Geschichte angehdren? Es scheint die zuversicht-
liche Hoffnung berechtigt, daB das redliche Bemiihen und
die sorgfaltige Arbeit aller an diesem Werk Beteiligten wie-
der zur endgiiltigen Anerkennung desselben fiihren wird.

Seit dem Jahre 1950 wird das Chemische Zentralblatt
durch eine enge Zusammenarbeit des Akademie-Verlags
und des Verlags Chemie herausgegeben im Auftrage der
Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, der
Akademie der Wissenschaften zu Gottingen und der Ge-
sellschaft Deptscher Chemiker, zu denen im Jahre 1953
noch die Chemische Gesellschaft in der Deutschen Demo-
kratischen Republik hinzugetreten ist. Es ist dies ein
Zeichen groBen Verstindnisses fiir die Bedeutung dieses
von unseren Vitern {ibernommenen Dokumentationswer-
kes fiir die Wissenschaft.

Eingeg. am 20. November 1953 [A 607]

ZumWirkungsmechanismus moderner synthetischer Insektizide

Von Prof. Dr. F. DUSP IV A, Heidelberg
Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fir Obstbau

Sowohl im Stoffwechselgeschehen als auch im Nervensystem der Insekten konnten Wirkungsstellen

von Insektiziden gefunden werden. Besonders eingehend werden die Wirkungsmechanismen der

Phosphor-haltigen Verbindungen und die Chlorkohlenwasserstoffe behandelt. Anscheinend wird in

einigen Fillen erst im Insektenkdrper das Insektizid zur eigentlich toxischen Verbindung umgesetzt,

doch sind auch Fille beobachtet worden, in denen Insektizide in harmlosere Substanzen umgewandelt
werden; in diesem Zusammenhang werden auch Resistenzfragen diskutiert.

Mit der Entdeckung der insektiziden Wirkung von p,p’-
Dichlor-diphenyl-trichlordthan (DDT) vor ungefdhr 10
Jahren) wurde eine Entwicklung eingeleitet, die zu groBen
Erwartungen AnlaB gab. Dem DDT gesellten sich in
schneller Folge weitere Stoffe zu, von denen hier nur. vy-
Hexachlorcyclohexan (y-HCH) und die Insektizide aus der
Reihe der organischen Phosphorsaure-Verbindungen ein-
gehender betrachtet werden sollen. Aus der breiten An-
wendung dieser Insektizide im Obst-, Wein- und Hopfen-
bau, auf den Riiben- und Kartoffelfeldern, in den Stéllen
zur Fliegenbekdmpfung und auf den Fluren zur Abwehr
krankheitstibertragender Insekten ergaben sich bald ge-
wisse Grenzen in ihrer -Wirksamkeit sowie Gefahren bei
ihrer Anwendung?), die die Notwendigkeit einer biochemi-
schen Untersuchung ihrer Wirkungsweise nahelegten. Der
praktische Gebrauch von Insektiziden fiihrt zu aufleror-
dentlich komplexen Problemen. Bei der Anwendung von
Insektiziden im Pflanzenschutz werden nicht weniger als
4 biologische Systeme betroffen: der Schadling, die Pflan-
ze, die Biozonose (darunter auch die Honigbiene) und der
Mensch.

1y P. Lduger, H. Martin u. P. Milller, Helv. chim. Acta 27, 892 [1944].
?) P, Minchberg, Z. angew. Entomol. 32, 317 [1951].
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Einen wesentlichen AnstoB zur Bearbeitung des Wir-
kungsmechanismus insektizider Stoffe ergab die iiber-
raschende Beobachtung, da DDT schon bald nach dem
GroBeinsatz zur Fliegenabwehr nach anfinglich guter Wir-
kung versagte. Es ist heute so gut wie sicher, daB sich
Fliegen an die regelmagige Behandlung ihres Wohnraumes
mit DDT und auch anderen Insektiziden anpassen kdnnen
und eine Resistenz erwerben. DDT-resistente Stimme
der Stubenfliege sind erstmalig aus Schweden und Déne-
mark bekannt geworden und sind heute besonders in L&n-
dern mit einer gixt gefithrten Landwirtschaft weit verbrei-
tets. 4. 5). In Korea wurde 1950 erstmalig auch ein Ver-
sagen von DDT bei der Bekdmpfung der Kleiderlaus (Pe-
diculus humanus corporis) beobachtet. Auch hierbei han-
delt es sich um eine echte Resistenz®). Die Tatsache, daB
Insekten nicht allein gegen DDT, sondern auch gegen an-
dere Insektizide resistent werden koénnen, berechtigt zu
ernsten Sorgen, ob die anfangs so vielversprechende Ent-
wicklung auch in Zukunft einen Erfolg verbiirgt. Manche

3) R. Wiesmann, Mitt. Schweiz, Entomol, QGes, 20, (5), 484 [1947).

%) R. Wiesmann, Ergebn. d. Hygiene, Bakteriol., Immunitdtsforsch.
exper. Therapie 26, 46.[1949].

5y H. A. V. Monro, Anz. Schadllngskunde 24, 130 [1951].

%) G. W. Eddy, J. econ. Entomol. 45, 1034 [1952].
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Insektenarten sind von Natur aus gegen gewisse Insek-
tizide resistent. So ist bekannt, daB DDT gegen Heu-
schrecken praktisch wirkungslos istt: 7). Im Obstbau fallt
der deutliche Anstieg der Spinnmilbenpopulation als
Folge einer DDT-Behandlung auf. Die Ursache ist in
einem verwickelten Wechselspiel zahlreicher Faktoren zu
suchen, die biochemischer, biologischer und &kologischer
Natur sind®). Die Praxis stellt die Forderung nach einer
sicheren Wirksamkeit gegen Schadinsekten und geringen
Toxizitdt gegen Menschen, Haustiere und Bienen.

Alle diese Fragen drdngen nach einer vergleichend bio-
chemischen Bearbeitung des Problems. Das weit ver-
zweigte, z. T. noch sehr mangelhaft aufgeklirte Zusammen-
spiel der zahlreichen Faktoren sowie die bereits unabseh-
bare Literatur machen eine vollstindige Behandlung der
einschlagigen Fragen unméglich. Es kann daher im fol-
genden nur versucht werden, einige der wesentlichsten Fra-
gen zu formulleren und die wichtigsten Ergebnisse zu
skizzieren, ohne dabei den Anspruch auf Vollstandigkeit
zu erheben.

1. Der Angriffspunkt der Insektizide im Insekt

Das Vergiftungsbild® 1°) spricht gegen eine allge-
meine Schadigung des Zellstoffwechsels. In die gleiche
Richtung deutet eine Beobachtung von Bodensteinl!), daB
Imaginalscheiben aus Drosophila-Larven, die 20 h unter
der Einwirkung von DDT gestanden haben, in unbehan-
delte Larven implantiert, normal weiterleben. Heute ist
allerdings bekannt, daB die Larven der Dipteren (Zwei-
fliigler) in besonders ausgiebiger Weise DDT zu entgiften
vermaogen.

Nach der Latenzphase, der Zeit, die der Wirkstoff
braucht, um an den Wirkort vorzudringen, je nach Appli-
kation, Wirkstoffmenge und Resistenz des Versuchstieres
mindestens 10—15 min bis zu mehreren Stunden, setzt die
Exzitationsphase ein. Die erste unmittelbar sichtbare
Reaktion auf simtliche Kontaktinsektizide ist eine Sti-
mulation der spontanen Beweglichkeit. Sie duBert sich in
einer zunehmenden Unruhe, vermehrten Putzbewegungen
u. dgl. sowie in einer Neigung zum Fliegen. Die anschlie-
Bende Phase der Koordinationsstérungen ist durch
das Auftreten von Tremor, Spasmen und Lihmungser-
scheinungen charakterisiert. Laufstérungen treten nur
bei schnellen Fluchtbewegungen, nicht bei langsamem
Gang auf. Auch komplizierte Putzbewegungen sind noch
mdglich, verlaufen aber mit groBem BewegungsiiberschuB.
In spéateren Stadien der Vergiftung werden die Symptome
schwerer. Die Tiere fallen infolge von Koordinationssto-
rungen auf den Riicken; schlieBlich gelingt der Umkehr-
reflex nicht mehr.

Nach einer DDT-Vergiftung ist bei Stubenfliegen im Sta-
dium der Riickenlage ein ununterbrochener Tremor an den Tarsen
(FuBglieder), den Tibien (Unterschenkeln), am Abdomen (Hin-
terleib) und Riicken festzustellen. Die Fliigelhaltung bleibt nor-
mal. Die Beine sind nicht verkrampft. Charakteristisch ist der
Autotremor der Beine, der auch nach Abtrennung vom Karper
weitergeht?).

Bei der y-HCH-Vergiftung f4llt schon friihzeitig eine Sto-
rung in der Thorakalmuskulatur (Brust) auf, die zu einer abnor-
men Fliigelhaltung fithrt. Die Fliigel werden in der Rubehaltung
héufig ventral umgeklappt. Schwirrende Bewegungen in der
Riickenlage sind hiufig. Der Beintremor findet mit verkrampft
an den Korper angezogenen Beinen statt. Ein Auto@re'mor der
Beine kommt nicht vor?).

Bei der Parathion (E 605)-Vergiftung beobachtet man an

den Stubenfliegen im Stadium der Riickenlage einen anhaltenden
Beintremor mit gestreckten Beinen. Die Fliigelhaltung ist nor-

) R. W:esmann Z. Pflanzenkrankh. Pflanzenschutz 58, 161 [1951].

') D. W. Davis, J. econom. Entomol. 45 1011 [1952].
%) H. H Verxnger Pharmazie 4, 165 [1949].

30y H. Fritsch, Blol. Zbl. 77, 512 [195

11 D, Bodenslem Biol. Bull. 90, 148 [1946]
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mal, schwirrende Bewegungen kommen vor. Isolierte Extremi-
tdten zeigen nur manchmal einen kurzen Autotremor?).

Nach langerer Gifteinwirkung nehmen die Bewegungs-
reaktionen allméhlich an Heftigkeit ab, schlieBlich erlischt
die Bewegung. Spastische Kontraktionen, vor allem der
Abdomalmuskulatur, beherrschen hun das Vergiftungsbild
(adynamische Phase). Die auffallende Hyperaktivitat
und die Koordinationsstérungen in den frithen Phasen des
Vergiftungsvorganges haben zu der weit verbreiteten Auf-
fassung gefiihrt, daB die Kontaktinsektizide ,,Nerven-
gifte* seien, d. h. ihr Angriffspunkt in das Nervensystem
der Insekten verlegt werden mu8,

Eine Vergiftung von Insekten durch Kontaktinsektizide
auBert sich jedoch nicht nur in einer Stérung des neuro-
muskuldren Systems, sondern wirkt sich vor allem auch
im Wasserhaushalt aus. Unbehandelte Insekten ver-
lieren aus einer Wunde (Amputation eines Fiihlerendglie-
des) nahezu keine Hamolymphe. Im Anfangsstadium einer
Vergiftung mit DDT oder E 605 tritt das Blut in Tropfen
aus, was fiir eine Erhdhung des Hiamolymphedruckes
spricht!?). In einem nur wenig spiteren Vergiftungssta-
dium flieBt kein Blut mehr aus. In der kurzen Zeit vom
Ende der Latenzphase bis zum Anfang deutlicher neuro-
muskuldrer Stdrungen hat sich eine bedeutende Verla-
gerung von Wasser aus der Hamolymphe iiber die Speichel-
driise und das Mitteldarmepithel in den Verdauungskanal
hinein vollzogen!?). Bei Raupen von Dendrolimus pini L.
sinkt wahrend einer Parathion-Vergiftung der Wasserge-
halt des Blutes von 88 auf 569, ab!?)., Blutfermente und
Farbstofftrager werden hierbei angereichert, was fiir eine

~ selektive Ausscheidung einzelner Bestandteile der Hi-

molymphe — des Wassers — spricht!?). Es erhebt sich die
Frage, wo der primire Angriffspunkt im Insekt liegt.
Fritscht®) hélt die unter dem EinfluB der Insektizide auf-
tretende spastische Kontraktion der Abdominalmuskula-
tur und den damit verbundenen stark erhéhten Himolym-
phedruck fiir die Ursache der Fliissigkeitsverlagerung, die
demnach als eine Art von hemmungsloser Diurese aufzu-
fassen wiére. Jochum'®) betrachtet dagegen den Schwund
an Korpertliissigkeit als die primare Folge der Vergiftung:
Die abnormen nervésen Erscheinungen und der Tod wiir-
den durch den Schwund an Blutfliissigkeit und nicht durch
eine direkte Einwirkung der Gifte auf die Nervenzelien
verursacht. Es ist erwiesen, daB Kontaktinsektizide auch
einen direkten EinfluB auf das neuromuskuldre System
ausiiben konnen. An einem isolierten Ganglien-Muskel-
Praparat vom Gelbrandkiafer (Dyfiscus marginalis) lassen
sich vom Ganglion aus mit DDT, y-HCH und E 605 Be-
wegungsvorginge in der zugehdrigen Muskulatur auslo-
sen0. 1%, 14) Nach einer DDT-Behandlung des Ganglion
(Schwellenwert 10-%) resultieren anhaltende frequente
Beugungen und Streckungen, nach einer E 605-Gabe
(Schwellenwert 10-8) tritt zuerst eine motorische Erregung
auf vom normalen Bewegungstyp (Atmungsbewegung), die
nach und nach in einen Dauerspasmus iibergeht. Die y-
HCH-Wirkung ist anfangs der des DDT sehr dhnlich, geht
aber bald in einen Bewegungstyp iiber, der aus Spasmen
und Einzelzuckungen gemischt ist. Nach der Resektion
des Ganglions folgt in allen Fillen ein sofortiger Stillstand
der Abdominalbewegungen und ein Tonusverlust, Wird
in das Abdomen solcher stillgelegter Priparate E 605 oder
y-HCH injiziert, so tritt keine neuerliche Erregung oder
Kontraktur ein, aber DDT erzeugt ab 2.10-¢ im Abdomi-
nalmuskel erneut rhythmische Kontraktionen, oft auf er-
hohter Tonusbasis!?). Es diirfte heute keinem Zweifel mehr

19) Fr, ochum, Z. Pflanzenkrankh, Pflanzenschutz 60, 354 [1953].

13) H. Fritsch u. H. Krupp, Naunyn- Schmiedebergs Arch. exp.
Pathol, Pharmakol 214, 227 [1952].

) H. Krupp, L. Lendie u. K. Stapenhorst, ebenda 275, 443 [1952].
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unterliegen, daB allein dem DDT neben einem zentralen
auch ein peripherer Angriff zukommt. Hierfiir spricht
vor allem auch der Autotremor des Fliegenbeines, der an
einem isolierten Bein nach Aufbringen einer DDT-Losung
hervorgerufen werden kannt. 7. 15, 16,17, 18)  Aych im
ganglienlosen Abdomen von Drosophila-Imagines bewirkt
eine Injektion von DDT stundenlang anhaltende Kon-
vulsioneni!). Das Zustandekommen eines Beintremors mit
geringen DDT-Mengen etfordert hingegen eine intakte
anatomische Struktur, die aus der lateralen Hailfte des

Bauchganglions mit den zugehdrigen Beinnerven und den’

ibrigen peripheren Strukturen, wie Sinnesorganen, sen-
siblen Nerven, motorischen Nerven und Nervendplatten
besteht. Eine Resektion des Ganglions, eine Durchschnei-
dung der Beinnerven oder eine synaptische Blockierung
des Ganglions mittels Nicotin sistiert den Beintremor so-
fortle. 20), Es steht also fest, daB Kontaktinsektizide di-
rekt am Nervengewebe angreifen kdnnen. Ob sie aber
auBerdem die Permeabilitat sekretorischer Epithelien be-
einflussen und ob beiden Vorgéangen derselbe Mechanismus
zugrunde liegt oder ob der mit der Vergiftung verbundene
Fliissigkeitsverlust eine Folge nervds induzierter spastischer
Kontraktionen der Abdominalmuskulatur ist, 148t sich
noch nicht entscheiden. Nach einer Parathion-Gabe gehen
parallel mit dem Fliissigkeitsverlust mancherlei andere
Verdnderungen in der Zusammensetzung des Blutes vor
sich. So steigt der pg-Wert des Blutes von Seidenraupen
von 6,8 auf 7,11, der py-Wert des Darmsaftes fallt da-
gegen von 9,7 auf 7,6!2). Nach Beobachtungen von Stfern-
burg und Kearns®') haufen sich im Blut von DDT-vergif-
teten Schaben toxische Produkte parallel mit dem Auf-
treten der charakteristischen motorischen Stdrungen an.
Toxische Blutproben erzeugen am isolierten ‘Nervenstrang
der Schabe elektrophysiologische Reaktionen (Erhéhung
der Spontanaktlvitdt), die nicht auf den minimalen Ge-
halt an DDT zuriickgehen. Ahnlich wie die Vergiftungs-
symptome der Schabe schwinden, wenn die Tiere von 15¢
auf 35 °C gebracht werden, so verschwindet bei elner Tem-
peraturerhdhung auch das Toxin aus dem Blut.

2. Die Wirkung von Insektiziden auf die Enzyme
des Stoffwechsels

Die kleinen Wirkstoffmengen, die zum Tode des Insekis
fithren und sich in der GréBenordnung von 1 bis wenigen
mg/kg Kdrpergewicht bewegen®?), legen die Vermutung
nahe, daB die Wirkung der 1nsektizide in letzter Linie auf
die Blockade oder teilweise Inaktivierung von Enzymen
zuriickgeht, die in die Kette der Lebensprozesse einge-
schaltet sind, die bei der Vergiftung gestért werden.

a) Die Gruppe der organischen Phosphorsiure-Verbin-
dungen

Nath Schrader®®) zeigen Phosphorsaure-Verbindungen
eine kontaktinsektizide Wirkung, ,,wenn am Zentralatom
Phosphor neben doppelt gebundenem Sauerstoff 2 gleiche
oder verschiedene Substituenten (Alkoxyl-Gruppen oder
der Rest einer sekundaren Base) vorhanden sind und

1) L, Emmel u. M. Kruepe, Z. Naturforsch. 7, 691 [1946].
1) If].gwgs“rﬁann u. P. Fenjves, Mitt. schwelz. entomol, Ges. 79,
1 1 .

ok Yeager u. S. G. Munson, Science [Washington] 702, 305

1

18) P, N. Witt, Z. Naturforsch. 2b, 361 [1947).

1) ], M. Tobias u. J. J. Kollros, Biol. Bull. 97, 247 [1946].

30) J. M. Tobias, gJ { Kollros u. 7J. Savit, J. cellular. comparat
Physiol. 28, 159 [1946].

) l[.QSt]emlJurg u., C. W. Kearns, Science {Washington] 776, 144
1952].

3%) D, Dresden u. B, J. Krijgsman, Bull. entomol. Res. 38, 575 [1948].

) G. Schrader, diese Ztschr. 62, 471 [1950]; Z. angew. Entomol.
33, 1(1951];. , Die Entwicklung neuer Insektizide auf Grundlage

organlscher Fluor- und Phosphorverbindungen, 2. Aufl. Monoir.
zu ,, Angew. Chem." u. ,Chemie-1ngenieur-Technik" Nr, 62 [1952].

l'l)
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auBerdem am Zentralatom Phosphor noch eine saure
Gruppe anorganischer oder organischer Herkunft gefunden
wird‘23),

R, /0
\P—Acyl
R,

Werden bei der Abwandlung der Acylgruppe Reste
substiutierter Phosphorsduren eingefiihrt, so entstehen
Derivate der Pyrophosphorsiure.

In diese Gruppe zéhlen die in Deutschland verwendeten
Pflanzenschutzmittel , E 605 forte, Bayer (Wirkstoff:
Diathyl-p-nitrophenylthiophosphat), vielseitig verwend-
bar; ,,Potasan G fliissig®, Bayer (Wirkstoff: 4-Methyl-
7-oxycumarinester der Didthyl-thiophosphorsiure), ge-
eignet zur Kartoffelkiferbekampfung, und das systemische
Insektizid ,,Systox*, Bayer (Wirkstoff: Didthyl-thio-
phosphorsdureester des @-Oxy-dthyl-thiodthylithers). In
angelsdchsischen Lindern findet auBerdem das ebenfalls
von Schrader entwickelte systemische Insektizid ,,Schra-
dan*“ (Pestox IIl), Pest-Control Ltd. (Wirkstoff: Octa-
methyl-tetra-pyrophosphorsiureamid, OMPA) ausgedehn-
te Verwendung. _

E. Gross®) hat schon 1939 erkannt, da8 Pyrophosphor-
saure-athylester (TEPP) ein potenter Hemmstoff des
Enzyms Cholinesterase ist. 1946 gelang Mazur und
Bodansky®*) der Nachweis der hemmenden Wirkung von
Diisopropyl-fluorphosphat (DFP) und ein jJahr spater
zeigten DuBois und Mangun®), daB die Insektizide
Tetradthyl-pyrophosphat (TEPP) und Hexaithyl-tetra-
phosphat (HETP, Bladan) noch in hoher Verdiinnung die
Cholinesterase in Wirbeltiergewebe blockieren. Bald darauf
wurde von DuBois, Doull, Salerno und Coon?®?) die gleiche
Wirkung dem Didthyl-p-nitrophenyl-thiophosphat (E 605,
Parathion) zugeschrieben. Ungefahr gleichzeitig wiesen
Chadwick und Hill*®) nach, da8 DFP, HETP und Physos-
tigmin die Cholinesterase im Bauchmark der ameri-
kanischen Schabe (Periplaneta americana) hemmen. Die
toxische Wirkung dieser Verbindungen gegen das Insekt
erwies sich weitgehend als elne Funktion ihrer Anti-
cholin-esterase-Aktivitat. Somit schien der Wirkungs-
mechanismus dieser Gruppe von Insektiziden aufgeklart
zu sein.

Im Gewebe von Wirbeltieren kommt neben Lipasen
und Esterasen ein von Abderhalden und Paffrath®®) be-
schriebenes Enzym vor, das Cholinester besonders leicht
spaltet. Mendel und A Rudney®®) unterscheiden zwischen
einer echten Cholinesterase (Acetylcholinesterase), die
neben ‘Acetylcholin auch Acetyl-8-methylcholin spaltet,
und einer Pseudocholinesterase (Serumcholinesterase),
die neben Acetylcholin Benzoylcholin abbaut. Im Blut
enthalten die Erythrocyten den ersten, das Serum den
anderen Typ dieses Enzyms. In den Ganglien und peri-
pheren Nervenfasern sind beide Typen des Enzyms vor-
handen, aber die echte Cholinesterase iiberwiegt weit-
aus®®: 33). Nach Augustinsson®®. 3. 3) eignet sich die Akti-
vitats-Substratkonzentrations-Beziehung zur Charakteri-
sierung der beiden Cholinesterase-Typen. Die echte
4y Zit. bei G. Schrader®®),

) A. Mazur u. 0. Bodansky, J. biol. Chemistry 763, 261 [1946].
%) K. P, gl:#]Bais u. G. H. Mangun, Proc. Soc. exp..Biol. Med. 64,

K. P, DuBois, J. Doull, P. R. Salerno u. J. M. Coon, J. Phar-
macol. exp. Therap. 95, 79 [1949].
28) L. E. Chadwick u. D. L. Hill, J. Neurophysiol. 70, 235 [1947].

) E. Abderhalden u, H. Paffrath, Fermentforsch. 8, 299 [1925].
30) B, Mendel u. M. Rudney, Blochemic. J. 37, 59 ¥1943].
81) D, Nachmansohn, Bull. Johns Hopkins Hospital 83, 463 PM .
88) M. G. Ord u. R. H. S. Thompson, Biochemic. J.. 46, 346 [1950].
33y K. B. Augustinsson, Acta PhXISlOL Scand. 75, Suppl. 52, 1 [1948].
34 ;(7.0 Bg.8 ?lugg“ugs]tinssan u. D, Nachmansohn, Science [New York]
5 .
) K. B.'Augustinsson, Arch. Biochemistry 23, 111 [1949].
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Cholinesterase gibt eine glockenférmige P,-Kurve, d. h.
ein Substratiiberschufl iiber eine optimale Konzentration
hemmt die Aktivitit des Enzyms. Die Pseudochelin-
esterase spaltet dagegen mit steigender Substratkonzen-
tration besser. Auch bei den Insekten sind Cholinesterasen
allgemein anzutreffen. Das aus den Kopfen gewonnene
Enzym spaltet Acetylcholm besonders leicht und wird
dhnlich wie bei Wirbeltieren durch einen Substratiiber-
schuf gehemmt. Beziiglich der Spaltung von Acetyl-8-
methylcholin bestehen aber besondere Verhéltnisse, da die
Spaltbarkeit dieses Substrates bei verschiedenen Insekten-
arten recht unterschiedlich ist. Bienengehirn-Cholin-
esterase hydrolysiert diesen Stoff gut, aber nach Art einer
unsgpezifischen Cholinesterase, wahrend die Spaltung durch
Fliegengehirn-Cholinesterase nur sehr schwach ist?. 7),
Auch bei der Diptere (Dacus dorsalis) wird Acetyl-8-
methylcholin schlecht gespalten, aber nach Art einer echten
Cholinesterase®®). Benzoylcholin wird bei allen bisher
untersuchten Arten schlecht hydrolysiert. Die Cholin-
esterase der Insekten ist mit der von Wirbeltieren nicht in
allen Eigenschaften identisch und bedarf noch eingehen-
derer Bearbeitung.

Cholinesterasen werden durch eine Reihe von Stoffen
spezifisch gechemmt. Dazu gehdren: 1. Quaternire Ammo-
niumbasen (Prostigmin), 2. Urethane (Prostigmin, Physo-
stigmin, Dimetan, Pyrolan u. a.), 3. Alkylfluorphosphat
(DFP) 4. Alkylpyro- und -polyphosphate (TEPP, HETP)
sowie eine Reihe organischer Phosphor- Verbindungen
(E 600, E 605, E 838 u. a.). Den Mechanismus der Hem-
mung und Enthemmung durch organische Phosphorsiure-
Praparate hat Wilson®)studiert. Wahrscheinlich wird dabei
eine basische Gruppe dieses Enzyms phosphoryliert.In die-
sem Zustand entfaltet aber das Enzym noch eine Reak-
tionsfahigkeit mit nucleophilen Gruppen (Cholin, Hydro-
xylamin) und kann dadurch reaktiviert werden. Diese
Reaktion kann moglicherweise eine therapeutische Be-
deutung bei Vergiftungsfallen mit Pflanzenschutzmitteln
auf Anticholinesterase-Basis erlangen. Den Hemmungs-
mechanismus der Urethane haben Goldstein und Ham-
lisch*®) untersucht. Dem Pflanzenreich geht ein neu-
romuskulires System ab. Im Zusammenhang damit fehit
auch eine typische Cholinesterase. An ihre Stelle tritt eine
Acetylesterasedl. 42), iiber deren physiologische Funktion
gegenwartig noch wenig bekannt ist.

o) Toxizitat und Inhibitorwirkung.

Wihrend in den 3lteren Arbeiten eine enge Korrelation
zwischen insektizider Wirkung und Grad der Choline-
sterase-Hemmung betont wird, h3ufen sich in jiingerer
Zeit Befunde an, die dieser Auffassung widersprechen.
Schon bei Chadwick und Hill?8) fillt auf, daB nach paren-
taraler Applikation an Insekten die Ubereinstimmung
zwischen Mortalitat und Anticholinesterasewirkung bei
DFP am besten, bei Physostigmin und HETP weniger gut
ist. Bei Verwendung von technischem Parathion ist stets
eine recht gute Ubereinstimmung zu bekommen. Metcalf
und March*®) haben auBer Parathion weitere 32 dhnliche
Verbindungen gepriift und im allgemeinen eine gute Korre-
lation zwischen der DLy, nach ortlicher Applikation des
::) R. L. Metcalf u. R. B. March, J. econ. Entomol. 43, 670 51950]

) F. H. Babers u. J. J. Pratt, Physiol, Zodl. 23, 58 [1950 24

127 [lglsnl:]n u. Sh. Maeda, J. econ. Entomol. 46, 775 [1953].
) l B. Wilson, Fed. Proc. 10 271 [1951]; J. biol. Chemistry 190,

111 [1951],
0) A, gflds!em u. R. E. Hamlisch, Arch. Biochem, Biophys. 35, 12

19!
) E. F. Jansen, M. D, F. Numngu A. K. Balls, ]J. biol. Chemistry
170, 417 [1947], 175, 975 [1948]
42) st[ w Jang u, L. R, Donnell, Arch. Biochemistry 75,
194
%) R. L. Meicalf u. R. B. March, J. econ. Entomol. 42, 721 [1949].
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Wirkstoffes und der Konzentration desselben feststellen
kdnnen, die zu einer 50 proz. Hemmung der Cholinesterase
im Homogenat der Kopfe von Fliegen und Bienen fiihrt.
Frawley*- 45) hat eine Methode zur Bestimmung von in-
sektizid wirksamen organischen Phosphorsiure-Verbin-
dungen in y-Quantititen ausgearbeitet, die auf der Mes-
sung der Cholinesterase-Hemmung bei Fliegen beruht.
Lord und Poftert®) haben zwar nicht die Cholinesterase,
sondern eine ubiquire Esterase (Substrat: Athylbutyrat
und o-Nitrophenylacetat) untersucht, haben aber erst-

" malig ganz klar erkannt, daB die Giite einer Verbindung

als Insektizid und ihre Wirksamkeit als Antiesterase sogar
in einem umgekehrten Verhiltnis stehen kénnen. So
erweist sich TEPP als ein viel stiarkerer Fermentinhibitor
als E 605 und ist unter gewissen Umstinden auch toxi-
scher als E 605. Eine Eigenart dieser Verbindung ist ihre
geringe Stabilitdt in wisseriger Losung. Die Hydrolyse
des Esters setzt so schnell ein, daB 2 h spater nur noch die
Hilfte der Anfangskonzentration vorhanden ist. Infolge
der kurzen Wirkungsdauer findet dieser Ester in Deutsch-
land als Pflanzenschutzmittel keine Anwendung, ist aber
in USA zur Abwehr von Blattlausen eingefiihrt, wobei man
von seiner hohen Anfangstoxizitit und baldiger Inakti-
vierung bewuBiten Gebrauch macht. Wird TEPP in hoher
Konzentration angewandt, so verlauft die Giftwirkung so
rasch, daB die wahrend des Eindringens bis.zum Wirkort
in der Blattlaus stattfindende Hydrolyse von unterge-
ordneter Bedeutung ist. Eine Herabsetzung der Konzen-
tration unter einen gewissen Schwellenwert bewirkt eine
Zunahme der Reaktionszeit. In diesem Falle macht sich
die Instabilitdit von TEPP geltend, wihrend das sehr viel
stabilere Parathion auch in noch schwicheren Konzen-
trationen tokisch bleibt. Darin liegt sein Vorzug als In-
sektizid.

Es steht heute fest, daB allein die Kenntnis der Ak-
tivitat einer_organischen Phosphorsaure- Verbmdung Tals
Inhnbltor ‘der Cholinesterase ,»in vitro* noch keine Aus-
sagen {iber die Eignung als Insektizid zulaBt. Ein derartig
einfacher Zusammenhang besteht nicht. Manche Verbin-
dungen dieser Gruppe haben in reiner Form eine kaum
nennenswerte Wirksamkeit als Antiesterase ,in vitro*,
konnen aber trotzdem ausgezeichnete insektizide Eigen-
schaften besitzen. Aber in jedem der bisher untersuchten
Falle hat sich gezeigt, daB die Cholinesterase im Nerven-
system des Insektes stets weitgehend inaktiviert wird,
wenn irgendeine organische Phosphorsaure-Verbindung to-
xische Wirkungen erzeugt.

B. Artspezifitit der Inhibitorwirkung.

Metcalf und March®) gelang der Nachweis, daB Di-
isopropyl-p-nitrophenylthiophosphat bei lokaler Appli-
kation fiir Honigbienen weit weniger giftig ist als fiir
Stubenfliegen. In Ubereinstimmung damit hemmt dieser
Wirkstoff die Fliegengehirn-Cholinesterase ,,in vitro* weit
starker als das Bienengehirn-Enzym. Der gleiche Wirkstoff
hat auch gegen die Cholinesterase aus Miusegehirn eine
nur sehr schwache Wirksamkeit. Die dhnlich aufgebauten
Wirkstoffe Di-dthyl-p-nitrophenyl-t hiophosphat (E 605),
Di-athyl-p-nitrophenylphosphat (E 600, Mintacol) und
Di-n-propyl-p-nitrophenylthiophosphat hemmen die
Cholinesterase bei allen 3 Tierarten gleich stark. Tetra-
isopropyl-di-thiopyrophosphat und Tetra-isopropyl-
pyrophosphat beeinflussen in dhnlicher Weise das Fliegen-
enzym wesentlich stirker als das Bienen- oder Miuse-

) J. P, Frawley E, C. Hagan u. O. G. Fitzhugh, J. Pharmacol. exp.
Therap. 705, 156 [1952]

¢y J. P, Frawley Laug u. O. G. Fitzhugh, J. Assoc. Offic.
Agric. Chemists 35 745 [1952].
44) K. A. Lord u. C, Pomr Ann. appl. Biol. 38, 495 [1951].
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enzym, wahrend Tetra-n-propyl-di-thiopyrophosphat
und Di-isopropyl-fluorphosphat das Enzym bei allen drei
Tierarten gleich stark hemmen. Diesem Effekt diirfte eine
sterische Hinderung bei der Bildung des Enzym-Sub-
stratkomplexes zugrunde liegen, die mit einer Anhdufung
von lsopropoxy-Gruppen um das zentrale P-Atom des
Wirkstoffes einsetzt, durch eine Kombination desselben
mit Thiophoesphoryl-Gruppen gesteigert wird und mit einer
Kombination von Phenoxy-, Isopropoxy- und Thiophos-
phoryl-Gruppen ein Maximum erreicht. Das quantitative
AusmaB dieser sterischen Behinderung ist offensichtlich in
hohem Grade artspezifisch. Der Fall steht nicht einzeln
da. Beard*’) demonstrierte in einfachen Versuchen, wie
ausgepragt und verbreitet artliche Unterschiede gegeniiber
Enzyminhibitoren nicht nur bei der Cholinesterase sondern
auch bei anderen Fermenten sind. Eine artspezifische
Hemmwirkung gegeniiber der Cholinesterase zeigen auch
verschiedene Carbaminsiureesters), Uber eine ausgeprigt
selektive Wirkung der Urethane, Dimetan und Pyrolan,
beides Anticholinesterasen, berichten Wiesmann, Gasser
und Grob*8) sowie Gasser, Geigy und Baslet®).

Diesen Erscheinungen liegt wohl die fundamentale Tat-
sache zugrunde, daB sich Artunterschiede nicht nur In der
groben Marphologie der Tiere, sondern auch in der Fein-
struktur der EiweiBkdrper duBern, was besonders
dann klar zutage tritt, wenn EiweiBkdrper enzymatische
Eigenschaften haben. Der Einflu8 von Aktivatoren und
Inhibitoren auf den Verlauf der Zeitumsatzkurve diirfte
ein feines Maf flir subtile Unterschiede in der Protein-
Struktur sein.

Die Erfahrungen wurden auch praktisch auszuwerten
versucht. Der geringeren Toxizit4t fiir den Saureorganis-
mus wegen wird im Ausland p-Nitrophenoxy-athoxy-thio-
phosphenyl (EPN) fiir Pflanzenschutzzwecke verwendet.
Einen beachtenswerten Erfolg in-dieser Richtung stellt das
$-(1,2-Di-carbathoxyathyl)-0,0-dimethyl- dithiophosphat
(Malathion*) dar, welches gegen verschiedene Insektarten
zwar nur ein Viertel so wirksam ist wie E 605, dafiit aber
nur ein Hundertstel des Giftwertes von E 605 gegen Sduge-
tiere (Mause) aufweists!). Weitere organische Phosphor-
Verbindungen mit herabgesetzter Wirbeltiertoxizitat sind
Chlorthion (0,0-Dimethyl-0-(3-chlor-4-nitrophenyl)-thio-
phosphat) und Diazinon (Thiophosphorsidure-(2-isopro-
pyl-4-methylpyrimidyl-6)-diathylester). Der von Mefcalf
und March43) gepriifte Di-isopropyl-Ester, der die Bienen-
Cholinesterase ,,in vitro“ nur gering hemmt, ist zwar in
Staubform auf Bliiten aufgebracht fiir Honigbienen er-
heblich weniger toxisch als Parathion-Staub, aber keines-
wegs vollig ungefahrlichso).

v) Enzymatische Umwandlungeinerunwirksamen -

Vorstufe in eine potente Anticholinesterase.

In den ersten Arbeiten iiber die Wirkungsweise von
Parathion (E 605) bei Sdugern und Insekten wurde
nicht nur iiber eine starke Anticholinesterase-Wirkung ,,in
vivo*, sondern auch iiber eine gute Wirkung ,in vitro*
berichtet?s. 43. 82, 58, 54) Aper Diggle und Gage®) zeigten,
daB eine hochgereinigte Probe von Parathion die Ratten-

hirncholinesterase ,,in vitro* nur schwach hemmt und dag

47y R. L. Beard, J. econ. Entomol. 44, 469 [1951].

48) R. Wusmann. R. Gasser u. H Grob, Experientla 7, 117 [1951].

4%) R. Gasser, J. R. Geigy u. S. Basle Vortrag intern. Entomol.
Congress, Amsterdam, August 1951

*) Neuer Name fiir Malathon J econ. Entomol. 46, 797 [1953)).

%) . D. Anderson u. T.0. Tu , J. econ. Entomol. 45 466 [1952).

51 AG . Fletch . @. Nolan, ebenda 45 279 {1952}

Aldndge, iochemic. J 46 451 [19

53) D. Grob W. J. Garlick u. A. M. Harvey, Bull. Johns Hopkins
Hospital 87, 106 [1950].

54y D, rob ebenda 87, 95 [1950].

51) W, Dlgglc u. J. C. Gage, Nature [London] 768, 998 {1951];

Biochemic J. 49, 491 [1951].
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die alteren Befunde mit Priparaten des Wirkstoffes er-
hoben wurden, die durch Spuren von Isomeren ver-
unreinigt waren. Isomeren bilden sich schon beim Erhitzen
von Parathion wahrend der Destillation, durch Einwirkung
von UV-Licht, selbst schon bei lingerem Stehen bei
Zimmertemperatur und sind in technischen Priparaten
stets vorhanden. Das S-Athyl- sowie das S-Methyl-Isomere
sind aber ,in vitro* ebenso starke Inhibitoren der Cho-
linesterase wie das Sauerstoff-Analogon von Parathion
(Diathyl-p-nitrophenylphosphat, Paraxon, E 600) und
10° bis 10 mal so wirksam als das gereinigte Thiophosphat.
Die Ergebnisse der Autoren wurden von Mefcalf und
March®®) in vollem Umfang bestatigt. Nach Myers u. a.5?)
hemmt Paraxon (E 600) sowohl ,,in vivo* als auch ,in
vitro“ die echte Cholinesterase des Gehirns starker als die
Aliesterase, wihrend das S-Athyl-Isomer von Parathion
beide Enzymarten gleich stark beeinfluBt. Parathion ent-
faltet nach parenteraler Darbietung ,,in vivo* die gleiche
Wirkung auf die verschiedenen Esterasen wie Paroxon.
Uber die Toxizitat der Isomeren von Parathion liegen be-
reits mehrere Untersuchungen vor. An Insekten als FraB-
oder Kontaktgift verabreicht, sind sie stets bedeutend
weniger wirksam als reines Parathion®3. 58), ebenso auch
bei subkutaner oder oraler Gabe an Siugers?. ¢0), Aber
intravends geboten sind die Isomeren deutlich toxischer
als der Thiophosphorsdureesters®. 69). Dije Ursache fiir
diese Abweichungen liegt in der bedeutend gesteigerten
Empfindlichkeit der Isomeren gegen eine Hydrolyse, die
ihre Wirksamkeit vernichtet. Malathion und EPN erleiden
eine dhnliche Isomerisations®).

Da aber Parathion in vivo eine progressive Hemmung
der Cholinesterase im Nervensystem der Insekten und auch
bei Saugetieren entfaltet und dieser Effekt auch mit ge-
reinigtem Parathion gelingt, so liegt die Erkldrung nahe,
daB in vivo eine enzymatische Umwandlung von Parathion

. in einen potenten Cholinesterase-Inhibitor erfolgt nach fol-

gender Gleichung54):

c,H,o s C,HO

/_>NO, + 0y >

C,H,0 E 605

0
\ 7
/P—O—ONO, + 502~

C,H,;0” E 600

Eine solche Umwandlung lauft mit Salpetersdure schon
in der Kalte ab®). Fiir eine Umwandlung im Insekt
spricht die Beobachtung von Metcalf und March*®), daB
bei gleicher Dosierung zur Erzielung eines bestimmten
Intoxikationszustandes bei Fliegen mit Parathion eine
3-5fach langere Zeit notwendig ist als mit Paroxon, Cham-
berlain und Hoskins®®) versuchten diese Transformation
bei der amerikanischen Schabe nachzuweisen und erzielten
tatsiachlich eine starke Aktivititsminderung der Cholin-
esterase des Bauchmarks, wenn sie dieses mit Parathion
inkubierten. Keinen Beweis fiir eine Umwandlung ergab
der Versuch, ein Inkubat von Parathion mit Himolymphe,
Muskulatur, Fettkérper, Malpighischen Schlduchen (be-
stimmte Darmabschnitte) oder Epidermis zur Priifung
seiner Inhibitorwirkung mit einer aktiven Cholinesterase
aus Bauchmark ,in vitro“ zu versetzen: Die Hemmung
war nicht stirker als mit reinem Parathion alleln. Diggle
und Gage®s) fanden die Mauseleber zu einer Umwandlung
von E 605 in E 600 fahig. Die Leber ist aber nicht der
5%) R. L. Metcalfu B. March J. econ. Entomol. 46 288[1953]
57) D. K. Myers, B, Mendel, 'R. Gersmann u. 1. A. A. Ketelaar,

Nature {London] 770, 805 19

88) H. Martin, Ann appl Blol 36, ¥53 [1949].
59) G. Hecht u. . Wirth, Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 277, 264

60) RV N] Aldridge u. J ‘M. Barnes, NatureL ondon) 169 345[1952]

o1y p, A, Giang u. S. A. Hall, Analytic Chem. 23, 51},

) W. F, Chamberlem u. W. . Hoskins, §.
177 [1951].
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einzige Ort, an dem der Umsatz mdglich ist, da hepatek-
tomierte Tiere gegen Parathion nicht minder empfindlich
sind. In einer schénen Arbeit haben Metcalf und March®?)
gezeigt, daB die Mdauseleber und mehrere Gewebe von
Periplaneta americana zu einer Umwandlung von Parathion
in eine toxische Anti-Cholinesterase fahig sind, die
»in vitro* die Cholinesterase in Homogenaten von Fliegen-
kopfen hemmt. Diese Umwandlung geht in vitro“ unter
aeroben Bedingungen in Gegenwart von Leberschnitten
oder Gewebestiicken der Schabe vor sich, wird aber durch
Erhitzung, Homogenisierung der Gewebe und in Gegen-
wart von Cyanid, Azid, Selenit, Jodacetat, Hydroxylamin
sowie Chlorpikrin blockiert. Die Umwandlungsgeschwin-
digkeit erreicht bei der Schabe zwischen pg 8 und 9 ein
Maximum. Die hochste Aktivitat entfaltet der Vorder-
darm, eine geringere die Malpighischen Schldauche, Mittel-
darm, Nervenstrang, Enddarm und Fettkdrper. Zur Er-
mittlung der Natur des Umwandlungsproduktes erwies sich
die Papierchromatographie sehr geeignet. Atherextrakte
aus Ansitzen von Parathion bzw. des Methylanalogons mit
Schabendarm ergaben auf dem Papier Flecke, die im
R;-Wert mit den entsprechenden der Sauerstoff-Analogen
Paroxon (E 600) bzw. Methyl-paroxon iibereinstimmten.
Es diirfte mithin also erwiesen sein, dall der Vergiftung
mit Parathion und verwandten Thiophosphaten eine en-
zymatische Reaktion zugrunde liegt, die den Umsatz dieser
Verbindungen zu den entsprechenden Sauerstoff-Ana-
logen bewirkt, welche potente Cholinesterase-Inhibitoren
sind. Ob der Angriff der Antiesterasen am zentralen
Nervensystem oder schon bereits am Darm die entschei-
denden physiologischen Stérungen hervorruft, die zum
Tode fiihren, 148t sich noch nicht sicher entscheiden.
Octamethyl-tetrapyrophosphorsdure-amid (Pe-
stox II1I, OMPA, Schradan) ist als systemisches Insektizid
bekannt. Es ist befahigt, in der Pflanze durch die Cutikula

der Blédtter und Wurzel einzudringen und mit dem Saft- |

Strom zu wandern. Es gilt auch als selektives Insektizid,
da es hauptsichlich saugende Arthropoden (Hemipteren,
Spinnmilben) erfaft?3. 8¢), | In vitro‘ verhilt sich diese Ver-
bindung wie eine sehr schwache Anticholinesterase43.95.26,67),
Sie entfaltet bei Siugetieren auf die Haut gebracht, sub-
kutan oder oral geboten, eine Millionen mal héhere Toxi-
zitdt als man auf Grund ihrer Aktivitat als Anticholin-
esterase erwarten wiirde. Mit OMPA vergiftete Blatt-
lduse oder Feuerwanzen (Pyrrhocris apterus) weisen
einen hochgradigen Aktivititsverlust der Cholinesterase im
Zentralnervensystem auf. Die Vergiftungssymptome er-
innern an die Wirkung einer Anticholinesterase®”). Nach
einer Verabfolgung von OMPA treten beim Hund Er-
brechen, Salivation (SpeichelfluB), fibrillire Zuckungen,
Tremor und Muskelschwiche auf. Es fehlen aber Symp-
tome fiir einen Angriff am Zentralnervensystem, wie Kon-
vulsionen, Depressionen und Desorientierung. Nach einer
letalen Dosis findet man die Cholinesterase gehemmt, die
Aktivitdt des Enzyms ist aber im Gehirn nur zu 79, bei
peripheren Organen jedoch zu 90 9, blockiertss).

Alle diese Beobachtungen sprechen fiir eine enzy-
matische Verwandlung von OMPA in eine hoch-
toxische Verbindung. Gardiner und Kilby®s) konnten direkt

) (%[li.gs};i]dcalj u. R. B. March, Ann, Entomol. Soc. Amer. 46°

) W. E. Ripé:er R. M. Greenslade u. G. S. Hartley, Bull. entomol.
Res. 40, 481 f1950]; J. econ. Entomol. 44, 448 [1951].

) J. E. Gardiner u, B. A. Kilby, Biochemic. J. 46, XXXII [1950];
57, 18 [1952].

) ﬁbs‘:ij pencer u. R, D. O'Brien, J. Agric. Food Chem. 7, 716

%7) F. Duspiva, Mitt. biol, Zentralanstalt Land- u. Forstwirtsch,
Berlin-Dahlem 70, 91 [1951].

%) K. P. DuBois, J. Doull u. J. M. Coon, J. Pharmacoi. exp.
Therap. 99, 376 [1950].
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zeigen, daB OMPA in den Blutkreislauf von Sdugetieren
eingefithrt zur Bildung einer Inhibitoraktivitat fithrt, die
den verabfolgten Wirkstoff um das 5000fache tibertrifft.
Die Umwandlung in den aktiven Inhibitor tritt hierbei in
der Leber ein, wie an hepatektomierten Ratten®®), an
solchen mit Leberschaden durch CCl,-Gaben?) und durch
die Priifung der Fahigkeit von Gewebeschnitten zur Um-
wandlung von OMPA in den Inhibitor ,,in vitro*s8) gezeigt
werden konnte. Das aktive Umwandlungsprodukt ist
Chloroform-loslich, dialysabel und instabil; es inaktiviert
auBer Cholinesterase auch die Esteraseaktivitdt von Chymo-
trypsin?') in nichtkompetitiver und irreversibler Weise?2).
Das Enzym wird hierbei phosphoryliert. Casida und
Stahmann™) klirten das Umwandlungsprodukt als das
Amidoxyd von OMPA auf. Diese Verbindung ist ein
ebenso wirksamer Inhibitor von Cholinesterase und Chy-
motrypsin wi¢ DFP oder TEPP.

Hartley u. a.™ 7%) studierten den Abbau von OMPA in
der Pflanze und haben auf eine biologische Oxydation der
Methyl-Gruppe, eines Amid-N oder auf die Bildung eines
Oxymethyl-Derivates geschlossen. Casida und Mitarb.?- )
fanden das pflanzliche Umwandlungsprodukt mit dem
tierischen hinsichtlich Formaldehyd-Bildung, Verhalten bei
der Verteilung auf verschiedene Losungsmittel, .Stabilitit
und Wirksamkeit als Anticholinesterase iibereinstimmend.
Mit der Bildung des Metaboliten aus OMPA hiangt auch
die Phytotoxizitat von Schradan zusammen und diirfte
auf der Hemmung von Phosphatase??: 78. 78. 80) goder eines
anderen fiir die Pflanze lebenswichtigen Enzyms beruhen.

Hartley®') fand, daB OMPA durch Chlor, Jod und Per-
manganat angegriffen wird. Es zeigte sich, daB jede Ver-
énderung in der Molekel von OMPA, die die -P-O-P-Bindung
instabil macht, zu einem potenten Cholinesterase-Inhibitor
fiihrte0), Casida u. a.? 73) erhielten mit neutralem Per-
manganat eine komplexe oxydative Demethylierung unter
Verbrauch von 36 Aquivalenten Sauerstoff pro Mol OMPA.
Das erste dabei auftretende Oxydationsprodukt ist mit
dem biologischen Metaboliten identisch.

Es diirfte demnach feststehen, da Pflanzen, Sauger und
Insekten OMPA mittels eines bei Organismen weit ver-
breiteten Enzyms (Phosphoramidoxydase) unter Bildung
einer Phosphoramidoxyd-Gruppe oxydieren.

(CHy),N O O N(CH,)
N

Phosphoramid-
—_—
oxydase

/ AN
(CH,),N N(CH,),

o
(CH,);N © [c'> rﬁ(cn,).
—o-b”

/ AN
(CHy),N N(CH,),
aktiver Metabolit
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Das Reaktionsprodukt enthdlt eln positiv geladenes
N-Atom, welches sich mit dem anionischen Zentrum der
Cholinesterase unter Inaktivierung verbindet.

Es bleibt noch zu erkliren, warum OMPA bei Insekten
eine so ausgesprochene artspezifische Toxizitit besitzt.
DuBois u. a.®®) hielten die Insekten zu einer Transformation
von OMPA in eine Antiesterase fiir unfahig und meinten,
daB saugende Insekten im Feldversuch deshalb gegen den
Wirkstoff anfallig sind, weil sie mit dem Pflanzensaft den
darin enthaltenen pflanzlichen Esterase-hemmenden Meta-
boliten aufnehmen. Im pflanzlichen Gewebe sind aber
selbst nach reichlichen Gaben von OMPA nur bescheidene
Mengen an hemmenden Umsetzungsprodukten anzutreffen,
was dafiir spricht, daB der instabile Metabolit sehr schnell
nach seiner Bildung verschwindet und sich keinesfalls etwa
in der Pflanze anhiduft, wie das fiir intaktes OMPA zweifellos
zutriffté?). Duspivat?) konnte jedoch zeigen, daB OMPA bei
Blattlausen und gewissen Wanzen nicht nur iiber die Pflanze,
sondern auch nach lokaler Applikation toxische Symptome
und eine Blockierung der Cholinesterase im zentralen Ner-
vensystem hervorruft. Er vermutete, daB das zur Trans-
formation von OMPA in einen Cholinesterase-Inhibitor
notige Enzym nur den empfindlichen Insektenarten eigen
ist. Casida und Stahmann™) fanden aber auch die Gewebe
der resistenten Arten zu dieser Umwandlung fahig und
halten eine artlich verschiedene Empfindlichkeit der In-
sektencholinesterase dem toxischen Metaboliten gegeniiber
fiir die Ursache der selektiven Wirkung von OMPA. Eigen-
artigerweise ist nach O'Brien und Spencer®?) die Aktivitat
des Fettkorpers gerade bei resistenten Insektenarten be-
sonders hoch. Auf Grund dieser Beobachtung stellten sie

die Hypothese auf, daB bei den unempfindlichen Insekten--

arten so viel des aufgenommenen OMPA schon im Fett-
korper umgesetzt wird, daB -einerseits zu wenig unver-
andertes OMPA (ibrig bleibt, um noch in geniigender Menge
in das Bauchmark einzudringen und dort nach Umwand-
lung zum toxischen Metaboliten zu wirken, daB aber
andererseits der im Fettkdrper entstandene instabile Meta-
bolit nur schwierig durch die sehr speziell geartete Membran
des Nervensystems der Insekten einzudringen vermag. Die
Instabilitat des Metaboliten sei so groB, daB er nur dann
zur Wirksamkeit kommt, wenn er unmittelpar nach seiner
Bildung ohne groBe rdumliche oder zeitliche Abstdnde auf
Cholinesterase einwirken kann. Das Problem miindet in
grundsatzliche Fragen der Histochemie und Physiologie
des Insektennerven aus.

3. Kommt das System Acetylcholin-Cholinester-
ase bei Insekten vor?

Da keine einfache Beziehungen zwischen der Toxizitit
eines Insektizids und der Hemmung von Cholinesterase
im ,,in vitro“-Test besteht, fiihiten sich in letzter Zeit
mehrere Autoren dazu veranlaBt, an der Bedeutung des
Systems Acetyicholin-Cholinesterase fiir die Funktion der
Erregungsiibertragung vom Rezeptions- zum Erfolgsorgan
bei Insekten zu zweifeln.

Eine Substanz, die sich pharmakologisch dem Frosch-
Rektus und Blutegelmuskel gegeniiber wie Acetylcholin
verhilt, wurde bei Insekten in hoher Konzentration nach-
gewiesen?0. 8. 85)  Homogenisierte Insektengewebe sind in
Gegenwart von Eserin auch zu einer ausgiebigen Synthese

81) R, L. Metcalf u. R. B. March, ]J. econ. Entomol. 45, 988 [1952].
#) R. D. O'Brien u, E. Y, Spencer, J. Agric. Food Chem. 7, 946

1953].

) 53 Cclmeggiam‘ u. A, Serfaty, C. R. Séances Soc. Biol, Filiales
Assoclées 737, 1124 {1939},

) S, J. Mikalonis u. R. H.” Brown, ]J. cellular. comparat Physiol.
18, 401 [1941].
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von Acetylcholin befihigt, Der Nachweis der Identitit
des gebildeten Produktes mit Acetylcholin wurde papler-
chromatographisch gefiihrt®s),

. Es ist sehr auffallig, daB die Organe der Insekten gegen
Acetylcholin fast vollig unempfindlich sind, wéahrend
cholinergisch innervierte Organe von Wirbeltieren auf
kleinste Mengen von Acetylcholin reagieren; beispielsweise
geben isolierte Insektenmuskeln im Gegensatz zu Frosch-
muskeln mit Acetylcholin keine Kontraktur. Hopfs?) hat
in eingehenden Versuchen festgestellt, daB Acetylcholin,
Acetyl-B-methylcholln, Carbamyicholin, Benzoylcholin,
Cholin sowie auch Prostigmin und Atropin der Heuschrecke
Locusta migratoria parenteral appliziert praktisch ungiftig
sind, wihrend Physostigmin (Eserin) wenn auch in weit
héherer Dosis als beim Menschen eine gewisse Toxizitit
entfaltet. Am isoliertén Ganglienmuskelpraparat vom
Gelbrandkéfer bestdtigen Krupp u. a.14) die Unwirsamkeit
von Acetylcholin und Atropin. Aber Physostigmin und
Prostigmin zeigen eine tonussteigernde und kontraktur-
artige Wirksamkeit. Florey®®)fand Prostigmin bei Insekten
villig unwirksam und hélt es fiir mdglich, daB Insekten
eine Prostigmin-feste Cholinesterase besitzen. ,,In vitro*
wird jedoch auch die Cholinesterase der Insekten von
Prostigmin stark gehemmt?®). Atropin verhilt sich bei
Insekten nicht antagonistisch zu Anticholinesterasen. Ein
Vergleich des isolierten Ganglions vom Gelbrandkafer mit
dem Cervikalganglion der Katze hinsichtlich der 1zhmenden
Wirkung von Acetylcholin, Physostigmin, Atropin, Strych-
nin, Nicotin, Arekolin und KCl ergab fiir die meisten
dieser Stoffe eine gute qualitative und quantitative Uber-
einstimmung. Eine Ausnahme bildete jedoch Acetylcholin,
das am Insektenganglion vollig unwirksam ist¢). Der
Passivitat des Ganglien-Muskelpréparates gegen Acetyl-
cholin steht die hohe Empfindlichkeit des Arthropoden-
(GliederfiiBler)-Herzens gegeniiber®s. #0), Zur Erklarung
des eigentlimlichen Verhaltens der Insektenorgane gegen
Acetylcholin sind mehrere Hypothesen aufgestellt wor-
den??. 88), :

1.) Die Insekten;Cholinesterase ist so ungemein aktiv,
daB sie auch die gréten Mengen an Acetylcholin, die
im Versuch geboten werden, sofort entgiftet.

2.) Bei den Insekten treten so wie bei Wirbeltieren sowohl
Acetylcholin als auch Cholinesterase in der erregbaren
Membran der Synapsen (Ubergangsstellen, z. B. Nerv
mit Muskel) und Nervendplatten auf, aber diese Acetyl-
cholin-empfindlichen Orte sind durch Strukturen nach
auBen abgeschirmt, die wohl fiir Insektizide sowie
fiir Physostigmin permeabel sind, nicht aber fiir Cho-
linester, Atropin, Tubocurarin und Prostigmin, also
Pharmaka, deren gemeinsames Merkmai eine geringe
Ldslichkeit in Lipoiden ist.

3.) Bei Insekten haben Cholinester keine physiologische
Bedeutung. Bei der Erregung in den Synapsen und
Nervendplatten tritt kein Acetylcholin auf. Die toxi-
sche Wirkung der als Anticholinesterase wirksamen
Insektizide kann daher nicht auf der Cholinesterase-
Hemmung beruhen und muB einen anderen Wir-
kungsmechanismus haben.

Mehrere Autoren neigen gegenwirtig zu der letztgenann-
ten Auffassung, da die vdllige Ungiftigkeit von Acetyl-
cholin bei Insekten dadurch am einfachsten erkldrt er-
scheint.

8 S. E. Lewis, Nature [London] 772, 1004 [1953].

87) H. S. Hopf, Ann. appl. Biol. 39, 193 [1952].

88) E. Florey, Pflanzenschutz Ber. (Wien) 7, 81 [1951].

) F. Duspiva, Verh, Dtsch. Ges. angew. Entomol. (im Druck).

*9) B. J. Kri Ssman, D. Dresden u. N. E. Berger, Bull. Entomol. Res.
41, 141 [1950).
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Man darf nicht vergessen, daB das Nervensystem der Ar-
thropoden schon im Bauplan von dem der Vertebraten (Wirbel-
tiere) stark abweicht. Bei Wirbeltieren innerviert bekanntlich
ein Axon nur eine ganz kleine Gruppe von Muskelfasern, bei
Arthropoden dagegen einen ganzen Muskel. Eine einzelne Muskel-
fagser wird bei Vertebraten nur von einem einzigen motorischen
Axon (Nervenast) innerviert, bei Arthropoden von 2—4 Axomnen,
die sogar physiologisch ungleichwertig sind. Bei Arthropoden ist
eine multiple Termination der Nervenfasern die Regel. Daher
wird die motorische Aktivitit der Arthropoden hauptsichlich in
der Peripherie, bei Vertebraten dagegen im Zentralnervensystem
geregelt. Damit im Zusammenhang steht die geringe GriBe des
Nervenstranges der Arthropoden im Vergleich zu dem umfang-
reichen Cerebrospinal-system der Vertebraten. Die myoneuralen
Verbindungen der Arthropoden diirften physiclogisch mehr den
Synapsen der Wirbeltiere als den Nervendplatten vergleichbar
sein® ). Riesser®?) hat darauf hingewiesen, daB der kapillare Ab-
transport von Acetylcholin aus der Muskulatur der Wirbeltiere
zur Aufrechterhaltung der Erregbarkeit eine nicht zu unter-
schitzende Rolle spielt. Ein solcher Abtransport ist aber nur
moglich, wenn die Region der Nervendplatte den Austausch
hydrophiler Stoffe zuliaBt. Wie Nachmanson®) darlegt, ist es
lipoidunldslichen Stoffen wie Acetylcholin, Curare und Prostigmin
wohl mdglich, in die Region der Endplatte einzudringen, micht
aber in den peripheren Nerven. Auf diese Weise ist es auch ver-
stindlich, daB Acetylecholin im peripheren Nerven der Wirbeltiere
keine Erregung hervorzubringen vermag, wohl aber in der End-
‘platte. Ebenso verhilt sich auch Prostigmin. Auf diese Weise
kann Aoetylcholin, welches beim Erregungsvorgang ireigesetzt
wurde, aus der Endplatte austreten und in die Blutkapillaren ein-
dringen. Da den Insekten ein geschlossener Blutkreislauf fehlt
und der Sauerstofftransport vom Tracheensystem besorgt wird,
herrschen hier ganz andere Verhiltnisse. Es ist verstindlich, daBl
unter diesen Umstéinden auch andere Permeabilititaverhiltnisse
vorliegen, was sich darin zeigt, dal hydrophilen Stolfen der Ein-
tritt verwehrt wird. Dann kann aber auch umgekehrt Acetyl-
cholin, wenn es in der Insektensynapse gebildet wurde, diese
Region nicht verlassen, um in die Himolymphe abzustrémen. Es
mul zur Inaktivierung an Ort und Stelle durch die Cholinesterase
gespalten oder in eine inaktive Form umgewandelt werden. Als
Stiitze fiir diese Anschauung scheint dem Verf. der schon von
Bacg®) erhobene Befund dienlich zu sein, daB der Himolymphe
der Arthropoden die Fahigkeit abgeht, Acetylcholin zu spalten.
Eine weitere Stiitze ist die hohe Aktivitit der Cholinesterase im
Nervensystermn der Insekten. Das Fehlen von Cholinesterase im
Insektenblut spricht dafiir, daB unter physiologischen Bedingun-
gen von den Organen des Insekts kein Acetylcholin an die Hi-
molymphe abgegeben wird. Fiir besondere Permeabilititsver-
hiltnisse beim Insektennerven spricht auch die Tatsache, dal
bei Insekten ein hoher Kaliumionen-Spiegel im Blut die Regel
ist, und der Insektennerv auf diesen Zustand véllig unempfind-
lich ist™).

Die erste der oben dargelegten Hypothesen ist unwahr-
scheinlich und abzulehnen. Die zweite Hypothese hat mehr
Wahrscheinlichkeit fiir sich, als ihr Hopf87) zubilligt. Die
dritte Hypothese stoBt auf die Schwierigkeit, die Reak-
tionsfdhigkeit des Insektenherzens mit Acetylcholin zu er-
kldren. AuBerdem fand Florey®), daB Acetylcholin, durch
ein Bohrloch direkt in cin Auge der Biene gebracht, zu
deutlichen Reaktionen fiihrt. Unter diesen experimentellen
Bedingungen wird der Weg iiber die Hamolymphe ver-
mieden. Eine Bestdtigung des Versuches wire sehr er-
wiinscht.

b) Gruppe der halogenierten Kohlenwasserstoffe

Im Verlaufe der Vergiftung einer amerikanischen Schabe
durch eine Anticholinesterase (DFP, TEPP) wird die nor-
malerweise vorhandene synaptische Resistenz im Bauch-
mark so weit vermindert, daB selbst minimale Ger4usche
oder Erschiitterungen anhaltende Entladungen in den das
Bauchmark der Linge nach durchziehenden Riesenfasern
hervorlocken. Die Nachentladungen verwischen jegliche
Synchronisierung zwischen Reiz und Antwort. Sie dauern
81y D. Dresden: Philosoph. Doctor Thesis, Univ. Utrecht, 1949;

Bull. entomol. Res. 38, 575 [1948].

") 0. Riesser: Muskelphysiologie und ihre Anwendung In der Thera-

pie der Muskelkrankheiten. Bern 1949

#3) Z. M. Bacq, Biol. Rev. Cambridge Philos. Soc. 22, 73 [1947].
%) G. Hoyle, ]J. exp. Blology 30, 121 [1953].
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auch nach Aussetzen der Reizquelle weiter an. SchliieBlich
tritt ein synaptischer Block ein, die Erregungsiibertragung
liegt still. Nachentladungen und synaptischer Block kdn-
nen alternierend abwechseln®. 88), Das Bild erinnert an
eine mit DFP vergiftete Nervendplatte beim Wirbeltier
und widerspricht nicht der Vorstellung, da8 ihm eine An-
hiufung von Acetylcholin zugrunde liegt. Cholinester,
Curare und Atropin haben keinen EinfluB auf die Erre-
gungsiibertragung. Dagegen iibt eine lange Reihe von In-
sektiziden, darunter Pyrethrine, p-Dichlorbenzol, Naph-
thalin, Nicotin, DDT, DDT-Analogen u. a. m., die zwar
chemisch stark verschieden sind, aber als gemeinsames
Merkmal einen hohen Lipoid-Wasser-Verteilungs- Quotien-
ten haben, eine durchaus dhnliche Wirkung auf den Insek-
tennerven aus: sie erzeugen alle eine charakteristische Ver-
vielfdltigung von Nervenimpulsen. Das Nichstliegende
wire, die Wirksamkeit aller dieser Stoffe auf eine rein phy-
sikalische Interferenz mit den Lipoiden der erregbaren
Membran zurlickzufithren®”). Der Vorgang liegt aber ver-
wickelter. Bei DDT-vergifteten Schaben ist im Stadium
der Riickenlage der Gehalt an freiem Acetylcholin im
thorakalen Teil des Bauchmarkes auf 2109, angestiegen.
In fritheren Intoxikationsstadien ist der Effekt nicht zu
sehen. In derselben Weise wirken auch Cyclopropan und y-
Hexachlorcyclohexan. Hunger, Durst oder Nicotin ver-
mehren den Acetylcholin-Gehalt nicht, Physostigmin als
Anticholinesterase aber wohl®?). Es ist wahrscheinlich, da8
es sich dabei um irgendeinen spezifischen Effekt der Koh-
lenwasserstoffe handelt, doch muB er nicht notwendiger-
weise auf einer Hemmung der Cholinesterase beruhen.
Acetylcholin kann sich auch als Produkt einer postmorta-
len Synthese anhdufen5®),

Der Nachweis einer Hemmung von-Cholinesterase durch
chlorierte Kohlenwasserstoffe ist im ,,in vitro-Test“ bis
heute noch niemandem gelungen®). Meicalf und Kearns®®)
haben einen solchen Zusammenhang auf Grund der Ahn-
lichkeit des Vergiftungsbildes nach einer DDT-Applikation
bei Schaben mit dem durch Physostigmin hervorgerufenen
vermutet. In neuerer Zeit berichtet Stegwee'?9), da DDT
als Kontaktgift geboten im Spitstadium der Vergiftung
eine totale Hemmung der Cholinesterase im Zentralnerven-
system der Schaben verursacht, sich also &hnlich wie Para-
thion verhdlt. Applizierte er aber den Schaben DDT intra-
abdominal, so wirkt der Stoff ebenfalls letal, es bleibt aber
die volle Cholinesterase-Aktivitit im Nervenstrang erhal-
ten. Hierin besteht ein krasser Unterschied zu Parathion.
Eine plausible Erklirung kann fiir diesen Befund noch
nicht gegeben werden. Elektrophysiologisch verhilt sich
DDT wie eine Anticholinesterase. Im Friihstadium der
Vergiftung tritt eine Herabsetzung der synaptischen Re-
sistenz im Zentralnervensystem und wahrscheinlich auch
in den myoneuralen Verbindungen ein (Ubererregbarkeit),
spater kommt auch hier ein Synapsenblock zustande. Roeder
und Weiant®l) beobachteten nach Injektion einer DDT-
Suspension in das Schabenbein Serien von hochfrequen-
ten Impulsen in sensible Nervenfasern, die von den
campaniformen Organen des Trochanter (Schenkelring)
(propriozeptive Rezeptoren) zum Bauchganglion lau-
fenloz), .

) ;(0 L]).[ﬁ%;i]er, N. K. Kennedy u. E. A. Samson, J. Neurophysiol.

#9) K. D. Roeder, Bull. Johns Hopkins Hosp. 83, 587 [1948].

87 _l]&_,I-l[.lg\rZ;ish u. H, T. Gordon, ]J. cellular. comparat, Physiol. 30,

®) R. Truhaut u. D. Vincent, Bull. Soc. Chim. biol. 30, 694 [1948].

¥) R. L. Metcalf u. C. W. Kearns, Tenn. Vally Ant, Dep. Entomol.
Illinois 1946.

100y D. Stegwee, Biochim. Biophys. Acta 8, 187 [1952].

101) D. Roeder u. E. A. Weiant, Ann. Entomol. Soc. Amer. 44, 372
[1951]; J. cellular. comparat. Physiol, 32, 175 [1948].

102) J. W. S. Pringle, ]J. exp. Biology 15, 114 [1938].
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Es gibt heute noch keine befriedigende Erkldrung fiir den
Wirkungsmechanismus von DDT und y-HCH. Die Hydro-
lysentheorie von Martin und Wein'0?), der zufolge eine Ab-
spaltung von Salzsdure am Wirkungsort die Ursache der
Toxizitit von DDT sein sollte, ist in Anbetracht der zur
Vergiftung eines Insekts ndtigen winzigen Menge (1 mal
108 g DDT pro Stubenfliege) hdchst unwahrscheinlich.
Auch die Ldugersche Theorie!) der toxisch wirksamen
und lipoid 18slichen Molekelkomponente, sowie die Nar-
kosetheorie von Gavaudan und Poussel befriedigen nicht
aus QGriinden, die Riemschneider'®®) und Domenjoz'%*) be-
reits eingehend besprochen haben. Es bleibt also nur noch
die Cholinesterase-Inhibitorhypothese tibrig. Von
den zahlreichen Isomeren des Hexachlorcyclohexan ist be-
kannt, daB die «-, 8- und 3-Form eine schwache, das vy-
Isomer aber eine sehr gute insektizide Wirksamkeit hat9¢),
wihrend das e- und 7-Isomer praktisch unwirksam sind.
Da aillein das y-Isomere nach intravendser Verabreichung
an Hunde schwere Krampfe ausldst, halten Dallemagne,
Philipot und Gernay'®®) eine Beeinflussung der synapti-
schen Cholinesterase am lebenden Nervensystem fiir mog-
lich, obgleich eine Aktivititshemmung ,in vitro* bisher
nicht erzielt werden konnte. Die seinerzeit geauBerte Mei-

nung, daB die Wirkung des y-HCH mfolge seiner struk- _

turellen Ahnlichkeit mit Mesoinosit auf einer kompetitiven
Hemmung des Wachstumsfaktors beruhe, lieB sich ex-
perimentell nicht bestatigen. Der groBe Einfluf der rdum-
lichen Konfiguration der Molekel auf seine biologische Wirk-
samkeit, die toxische Wirkung in kleinsten Quantititen
und die Ahnlichkeit des neurophysiologischen Vergiftungs-
bildes mit dem einer Anticholinesterase sprechen fiir die
Beeinflussung irgend einer enzymatischen Reaktion im
Zentrainervensystem. Fiir eine Interferenz mit einem elek-
tiven zentralen nervisen Vorgang spricht auch die Beobach-
tung von Coper, Herken und Klempau®?), daB eine einma-
lige Gabe von y-HCH Cardiazol-Krdmpfe bel Warmbliitern
verhindert.

Es mag sein, daB die Esterasen des Nerven stirker diffe-
renziert sind als wir wissen?08. 109), Es ist mdglich, daB or-
ganische Phosphor-Verbindungen Gruppen von Esterasen
hemmen, wiahrend y-HCH nur eine einzige Komponente be-
einfluBt. Im Versuch wiirde in diesem Fall eine so gering-
fiigige Herabsetzung der Aktivitat eintreten, daB sie der
Aufmerksamkeit der bisherigen Untersucher entgangen
sein kdnnte.

c) Allgemeine Einfliisse auf den Stoffwechsel

Es hat nicht an Bemiihungen gefehlt, den EinfluB von
Insektiziden auf allgemeine Stoffwechselvorgéinge
zu studieren. In mehreren Arbeiten wird darauf hingewie-
sen, daB sich der Vergiftungsvorgang in der Respiration
der Insekten auswirkt!1), In dieser Hinsicht sind 2 Grup-
pen zu unterscheiden: 1.) Insektizide, die im Friihstadium
der Vergiftung die Atmung steigern und 2.) solche, die die
Atmung herabsetzen. Zur ersten Gruppe zdhlen 2,4-Dini-
tro-o-kresol, Parathion, y-HCH, DDT, Pyrethrine, Toxa-
phen, Chlordan und HETP, zur zweiten Gruppe Rotenon
und die Thiocyanate. Bei Toxaphen, Chlordan und Para-
thion setzt die Atmungssteigerung etwas spéter ein als bej
103) R, Riemschneider, Zur Kenntnis der Kontaktinsektizide, II.

Pharmazie, 9. Beiheft, 1. Erg.-Bd. [1950].
104) R. Domenjoz, Ergebn Hyg., Bakteriol.,
Therap. 26, 18 [1949].
108) %511£%l]lemagne E. Philippot u. J. M. Gernay, Experlentia 4,

g L. L[endle u. H, H. Schneider, Pharmazle 5, 382 [1950].

""’ H. Coper, H. Herken u. J. Klempau, Arch. exp. Pathol. Phar-
makol. 272, 463 [1951].

198) R. D. Hawkins u. B.
27, 69 [1946].

100y R, Pulver u. R. Domenjoz, Experientia 7, 306 [1951].
1oy K. A. Lord, Ann, appl. Biol. 36, 113 [1949], 37, 1056 [1950].
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den anderen. Die Wirkung von y-HCH und der Pyrethrine
ist besonders komplexer Natur. Die anfingliche Stimula-
tion der Atmung bei Insekten der ersten Gruppe durch In-
sektizide spiegelt die Steigerung irgendwelcher Stoffwech-
selprozesse wieder, die heute noch nicht genauer bekannt
sind. Man weiff, daB DDT-vergiftete Sdugetiere einen ra-
schen Abbau von Leberglykogen zeigen und in eine
charakteristische hyperglykdmische Phase eintreten, mit
Blutzuckerwerten bis 200 mg%,, der spater eine hypogly-
kdmische Phase folgt. Die Blutmilchsidure steigt an, die
Alkalireserve wird vermindert. Im Harn treten aber weder
Zucker noch Ketokdrper auf, doch soll nach einer DDT-
Injektion bei Ratten der Harnstickstoff einen pldtzlichen
Anstieg zeigen. Moglicherweise ist eine Stérung im vege-
tativen Nervensystem der ausldsende Faktor. Leber-
schnitte von Ratten zeigen auf frilhen Intoxikationssta-
dien des Versuchstieres entnommen eine erhdhte, auf spa-
teren eine herabgesetzte Ogi-Aufnahmel!tl). Messungen der
Galvanonarkoseschwelle bei Fischen auf verschiedenen
Intoxikationsstadien nach einer Verabreichung von or-
ganischen Phosphorsdure-Verbindungen fiihrten Schwarz11?)
zu der Auffassung, daB diese Wirkstoffe an irgend einer
Stelle in den Chemismus der Oxydationsfermente ldhmend
oder blockierend eingreifen. Sackfor'®) fand tatsédchlich
eine hemmende Wirkung von DDT auf die Cytochrom-
oxydase des Sdugerherzens und der Stubenfliege. Torda
und Wolff*1¢) beobachteten im Gegensatz dazu eine Ak-
tivierung dieses Enzyms. Nach Untersuchungen der glei-
chen Autoren ist DDT aber ein starker Inhibitor der Koh-
lensiureanhydratase. Keller115) bestatigte diesen Befund
und arbeitete eine auf diesem Prinzip fuBende, sehr em-
pfindliche Methode zur Bestimmung kleinster Mengen von
DDT in Stoffgemischen aus. Zahlreiche Enzyme des Zell-
stoffwechsels werden nach judah!'®) durch DDT nicht be-
einfluBt. Dazu gehdren die Aldolase, Adenosin-triphos-
phatase, Glutaminsduredehydrase, Cholinoxydase, Hexo-
kinase, Bernsteinsdureoxydase u. a. Johnston''?) erhielt
aber mit DDT und analogen Verbindungen einen deutli-
chen Hemmeffekt bei dem Bernsteinsdureoxydase-System
des Rattenherzens. Das komplizierte aus einer Kette von
Enzymen aufgebaute Bernsteinsdureoxydase-Sy-
stem ist in der Zelle fast ausschlieBlich an die labile Struk-
tur der Mitochondrien gebunden. Diesen lipoidreichen Or-
ganellen fallt die wichtige Rolle zu, die bei der Veratmung
von Betriebsstoffen frei werdende Energie zur Darstellung
energiereicher Phosphate wie Adenosin-triphosphorsidure
zu verwerten. Johnston konnte zeigen, daB DDT auch die
Cytochromoxydase hemmt. Da dieses Enzym ein wesent-
licher Bestandteil des Bernsteinsdureoxydase-Systems ist,
kdonnte die an dem ganzen System beobachtete Hemmung
moglicherweise allein auf der Blockierung der Cytochrom-
oxydase beruhen. Auf die demselben System angehorigen
Dehydrasen hat DDT keinen EinfluB!'?- 118), Das redu-
zierte Glutathion in der Zelle wird auBer von Arsentrioxyd
durch keines der gebrauchlichen Insektizide beeinfluft11?).
Dagegen diirfte nach Rosedale'?®) der Nucleinsdure-
Stoffwechsel von einer DDT-Vergiftung betroffen sein.
Bei gewissen Termitenarten geht im Verlaufe der Vergif-
tung der Phosphor von der Adenylsdure quantitativ auf
die 5-Methyl-cytidylsdure tiber.

1) th bei R. Domenjoz!%®),
112) F, Schwarz, Pharmazie 6, 144 [1951].
“'g B. Sacktor, il econ. Entomol, 43, 832 [1950].

C. Tordau. H.G. Wolff, Proc. Soé. exp. Biol. Med. 74, 744 {1950];
, Pharmakol, exp. Therap. 95, 444 [1949].

Keller Naturwiss. 39, 109 [1952]

Judah Brit. J. Pharmakol. 120 51949]

Johnston, Arch. Biochem. Blophys cs 37, 375 [1951].
Demuth u, L. Lendle, Arch. Pharmaz. Ber, dtsch. pharmaz.
Ges, 284, 298 [1951].
usy 4, J. Forgash J. econ. Entomol. 44, 870 195) )

130) J, L. Rosedale, J. entomol, Soc. South Africa 7, 34 [1948).

33E
QO :t!_.

549



Histologische Untersuchungen konnten bisher noch kei-
nen Fingerzeig geben, in weichen Zellstrukturen mikro-
skopisch sichtbare Veranderungen auftreten, die ein Licht
auf den Wirkungsmechanismus von Insektiziden werfen
konnten!?l. 122), DDT und HCH schddigen alle Organe
auBer Muskulatur; der Fettkdrper wird nekrotisch. Sehr
deutlich reagieren die Blutzellen, die Kerne zeigen Dege-
neration und Karyorhexis (Zellkernzerfall). DDT bewirkt
dariiber hinaus Plasmaverquellung und Vakuolisation, HCH
Zellpyknosen. Die motorischen Zellen der Ganglien l3sen
sich unter dem EinfluB der Kontaktinsektizide nach
Schrumpfung. Verlust der Nifl-Schollen und Kernhyper-
chromatose auf, auch die assoziativen Zellen werden ge-
schadigt, bleiben aber erhalten!?®). Aldrin bewirkt in
subletaler Dosis bei Miusen Hypertrophie und gesteigerte
mitotische Tatigkeit der Leberzellen!2¢),

Eine akute Vergiftung mit groBen Dosen an Parathion
gibt beim Sdugetier keine irgendwelche histologisch nach-
weisbare Verdnderungen an den Organen. Bei chronjscher
Vergiftung sind nur in den Driisen Veranderungen nach-
weisbar, die auf eine gesteigerte sekretorische Aktivitat
hinweisen!?5). Bei Drosophila duBert sich eine Vergiftung
mit Parathion an den groien Nervenzellen im -Sinne einer
Schwellung und Chromophobie (Chromatolyse, Tigrolyse).
Bei hoheren Tieren ist eine solche Nervenzellverinderung
als Folge von Intoxikation, Infektion, Axonverletzung und
nach iiberméBiger Arbeitsleistung der Nervenzellen bei
langfristiger Reizung bekannt!?¢). Chang'??) beobachtete
nach DDT-Gaben eine charakteristische Veranderung am
Golgi-Apparat (labile, lipoidreiche blaschen- oder rohren-
artige Cytoplasmastruktur) der Ganglienzellen bei Scha-
ben und Bienen zugleich mit dem Einsetzen schwerer
Koordinationsstorungen und Auflésung dieser Zellorganelle
mit dem Tod der Tiere. Bei y-HCH-Behandlung erfihrt der
Golgi-Apparat einen unspezifischen Abbruch,

3. Die Entgiftung von Insektiziden

Die Inaktivierung der Cholinesterase durch organische
Phosphor-Verbindungen ist praktisch irreversibel.
Die Vergiftungssymptome, die auf einen Mangel von
Cholinesterase-Aktivitdt zuriickgehen, werden also nur in
dem Mafe schwinden konnen, als eine Neubildung von
Enzym madglich ist. Nach einer iiberstandenen Parathion-
Vergiftung ist bei Ratten eine etwa 30proz. Steigerung der
Gehirn- und Plasmacholinesterase gegeniiber normalen
Tieren zu verzeichnen. Dieses Spitsymptom der Para-
thion-Vergiftung deutet auf eine stimulierende Wirkung
des Inhibitors auf die Bildungsorte der Cholinesterase in
den Karperzellen'?®), Parathion wird im Organismus
hydrolytisch gespalten. Im Harn erscheint p-Nitrophenol;
der Stoff kdnnte — eine ausreichende Erfahrung voraus-
gesetzt — zum Nachweis einer Parathion-Exposition die-
nen?®). In den Organen, sowie im Serum von Kaninchen
und Ratten ist ein Enzym enthalten, das Diithyl-p-nitro-
phenylphosphat hydrolysiert (E 600-Esterase). Das En-
zym ist mit der A-Esterase aus Sdugerserum identisch, die
durch E 600 bis 10-3 m nicht gehemmt wird, wahrend die
B-Esterase schon bei 10-2 m blockiert ist130),

131) A, G. Richards, J. New York, Entomol. Soc. 57, 55 [1943];
52, 285 [1944].
132) A, G. Richards u. L. K. Cutkomp, ebenda 53, 3533 [1945].

M%) H. Ludtke u, H. Hopp, Naturwiss. 40, 346 [1953] )

%) E. Annan, H. Konst u. P. J. G. Plummer, Canad. J. Med. Sci.
30, 463 [1952].

18y F, A. Denz, J. Pathol. Bacteriol. 63, 81 [1951].

1#8) Th. Liers, H. Képf u. H. Liers, Biol. Zbl. 72, 478 [1953].

197) Chang Peh-1, Ann. entomol. Soc. Amer. 44, 311 [1951].

128) A, Locker u. H, Siedeck, Experientia 8, 146 (19521,

%) J. Lieben, R. K. Waldman u. L. Krause, Arch. Ind, Hyg. Occup.

ed, 6, 491 [1952],
180) W. N. Aldridge, Biochemic. J. 53, 110 [1953]; 53, 117 [1953].
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Nach Verabreichung von DDT beobachtet man bei
Saugetieren im Ather-Extrakt des Harnes ein Ansteigen
von organisch gebundenem Chlor. Es wird ein Abbau von
DDT ber die Dichlordthylen-Verbindung (DDE) zu p,p’-
Dichlor - diphenylessigsaure (DDA) - wahrscheinlich ge-
macht, welche zusammen mit anderen Zwischenprodukten
im Harn erscheinenl®),

o en >

ca-¢ N—c—¢ N-ai

NS T —
Cl—-(‘:—Cl > Cl-C-Cl DDE
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HO-C=0 DDA

Diese Umbildung hat bei Sdugetieren®nicht die Bedeu-
tung einer Entgiftung, da DDA auch toxisch wirkt, son-
dern erleichtert die Ausscheidung. Stubenfliegen verwan-
deln DDT ebenfalls zur Dichlorathylen-Verbindung DDE.
Nichtresistente Stimme sind zu dieser Umwandlung in
einem viel geringeren Umfang fihig als resistente. Ahn-
lich liegt der Fall bezliglich der Wirkstoffe von Toxaphen
und Chlordan!®!). Resistente Fliegen nehmen diese Sub-
stanzen ebenso leicht auf wie nichtresistente, bauen sie aber
in viel kiirzerer Zeit zu weniger toxischen Derivaten ab.

Es gibt Insektenarten, die von Natur aus gegen DDT in
der iiblich angewandten Dosis resistent sind. Dazu zédhlen
z. B. Epilachna varivestis, Argyrolaenia velutinana und
Melanoplus femur-rubrum. Diese Arten lassen sich in der
Praxis mit DDT nicht bekampfen. Alle drei Arten haben
in ausgepragtem MabBe die Fihigkeit, DDT zu entgiften'?),
und zwar durch einen enzymatischen Abbau3#). Die Heu-
schrecken sind an und fiir sich gegen DDT recht empfind-
lich., Melanoplus kann man schon durch 2 y DDT vergif-
ten, wenn man das Gift intraabdominal verabreicht. Aber
diese Art ist selbst gegen Dosen von 9000 y DDT resistent,
wenn der Wirkstoff durch das Integument (K&rperdecke)
eindringen muB. Peroral vertrigt Melanoplus 2500 y DDT.
Die Faktoren, die Melanoplus gegen DDT schiitzen, sind
die rasche Umsetzung des durch die Cuticula eingedrunge-
nen Wirkstoffes zu DDE in den Zellen der Hypodermis,
sowie die geringere Resorption von DDT im Darm und die
rasche Entgiftung der aufgenommenen Wirkstoffmengen
in den Darmzellen. Wenn DDT nicht direkt in die Ha&-
molymphe der Heuschrecken eingespritzt wird, kann das
Gift den Wirkort in aktiver Form nicht erreichen. Bei den
Heuschrecken besteht also keine echte inhidrente Immunitat
gegen die toxische Wirkung von DDT. Ahnlich liegt der
Fall bei den beiden anderen Arten. Wenn Epilachna reich-
lich DDT gefressen hat, so kann es zu Tremorerscheinungen
kommen, diese hdren aber bald auf, da das Gift schneller
abgebaut wird, als sich die weiteren Vergiftungsphasen ent-
wickeln.

Die Stoffwechselvorginge, welche zur Entgiftung von
DDT fiihren, sind enzymatischer Natur und daher gen-
abhangig. Die Vererbung der DDT-Resistenz ist bei der
deutschen Schabe recht komplex, da sowohl chromosomale
als auch extrachromosomale Faktoren beteiligt sind!34),
Die Weibchen der Schabe besitzen eigenartigerweise eine
deutlich hohere Resistenz gegen DDT als die Mannchen.

Ein eigenartiges Phanomen ist der negative Tem-
peraturkoeffizient der DDT-Intoxikation. Es ist
schon lange bekannt, da DDT-vergiftete Insekten symp-
tomfrei werden, wenn man sie auf eine hohere Temperatur

181y R, A, Hoffman u. A. W. Lundquist, J. econ. Entomol. 45, 233

1952].

132) ![ Sternburg u. C. W, Kearns, Ann. Entomol. Soc., Amer. 43,
444 (1950]; J. econ. Entomol. 45, 497 [1952]; 45, 505 [1952].

133y J, Sternburg, E. B. Vinson u, C. W. Kearns, §. econ. Entomol.
46, 513 [1953].

a4y D, @. Cochran, J. M. Grayson u. M. Levitan, J. econ. Entomol.
15, 997 [1952].
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bringt13), Der Vorgang ist reversibel, man kann durch
Abkiihlung die Symptome gleich wieder hervorrufen. Das
Eindringen von DDT in den Korper der Schabe ist bei
35 9C beschleunigt. Der prozentuale Abbau der tatsich-
lich aufgenommenen Wirkstoffmengen ist bei 15° und
25 °C gleich, Die im Warmen gehaltenen Schaben enthai-
ten demnach in ihrem Korperinneren mehr aktiven Wirk-
stoff als die kalt gehaltenen Tiere. In nicht zu weit vor-
geschrittenen Vergiftungsstadien wird die AbbaugriBe von
DDT durch zwei Faktoren begrenzt. 1.). die im Korper
enthaltene DDT-Menge, 2.) das Entgiftungspotential der
Schabe. Eine Dosiserhhung verdndert in der Wiarme das
Entgiftungspotential nicht. In der Kalte wird es aber
herabgesetzt, vorausgesetzt, daB mehr als 8 ¥ DDT in der
Schabe enthalten sind. Die geringere Wirksamkeit der
Entgiftungsreaktion bei hheren DDT-Mengen in der Kilte
ist das Ergebnis einer gesteigerten Wirksamkeit von DDT
bei der Zerstérung zahlreicher physialogischer Funktionen
in der Zelle3®),

Die letzten Ausfithrungen haben eindeutig gezeigt, daB
ein Stoff, obwohl er die Fihigkeit besitzt, in den Insekten-
#8) E. Ha ﬂ:)ger, Experientia 4, 223 [1948]; J. econ. Entomol. 42,

e,
523 [1950]
13¢) E. B. Vinson u. C. W. Kearns, J. econ. Entomol. 45, 484 [1952].

korper einzudringen und  lebenswichtige Fermente zu
blockieren, noch lange kein brauchbares Insektizid zu sein
braucht. Eine wesentliche Rolle spielt hierbei der Stoff-
wechsel der Insekten, der wirksame Substanzen in un-
wirksame Produkte verwandeln kann und an sich unwirk-
same Pharmaka in potente Gifte umzusetzen imstande ist.
Die an solchen Umsetzungen beteiligten Reaktionsketten
laufen nicht bei allen Insektenarten in der gleichen Weise
ab, da enzymatische Umsetzungen in diese Reaktions-
ketten eingeschaltet sind, die gewisse Fermente voraus-
setzen, die ihrerseits wieder genetisch bedingt sind. Von
hier aus ergeben sich Beziehungen zum Resistenzproblem.
Ein Stoff ist auch nur dann als Insektizid brauchbar, wenn
er den Bedingungen im Freiland eine geniigende Stabilitat
entgegensetzt zur Verbiirgung einer nachhaltigen Wirkung,
wenn er den Stoffwechsel der Pflanze nicht oder nur in er-
triglichen Grenzen beeinfluBt und Menschen sowie Haus-
tieren nicht geféhrlich wird. Die notwendig gewordene
Beschiftigung mit dem Wirkungsmechanismus von In-
sektiziden fiihrt zu einer intensiveren Bearbeitung ver-
gleichend biocthemischer Probleme, ein Fachgebiet, das
bistang nur rein theoretisches Interesse hatte.

Eingeg. am 15. Mérz 1954 [A 584)

Zur Ausscheidung von p-Nitrophenol im Urin nach Einwirkung
von Pflanzenschutzmittel , E 605"
Von Dr. SIGRID von EICKEN, Wuppertal-Elberfeld

Aus dem Toxikologischen und Gewerbehygienischen Laboratorium der Farbenfabriken ,,Bayer”, Wuppertal-Elberfeld

Es wird ein empfindlicher Nachweis von p-Nitrophenol im Urin beschrieben. Man extrahiert das p-
Nitrophenol aus der Harnprobe mit organischen Lésungsmitteln, schiittelt es mit wiBrigem Ammoniak
aus, reduziert mit TiCl; und setzt mit o-Kresol zum Indophenolblau um, welches bei 620 myu photo-
metriert wird. Die Bedeutung des Verfahrens fiir die Diagnose der ,,E 605*-Vergiftung wird erértert.

Zur Sicherung der Diagnose und zum Nachweis der Ver-
giftung mit ,E 605" (0,0-Diathylthiophosphorsdure-O-p-
nitrophenylester) ist bislang zumeist die Priifung der
Cholinesterase-Aktivitat herangezogen worden. Rein
chemisch analytische Verfahren begegnen gewissen Schwie-
rigkeiten, wenn sie auf Blut und Harn oder Organe ange-
wendet werden sollen. Ein recht charakteristisches Ver-
fahren zum ,,E 605“-Nachweis ist von Averell und Norris?!)
(Reduktion des ,,E 605“ und diazotitren und kuppeln der
entstandenen Amino-Gruppe) angegeben und in der Folge-
zeit auch von verschiedenen Autorent) benutzt worden,
insbesondere, wenn es sich um die Analyse von Mageninhalt
und ahnl. handelt. Die Methode gibt zweifellos zuverlassige
Resultate, begegnet jedoch bei der Ubertragung auf kleine
Mengen Blut, Organe oder Harn recht erheblichen Schwie-
rigkeiten.

Neben dem Verfahren von Averell und Norris sind nun von an-
deren Autoren Mikro-Bestimmungsmethoden angegeben, die spe-
ziell fiir die Blut-Analyse geeignet sein sollen. Schwerd und
Schmidt®) haben ein Verfahren angegeben, bei dem das mit Tri-
chloressigsdure-enteiweilte Blutfiltrat nach Erhitzen mit Alkali
eine Gelbiirbung ergeben soll. Wir konnten mit diesem Verfahren
keine befriedigenden und hinreichend genauenResultate und keine
ausreichende Empfindlichkeit erzielen. Kaiser und Larg*) haben

ebenfalls einen Nachweis im Blut angegeben, der sioh des Tri-
chloressigsiure-Filtrates bedient. Sie reduzieren mit Zink und

1) Averell u. Norris, Analytic. Chem. 20, 753 [1948].

) ﬁ.gs‘:’;])gel: Samml. v. Vergiftungsfailen, Arch. Toxikol. 74, 381

3) Schwerd u. Schmidt, Dtsch. Med. Wschr. 77, 372 [1952].

4) Kaiser u. Lang, Siddtsch. Apotheker-Ztg. 93, 394 [1953]. vgli.
auch diese Ztschr. 65, 424 [1953].
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Salzsiure und schlieBen eine Diazotierung und Kupplung der ent-
standenen Amino-Verbindung mit Naphthylithylendiamin, ent-
sprechend dem Veriahren von Averell und Norris, an.

Unsere Versuche haben jedoch gezeigt, daB erstens nur ein ge-
ringer Anteil des zum Blut in einer Konzentration von 50—~500y,/ml
zugesetzten ,,E 605'° im Trichloressigsdure-Filtrat erscheint und
zweitens ein Nachweis von ,,E 605' im Tierversuch nach der hohen
Dosis von 20 mg/kg per 08 im Blut dieser Tiere (Kaninchen) nicht
gelingt.

Aus diesen Griinden haben wir uns einer weiteren Maglichkeit
des analytischen Naohweises des Kontaktes mit ,,E 605 zuge-
wendet, nimlich dem Nachweis des p-Nitrophenols.

Schon 1951 haben Mountain, Zlotolow und O’Conors)
darauf hingewiesen, daB im Organismus als Spaltprodukt
des ,E 605“ p-Nitrophenol auftritt und mit der Indo-
phenolblau-Reaktion im Urin nachweisbar ist. Dasselbe
haben auch einige andere Autoren gefunden, die etwas,
andere Analysenvorschriften verdffentlicht haben. Wir
haben diese Methoden iiberarbeitet und geben im folgen-
den die Versuchsvorschrift, die sich bei uns bewahrt
hat: :

Als Losungsmittel zur Extraktion von p-Nitrophenol
aus Urin wenden wir wie Lawford und Harvey®) eine Mi-
schung von Ather, Petroldther und Isoamylalkohol an.
Dem Losungsmittelgemisch wird das p-Nitrophenol mit
2n Ammoniak entzogen und nach Reduktion mit Titan-
trichlorid das entstehende p-Aminophenol mit o-Kresol
zum Indophenolblau, dessen Absorptionsmaximum bei
620 my liegt, umgesetzt.

3) Mountain, Zlotolow u, O’Conor, Ind. Health Monthly 77, 88—-89
{1951). *) Lawford u. Harvey, Analyst 78, 63—-65 [1953].
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