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Juvenilhormonwirksame Verbindungen

I. Juvenilhormonwirkungen bei Tenebrio molitor L. in Abhingigkeit
von der Konzentration der hormonalen Substanz
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Es wird ein neues Bewertungsschema fiir die nach Einwirkung von Juvenilhormon-wirksamen
Verbindungen aus Tenebrio-Molitor-Puppen entstehenden Morphen angegeben, das die Aufstellung
von Regressionsgraden aus der Dosis/Wirkungs-Beziehung gestattet.

Die sich aus diesen Regressionsgraden ergebenden Aussagen iiber die Wirkungsstirke der ge-

testeten Verbindungen werden diskutiert.

Hormonhaltige Extrakte abgestufter Konzentra-
tion wurden von WiccLEsworTH ! in die Cutis frisch
geschliipfer Puppen von Tenebrio molior eingeimpft
und an der Sdrke und Ausdehnung der Cutanreak-
tion des spéer schliipfenden Kafers die Aktivitat der
Extrakte abgeschatzt.

ScumiaLek 2 benutzte ‘den gleichen Test und ver-
suchte, die Stidrke der Cutisreaktion zu quantifizie-
ren. Bei der Beurteilung der Wirkung aktiverer Sub-
stanzen, die selbst nach lokaler Applikation zu einer
volligen Metamorphosehemmung fithrten, versagte
diese Methode 3. KarLon und NacuricaLL? ersetzten
die von WiceLEsworTH ! benutzte Verimpfung der
Substanzen durch die subcuticuldre Injektion in
Tenebrio molitor-Puppen und definierten diejenige
Konzentration in mg der Testsubstanz, die bei etwa
50% der Tiere eine positive Cuanreaktion ergab als
eine Tenebrio-Einheit [T.U.]. Den gleichen Test be-
nutzten R6LLER und BiErkE ® bei der Isolierung einer
Juvenilhormon-wirksamen Substanz aus Hyalophora
cecropia-Imagines.

Diese Bewertungsart verlangt, dal man die mini-
malste zur Erzielung einer Cutisreaktion bendtigte
Konzentration der Testsubstanz iiber eine Verdiin-
nungsreihe bestimmt. Die so ermittelten Aktivitaten
von Juvenilhormon [J.H.]-Analoga variieren iiber 6
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2 P. ScamiaLEk, Z. Naturforschg. 16 b, 461 [1961].

3 P. ScamiaLek, Z. Naturforschg. 18 b, 516 [1963].

4 P. Karison u. M. Nacuriearr, J. Insect Physiol. 7, 210
[1961].

und mehr Zehnerpotenzen. Der Arbeitsaufwand fiir
den Test ist also sehr gro. Wir haben daher ver-
sucht, auch stirkere J.H.-Effekte, die sich in der Aus-
bildung von Zwischenformen manifestieren, fiir die
Aktivititsbewertung der getesteten Substanzen zu
verwenden.

Nachstehend wird iiber die erhaltenen Ergebnisse
berichtet.

Material und Methoden

Die auf ihre J.H.-Aktivitdt zu untersuchenden Sub-
stanzen wurden nach WiceLEswortH! an 2 — 24 Stdn.
alten Tenebria molitor-Puppen [der Hauptanteil der
Tiere schliipfte etwa 7 Stdn. vor der Punktion] getestet.

Das Losungsmittel war Paraffinum liquidum DAB 6
Merck, die eingesetzten Verbindungen 4 Isomere des
racemischen  10.11-Epoxy-7-dthyl-3.11-dimethyl-10.11-
trans-trideca-2.6-diencarbonséduremethylesters und zwar
die 2-cis, 6-trans-Verbindung, 2-trans, 6-cis-Verbindung,
2-trans, 6-trans-Verbindung und die 2-cis, 6-cis-Verbin-
dung.

Sie wurden durch Dr. Prirrner und Dr. Scawirters
von der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, synthetisiert
und uns freundlicherweise fiir diese Untersuchungen
zur Verfiigung gestellt.

Wir verwendeten 10 verschiedene Testkonzentratio-
nen, und pro Konzentration jeweils 100 Testtiere.

Die punktierten Puppen wurden in perforierten
Blechschachteln [80-75-15 mm]¥*, die mit Zellstoff aus-

5 H. R6LLER, J. S. Bserke u. M. H. McSHax, J. Insect Physiol.
11,1185 [1965].

* Hersteller: Firma von Eicken, Hamburg, Ausfiihrung: Dark
Flake.
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Abb. 1. Unter dem EinfluB von Juvenilhormon-wirksamen Verbindungen entstandene Morphen der Puppen-Kifer-Héautung
von Tenebrio molitor L. Die Ziffern neben den Abbildungen entsprechen den numerischen Werten der morphogenetischen Wir-
kung einer J.H.-aktiven Substanz auf die Puppen-Kéfer-Hautung bei Tenebrio molitor L.

gelegt waren, bei 25 °C und etwa 65% relativer Lulft-
feuchtigkeit gehalten und 2 Tage nach dem Schliipfen
der Kontrollgruppe nach ihrem &uBleren Aspekt klassi-
fiziert [Abb. 1]. Zur Feststellung fiir die schlieBlich
generell verwendete Abgrenzung der Morphen wurde
zuerst untersucht, ob und welcher mathematische Zu-
sammenhang zwischen der Verteilung der entstehenden
Morphen und der applizierten Konzentration besteht.
Dazu wurden die einzelnen Morphen empirisch so be-
wertet und gegeneinander abgegrenzt, daBl der Wert
des Bruchs
[Bm"nm]

Nm

[m = Ziffc;der Morphe, nm = Anzahl der entstande-
nen Individuen dieser Morphe, B, = Bewertung die-
ser Morphe], proportional der Konzentration wurde.
Dies liell sich erreichen, wenn die Bewertungen die
Gleichung Byy=a™—1 erfiillten [@¢ = eine substanzab-
hingige Konstante].

Das bedeutet, dall unsere willkiirliche qualitative
Einteilung der Morphen eine quantitativ-logarithmische
ist. Dieser logarithmische Zusammenhang erlaubt die
Aufstellung einer linearen Regression im halblogarith-
mischen Achsenkreuz.

Fiir jede getestete Substanzkonzentration wurde
durch Interpolation — in wenigen Grenzféllen durch

8 G. K. Sucnowsky u. K. Juxkmany, Endocrinology 68, 341

[1961].

Extrapolation — diejenige Morphe ermittelt, die bei
50% der Tiere entstanden war [Ms5,].

Diese M5,-Werte wurden gegen log G/Vol aufgetra-
gen und die Regressionsgrade fiir die jeweilige Sub-
stanz bestimmt. Die Graden fiir die vier oben aufge-
fithrten Isomeren zeigt Abb. 2. Die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse ist an der Doppelbestimmung bei der
Konzentration von 1073[g-cm ™3] J.H.-wirksamer Sub-
stanz abzuschitzen.

Diskussion

Die 4 getesteten Verbindungen unterscheiden sich
chemisch nur durch die cis-trans-Isomerie der Dop-
pelbindungen. Ihre hormonale Wirksamkeit bei glei-
cher Konzentration ist unterschiedlich. Es differieren
aber auch die Steigungen der Regressionsgraden,
d. h. das Ausmall der Wirkungszunahme mit der
Konzentration. Uber die Ursache, insbesondere fiir
das letztere Phianomen, konnen wir nur spekulieren.

Wechselnde Steilheiten der Regressionsgraden
[morphogenetische Wirkung/log Dosis] finden sich
auch bei anderen Hormonen, z.B. einigen Progeste-
ronabkommlingen ©.

Die aus derartigen unterschiedlichen Steigungen
der Regressionsgraden sich ergebenden Konsequen-
zen sind:
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Der Vergleich der Wirksamkeit zweier Substanzen
auf Grund des Verhaltnisses der zur Erzielung eines
bestimmten morphogenetischen Erfolgs, z.B. einer
positiven Cutanreaktion, benotigten Substanzmengen
erlaubt keinen Schlufl auf die Konzentration der bei-
den Verbindungen, die fiir die Erzielung einer ande-
ren, gleicherweise J.H.-abhingigen Morphenausbil-
dung — z.B. Induktion von Zwischenformen — be-
notigt werden.

Hier kann sich das Verhiltnis der Wirkungsstarke
zweier Verbindungen sogar umkehren, wie es am
Beispiel der 2-cis, 6-trans- und der 2-trans-, 6-cis-
bzw. all-trans-Verbindungen zu sehen ist [vgl.

Abb. 2].
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Abb. 2. Dosis-Wirkungsbeziehung von vier Isomeren des
rac. 10.11-Epoxy-7-dthyl-3.11-dimethyl-10.11-trans-trideca-
2.6-diencarbonsdure-methylesters bei Tenebrio molitor-Pup-
pen. Die MeBipunkte fiir die vier Isomeren werden wie folgt
symbolisiert: * = 2 cis, 6 trans, + = 2 trans, 6 cis, O =
2 trans, 6 trans, /\ = 2 cis, 6 cis, und die entsprechenden Re-
gressionsgrade mit den gleichen Symbolen gekennzeichnet.

Vergleichbare Uberschneidungen der Regressions-
graden finden sich auch in der Publikation von
SucHowsky und Junkmany 6. Weitere Konsequenzen
ergeben sich fiir alle Aussagen iiber die hormonale
Wirksamkeit der Fraktionen einer Gewebeaufarbei-
tung, da auch hier alle bisher gebrauchlichen Test-
bewertungen fiir das J.H. auf dem minimalsten Sub-
stanzbedarf zum Hervorbringen der Cutisreaktion
beruhen. Zum Beispiel konnen in den sogenannten
inaktiven Fraktionen der Ausgangsschritte einer
Aufarbeitung hormonwirksame Substanzen enthalten
sein, deren Dosiswirkungsbeziehung sehr steil ver-
lauft und die deswegen in der untersuchten starken
Verdiinnung in der Cutanreaktion nicht erfallt wer-
den kénnen, obwohl sie in hoheren Konzentrationen
stirker aktiv sein konnte als eine Verbindung,
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die infolge einer weniger steilen Dosis-Wirkungs-
beziehung — iiber die Cutanreaktion nachgewie-
sen — als die aktivere imponiert. Diese Uberlegun-
gen zeigen auch, dafl wir aus der hohen Aktivitat
einer insekteneignen Verbindung im Cutantest nicht
die Aussage ableiten diirfen, dafl es sich hierbei um
das aktivste Juvenilhormon handele.

Nach folgenden Juvenilhormon-abhingigen Ver-
anderungen gegeniiber den Kontrollen wurden die
Morphen der Puppen-Kéfer-Hautung von Tenebrio
molitor L. klassifiziert:

Morphe 0: Normaler Kifer. Die Punktionsstellen zei-
gen keine Anderung der Pigmentierung
gegeniiber der umgebenden Kéfercutis.
Normaler Kifer. Mindestens eine der
Punktionsstellen ist gegeniiber der um-
gebenden Kifercutis aufgehellt.

Normaler Kiéfer. An einer der Punktions-
stellen ist die Kifercutis durch die Pup-
pencuticula ersetzt.

Morphe 1:

Morphe 2:

Morphe 3: In der weiteren Umgebung von minde-
stens einer der 6 Punktionsstellen ist die
Kifercutis durch eine Puppencuticula er-

setzt.

Die Puppencuticula bedeckt fast die ganze
Unterseite des Abdomens des geschliipften
Kifers.

Das Abdomen zeigt puppalen Charakter,
ist aber gestreckt, die Fliigeldecken sind
verkiirzt. Ansonsten ist der Thorax dem
einem normalen Kifers entsprechend aus-
gebildet.

Das Abdomen zeigt puppalen Charakter,
der Gesamtkorper ist noch gestreckt, die
Fliigeldecken stirker geschrumpft als bei
Morphe 5.

Das Abdomen zeigt puppalen Charakter,
die Fliigeldecken entsprechen in ihrer
Ausdehnung etwa den puppalen Fliigel-
anlagen, die Antennen sind verkiimmert,
die Kopfkapsel nicht mehr vom Thorax
abgesetzt, die Extremitdten kaum noch be-
weglich, die Pigmentierung nur noch an
den Extremitdten und den Fliigelanlagen
ausgepragt.

Gegeniiber Morphe 7 ist die Pigmentie-
rung weiter zuriickgegangen, die Extremi-
tatenausbildung geht kaum iiber die bei
normalen Puppen sichtbaren Anlagen hin-
aus, die Antennen sind weiter geschrumpft
und der Gesamtkorper ist nach dorsal ge-
wolbt.

Unterscheidet sich von einer normalen
Puppe des 2.—3. Entwicklungstages nur
durch eine geringe Pigmentierung an Ex-
tremitdten und Fliigelanlagen.

Morphe 4:

Morphe 5:

Morphe 6:

Morphe 7:

Morphe 8:

Morphe 9:



