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Die Epidermis von Tenebrio molitor L. Puppen als Zielorgan fiir das
Juvenilhormonanaloge 10.11-Epoxy—6.7-trans-2.3-trans—farnesylpropenylither
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Herrn Professor Dr. HEINzZ DANNENBERG zum 60. Geburtstag gewidmet

Epidermis, Tenebrio molitor L., target organ function, juvenile hormone receptor

In vivo tests give evidence that the epidermis is the target organ for the juvenile hormone of
insects. A study of the distribution of injected 10,11-epoxy-6,7-trans-2,3-trans-farnesyl-
propenylether and of its metabolic products in epidermis, lymphae, and other organs demon-
strated that the unaltered ether accumulates in the epidermis against a concentration gradient
and is more slowly metabolised there than in the non-target organs.

Die Corpora allata der Insekten, die das Juvenil-
hormon (im folgenden mit JH abgekiirzt) bilden,
beeinflussen, wie Schniirungs-, Exstirpations- und
Transplantationsexperimente zeigen, die Morphoge-
nese der Tiere, insbesondere im Bereich der Cutis der
Larven und der akzessorischen Driisen und Ovarien
der Imagines!™3. Vergleichbares bewirken neben In-
sektenextrakten? Substanzen, die nun auch in reiner
Form aus Insekten isoliert und synthetisiert wurden5-8
und Strukturanaloge dieser Verbindungen®13. Bei den
Puppen von Tenebrio molitor L. fithrt die Applika-
tion ausreichender Dosen der JH-wirksamen Verbin-
dung zum Persistieren der Puppenform!?. Mit niedri-
geren Dosen wird erreicht, dafl die Cutis des spiter
aus der Puppe schlipfenden Kifers am Ort der ur-
spriinglichen Substanzeinwirkung Aussehen und Fir-
bung der Puppencutis aufweist5.

Unsere Versuche sollten kliren, ob die Puppenepi-
dermis fiir das Hormon oder seine Derivate auch bio-
chemisch ein Zielorganverhalten zeigt. Das wiirde be-
deuten, dafl hormonal wirksame Substanz in ihr
im Gegensatz zu den Nichtzielorganen auch gegen
einen Konzentrationsgradienten angereichert und lang-
samer abgebaut wird, wie es bereits fiir die Oestro-
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Abkiirzungen: H, 10.11-Epoxy-6.7-trans-2.3-trans-farnesyl-
propenylither; A, Abbauprodukte von H; JH, Juvenil-
hormon.

gene des Siugerorganismus in der klassischen Publi-
kation der Arbeitsgruppe JENSEN nachgewiesen wur-
de4. Weiterhin sollte die Ursache fiir eine mogliche
Anreicherung untersucht werden.

Material und Methoden

Die JH-wirksame Verbindung

Als Analogon der JH wurde (2.3-3H-Propenyl)-
10.11-Epoxy-6.7 - trans-2.3 - trans - farnesylpropenyl -
ither (im Folgenden mit H abgekiirzt) eingesetzt. Die
JH-AKktivitit dieser Substanz ist bereits bekannt?s.

Die Verbindung war mit Tritium markiert. Ihre
spezifische Aktivitat betrug 28 Ci/mMol.

Uber Synthese, Reinigung, Analytik und Markie-
rung der Verbindung wird an anderer Stelle berichtet.

Haltung der Versuchstiere

Die Puppen von Tenebrio molitor L. wurden aus
Massenzuchten der Larven, die bei 22 °C und etwa
709 relativer Luftfeuchtigkeit gehalten wurden, alle
8 Stdn. abgesucht und nach dem Geschlecht differen-

ziert.

Priparation der Gewebe

Die Isolierung der drei Kérperanteile Epidermis,
Lymphe und restliche Organe erfolgte priparativ
zwischen 0 und + 4 °C. Die Lymphe wurde, wenn
notig, in Kapillaren abgenommen und von suspen-
dierten Zellen durch Zentrifugation bei 2500 x g iiber
5 min bei 4 °C befreit. Die weitere Aufarbeitung bis
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zur Erstellung der Mefllosungen erfolgte ebenfalls
zwischen O und + 4 °C.

Messung der Radioaktivitit

Die Radioaktivitit der Proben wurden in einem
Flussigscintillationszahler (Packard, Modell Tricarb
3380) in einem Scintillationsgemisch (4 g 2.5-Diphe-
nyloxazol, 50 mg 1.4-Bis[2-[a 5-phenyl]-oxazolyl]-
benzol, 120 g Naphthalin geldst in 1 | Dioxan) be-
stimmt. Die erhaltenen Impulse wurden mit Hilfe
einer Kombination eines externen und eines internen
Standards in Ci umgerechnet.

Proteinbestimmung

Protein wurde mit eiskalter 10-proz. Trichloressig-
sdure gefdllt. Nach dreimaligem Auswaschen des Nie-
derschlages wurde das Protein nach FoLin bestimmt!é.
Rinderserumalbumin (Serumalbumin vom Rind, trok-
ken, reinst, Behringwerke Marburg/L.) diente als
Standard.

Applikation von Substanz H

Eine adiquate Menge des in Toluol aufbewahrten
Athers wurde unter Eiskiihlung in einer Stickstoff-
atmosphire eingeengt, in wenig Aceton aufgenommen
und in soviel Insektenringer (5,55 g NaCl, 0,44 g
CaCl, - 6 H,0, 0,22 g KCl auf 1 1 H20) eingetragen,
dafl 1 ul X nMole Substanz H enthielt [X wurde in
den einzelnen Versuchen je nach Fragestellung variiert]
und das Aceton mit Stickstoff bei Eiskiithlung abge-
blasen. Die Losung wurde kurz vor jedem Versuch
neu angesetzt. Sie enthielt, bei + 4 °C aufbewahrt,
nach 3 Tagen noch 95%0 des unzersetzen H.

1 wl dieser Losung wurde mit einer Mikroinjek-
tionsspritze (Terumo, Modell MS 01, Nadel N 50
R 12) durch das Lumen einer vorher durch die Cutis
gefiihrten Glaskapillare zwischen dem letzten und
vorletzten Segment auf der Abdominalseite des Tieres
in die Leibeshohle injiziert. Nach dem Herausziehen
der Injektionskaniile entfernten wir die Glaskapillare.
Der Injektionsbereich wurde vor der Aufarbeitung
des Tieres amputiert.

Wiedergewinnung, Identifizierung und Messung
von H und seiner Abbauprodukte aus verschiedenen
Korperanteilen der Versuchstiere

Die oben beschriebenen Gewebefraktionen jedes
einzelnen Tieres wurden separat in 1,0 ml Puffer
(50 mm Tris-HCI pH 7, 4) homogenisiert, mit 0,5 ml
Methanol gemischt und gegen 1,5 ml Petrolidther Sdp.
50-70 °C verteilt. Das Methanol setzt das H aus der
Proteinbindung frei, so dafl es in die Oberphase ge-
langt. Die Phasentrennung wurde durch kurzzeitige
Zentrifugation bei 800 x g beschleunigt und vervoll-
stindigt. Die Trocknung der Unterphase mit Paraffin-
schnitzeln, die nicht mehr als 19/ der Radioaktivitit
der Gesamtphase absorbierten und der Oberphase mit
wasserfreiem Na,SO, verbesserten die Ergebnisse der
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Aufarbeitung nicht. Die Bande des markierten Athers
wurde nach Diinnschichtchromatographie der Ober-
phase im System Petroldther Sdp. 50-70 °C/Essig-
sdure-athylester = 80 ml/20 ml an Kieselgel (DC-
Fertigplatten-Kieselgel F-254 Schichtdicke 0,25 mm,
E. Merck, Darmstadt) mit Dioxan eluiert. H hat bei
diesen Bedingungen einen Ry von 0,55. Oberhalb
dieser Bande fand sich keine Radioaktivitit. Der An-
teil der nach Chromatographie und Verteilung wieder-
gewonnenen Radioaktivitat betrug 989/o. Die Radio-
aktivitdit des Eluats unterhalb der Bande des mar-
kierten Athers und die gesamte Unterphase der Ver-
teilung wurden zusammengefafit als Abbauprodukte
bezeichnet (im Folgenden mit A abgekiirzt).

Ergebnisse

Die nachstehenden Abbn. 1-4 und die Tabn. I-III
fassen die erhaltenen Resultate zusammen.

Diskussion

Bereits aus dem Verlauf des Abbaus der injizierten
Substanz H im Ganztier lifit sich ersehen, daf} es fiir
sie in den Puppen ein Receptorsystem geben muf}, das
thren Abbau bei einer Konzentration von etwa 1 nM
deutlich verlangsamt (Abb. 1). In den ersten 4 Stdn.
nach Applikation wird H rasch in seine Abbaupro-
dukte umgewandelt. Danach bildet sich die Plateau-
konzentration aus, die iiber 24 Stdn., unter Beriick-
sichtigung der Streuung der angewandten Nachweis-
methoden konstant bleibt.
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Abb. 1. Abbau von H in Puppen von Tenebrio molitor
L. in Abhingigkeit von der Zeit und der injizierten Menge
an H. 8-16 Stunden alte weibliche Puppen von Tenebrio
molitor L. H-Konzentration im Tier zum Zeitpunkt der
Injektion: —[J-[J- = 10 nm; —lFll- = 1 nm.

Die Meflwerte geben das Mittel aus Doppelbestim-
mungen, die an 2-3 verschiedenen Tagen erhalten wurden,
wieder. Weitere Einzelheiten siehe Material und Methoden.
Ordinate: Anteil von H an der Summe von H und A in %

[abgekiirzt Q].
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Wir miissen analog zu den bei den Oestrogenen er-
hobenen Befunden!4 annehmen, da H von einem
Receptor gebunden wird, dessen Funktion die Bin-
dung der natiirlichen JH von Tenebrio molitor ist.
Die Struktur dieser Verbindungen aus Tenebrio moli-
tor ist nur zum Teil bekannt. Bei diesen Insekten ist
nur die Bildung von Farnesol®, Farnesal® und Farne-
sensdure!? sicher nachgewiesen. 10.11-Epoxyde mit
dem Farnesolgeriist besitzen bei Tenebrio molitor eine
héhere biologische Aktivitit als die oben genannten
Substanzen®. Die Vielfiltigkeit und Artspezifitit der
JH von Insekten!® kann nach den neuesten Ergeb-
nissen an Schistocerca gregaria und Locusta migratoria
migratoides'® kaum noch bezweifelt werden.

Da also die endogene Hormonmenge wegen der
Unkenntnis weiterer JH von Tenebrio nicht bestimmt
werden kann, gibt die Plateaukonzentration von etwa
1 nM fiir H nicht die Konzentration aller receptorge-
bundenen in der Puppe vorhandenen JH-wirksamen
Verbindungen an. Es ist jedoch anzunehmen?®, dafl
diese Menge auch wihrend des Puppenstadiums von
Tenebrio sehr viel geringer sein sollte, als bei Larven
oder Imagines von Tenebrio.

Tab. I zeigt keine Altersabhingigkeit der Grofle
der Receptorkapazitit. Hieraus kann aber nicht ge-
folgert werden, dafl diese natiirlicherweise wihrend
des ganzen Puppenstadiums konstant bleibt, da die
Menge an Receptor durch Neubildung unter dem
Einflul von H gesteuert werden konnte, wie wir es
von den Oestrogenreceptoren kennen2°.
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Abb. 2. Verteilung von H und A in Epidermis und
Lymphe bzw. restlichen Organen von Tenebrio molitor
Puppen iiber die Zeit. 8-16 Stunden alte weibliche Puppen
von Tenebrio molitor L. H-Konzentration im Tier zur Zeit
der Injektion 10 nm. Epidermis (symbolisiert durch —x-x-)
und Lymphe bzw. Organe (symbolisiert durch —(O-O-)
wurden getrennt aufgearbeitet. Die Meflwerte geben das
Mittel aus Doppelbestimmungen, die an 2-4 verschiedenen
Tagen erhalten wurden, wieder. Weitere Einzelheiten siehe
»Material und Methoden®. Ordinate und Abszisse wurden
wie bei Abb. 1 bezeichnet.
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Die Lokalisation dieses Receptorsystems ist aus dem
Verlauf der H-Konzentration iiber die Zeit in den
drei Korperbereichen Epidermis, Lymphe bzw. rest-
liche Organe zu ersehen. Nicht abgebautes H reichert
sich im Unterschied zu der Lymphe und den iibrigen
Organen in der Epidermis an (Abb. 2). Der Anteil
von nicht abgebautem H an der Gesamtaktivitit ver-
hilt sich iiber die Zeit bei Lymphe und restlichen
Organen gleich (Tab. III). Auch hier erreicht die
H-Konzentration ein Plateau, das jedoch niedriger
als in der Epidermis liegt.

Wir fanden einen rascheren Anstieg des H-Anteils
in der Epidermis von weiblichen im Vergleich zu den
minnlichen Puppen (Tab. II). Auch eine mehrmalige
Wiederholung dieser Versuche an verschiedenen Tagen
brachte die gleichen Resultate. Eine durch weitere
Untersuchungen fundierte Interpretation dieser Er-
gebnisse bleibt offen.

Tab. I. Zeitliche Verteilung von H und A in Epidermis bzw.
Lymphe oder restlichen Organen bei weiblichen Puppen
von Tenebrio molitor L. in Abhangigkeit vom Puppenalter.

Stdn. H/(H+A) - 100
Korper- nach Puppenalter
anteil Injek- 8Std. 4Tage 9Tage
tion
Epidermis 0,5 25,4 276 24,5
7 33,8 39,1 37,3
Lymphe bzw. 0,5 22,6 21,4 24,0
restliche 7 7,8 8,6 7,4
Organe

Tab. II. Zeitliche Verteilung von N und A in Epidermis

bzw. Lymphe oder restlichen Organen bei 2 Tage alten

Puppen von Tenebrio molitor L, in Abhidngigkeit vom
Geschlecht der Tiere.

Stdn. H/(H+ A) - 100
Korper- nach Geschlecht
anteil Injektion mannlich weiblich

Epidermis 0,5 115 34,3

2 42,9 49,7

Lymphe bzw. 0,5 24,5 21,8

restliche 2 14,8 13,7
Organe

Tab. III. Zeitliche Verteilung von H und A in Lymphe und
restlichen Organen von 2 Tage alten weiblichen Puppen
von Tenebrio molitor L.

Stdn. H/(H+A)- 100
nach Korperanteil
Injektion Lymphe restliche
Organe
0,5 21,7 22,7
2 10,9 13,7
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Fir die Plateaubildung sind H-Proteinkomplexe
verantwortlich. Sie lassen sich durch Gelchromato-
graphie an Sephadex oder Elektrophorese von H und
A abtrennen. Aus angereicherten Priparationen dieser
Komplexe ist unverindertes H nach tryptischem Ab-
bau, Hitze- und Methanolinaktivierung wiederzuge-
winnen. Die Freisetzung des H durch Methanol aus
dem isolierten Komplex zeigt, dafl fast das gesamte
freie H, das in den vorstehend beschriebenen Ver-
suchen erhalten wurde, in diesem Komplex vorliegt.
Uber Isolierung, Funktion und die physikalisch-che-
mischen Daten der Receptorproteine von Tenebrio
wird eingehender an anderer Stelle berichtet.

Die Analyse der erhaltenen Meflwerte bzw. deren
graphische Darstellung zeigt im Einzelnen Folgendes:

Die Kurve, die den Anteil von H an der Gesamt-
aktivitdt iber die Zeit wiedergibt, zerfillt in zwei
Abschnitte (Abb. 2). In der Zeit von der Applikation
der Substanz bis etwa zur ersten Stunde danach wird
sie im Bereich der Epidermis durch einander entgegen-
gerichtete Effekte von Abbau und Transport be-
stimmt. Hier Uiberwiegt die Wirkung des Transports
die des Abbaus.

In den iibrigen Organen bzw. der Lymphe wirken
beide Effekte gleichsinnig in Richtung auf eine nume-
rische Verkleinerung des Quotienten H/Gesamtaktivi-
tit. Die Konzentration des nicht abgebauten H nimmt
durch den Transport ab. Der Anteil des abgebauten
H nimmt zu.
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Abb. 3. Abbau von H in der Epidermis bzw. Lymphe
oder restlichen Organen von Tenebrio molitor L. Puppen
iiber die Zeit. Die Kurve ergab sich aus den Meflwerten
der Abb. 2.
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Ordinate: =
2Stdn.
Bedeutung der Mefipunkte siche Abb. 2. Abszisse: Stunden
nach Injektion, logarithmischer Auftrag.
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In der zweiten Zeitphase ist kein Transport mehr
zu beobachten. Hier gibt die Kurve den reinen Abbau
wieder. Das wird in Abb. 3 graphisch dargestellt,
indem der Anteil von H zum Zeitpunkt 2 Stdn. nach
Injektion gleich 100%/o gesetzt und die Zeitachse loga-
rithmisch verkiirzt wird. Es ergeben sich dadurch zwei
abfallende Graden, die zeigen, dafl der Abbau von H
in der Epidermis langsamer erfolgt als in der Lymphe
bzw. den restlichen Organen.

Aus der Kurve in Abb. 4 ist weiterhin zu ersehen,
wie die Hormonverteilung in Lymphe und Epidermis
iiber die Zeit verlduft. Als Ordinate ist hier der Quo-
tient aus dem prozentualen Anteil von H des jewei-
ligen Korperbereichs und der Summe der H-Anteile
beider Korperbereiche dargestellt. Die Graphik zeigt,
dafl H von der Lymphe in die Epidermis transportiert
wird und dort nach etwa 2 Stdn. ein Sittigungswert
erreicht wird.

Die bevorzugte Anreicherung in der Epidermis hitte
auch dadurch zustande kommen konnen, daff beim
Einstich der Injektionskaniile von der Auflenseite der
Nadel lipophile Substanz sich als Film iiber die Kor-
peroberfliche ausbreitet?! und von dort aus natiirlich
zuerst in die Epidermis gelangt. Diesem Einwand
wurde experimentell dadurch begegnet, daf, wie unter
»Material und Methoden®“ beschrieben, die Injektions-
nadel durch das Lumen einer zuvor in die Korper-
hohle eingestochenen Glaskapillare gefiithrt und noch
vor dem Herausziehen der Kapillare aus ihr entfernt
wurde.
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Abb. 4. Transport von H aus der Lymphe zu der Epi-
dermis von Tenebrio molitor L. Puppen iiber die Zeit. Die
Kurve ergab sich aus den Mefiwerten der Abb. 2. Ordinate:
(] Gewebeanteil / Q Ganztier) 100.

Bedeutung der Mefipunkte siche Abb. 2. Abszisse: Stun-
den nach Injektion.



P. Schmialek ef al. - Die Epidermis von Tenebrio molitor L. Puppen

Fir die kritische Diskussion der Auswertung der
Meflwerte danken wir Herrn Professor Dr. HirscH-
waLD. Fiir finanzielle Hilfe danken wir der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, dem interministeriellen Aus-
schufy fiir ,,Umweltchemikalien und Biocide“, Bonn-
Bad Godesberg, Deutschherrenstrafle und der Firma
Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz.
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