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Untersuchungen iiber die Struktur und biochemische Wirkung von Ecdysteron

H. Horrmerster, H. F. Grizmacuer und K. Dinneser *

I. Med. Universititsklinik, Hamburg, und Chemisches Staatsinstitut, Hamburg

(Z. Naturforschg. 22 b, 66—70 [1967] ; eingegangen am 3. August 1966)

Ecdysteron ist ein neues Steroidhormon der Insekten. Die chemische Struktur ist aus dem spek-
troskopischen und chemischen Verhalten der Substanz abzuleiten: Ecdysteron ist danach ein
28,36,14a,20ar,22fr,25-Hexahydroxy-58-cholesten- (7) -on- (6) . Die biochemische Wirkung von Ecdy-

steron ist der des Ecdysons sehr #ihnlich.

Entwicklung und Metamorphose der Insekten
unterliegen hormoneller Steuerung. Die Steuerung
geschieht durch eine Hierarchie innersekretorisch
titiger Organe; die Hormone dieser Organe sind
bisher nur z. T. bekannt !:

Im Gehirn der Insekten finden sich neurosekreto-
rische Zellen, Neuere Ergebnisse von GErscn und
Mitarbb.? zeigen, daf es sich bei den Neurosekre-
ten um Proteine oder Peptide handelt. Damit liegt
morphologisch und stofflich der Vergleich der neuro-
sekretorischen Zellen mit der Hypophyse bei Verte-
braten nahe. Die Neurosekrete beeinflussen sowohl
die Hormonproduktion der Prothorakaldriise als
auch der Corpora allata.

Die Hormone der Corpora allata und der Pro-
thoraxdriise bestimmen die Art der Héutungen in
der Insektenentwicklung. Dabei bedingt die gleich-
zeitige Ausschiittung der Hormone beider Driisen
eine Hautung zur nichstgréBeren Larve. Werden da-
gegen allein die Hormone der Prothoraxdriise sezer-
niert, fiihrt die Hautung zur Puppe.

Trotz vieler Anstrengungen ist iiber die chemische
Natur des oder der Hormone der Corpora allata
wenig bekannt!, Aus natiirlichem Material konnte
die Aktivitit nur angereichert werden® Ein aus
Farnesylsaure mit Salzséure erhaltenes Umbaupro-
dukt hat nach neueren Untersuchungen von WiLLiams
starke Juvenilhormon-Aktivitét 4.

* Teil der Dissertation von K. DinnEse1L.
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Als erstes Hormon der Prothoraxdriise wurde das
Ecdyson rein dargestellt®, In jiingster Zeit wurde
die Struktur dieses Steroidhormons aufgeklart® 7.
Ecdyson ist ein 28,38,142,228,25-Pentahydroxy-
5f-cholesten-(7)-on-(6). Kiirzlich gelang die Syn-
these der Substanz®9®. Das synthetische Hormon
stimmt in den physikalischen Daten mit dem natiir-
lichen Stoff iiberein, im Calliphoratest war das Syn-
theseprodukt halb so wirksam (0,02 ug = 1 Calli-
phoraeinheit) **.

Ecdysteron ist ein weiteres Hautungshormon, das

von uns jetzt aus Seidenspinnerpuppen gewonnen
wurde 1% 11,

Eigenschaften

Ecdysteron ist im Calliphoratest wirksamer als
Ecdyson !, Da wir Ecdyson im Kot von Insekten
nachweisen konnten, Ecdysteron aber nicht 2, konnte
es sich beim Ecdyson um ein desaktiviertes Ausschei-
dungsprodukt des Ecdysterons handeln. Vielleicht
produziert die Prothoraxdriise aber auch mehrere
Hormone nebeneinander.

Chemisch verhalt sich Ecdysteron sehr dhnlich wie
Ecdyson. Das Hormon 16st sich leicht in Wasser und
kann aus wifrigem Tetrahydrofuran oder aus Me-
thanol/Essigester in farblosen Prismen erhalten
werden; Schmp. 234°. Im Gegensatz zu Ecdyson
kristallisiert Ecdysteron ohne Kristallwasser aus

? R. Huser u. W. Horee, Chem. Ber. 98, 2403 [1965].
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** Wir danken Dr. J. F. Friep, Fa. Syntex, Palo Alto/Calif.,
fiir die Zusendung einer Menge des synthetischen Hormons.

12 H, Horemesster, C. Rurer u. H. Ammon, Z. Naturforschg.
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wiiBrigen Losungen. Die Substanz verliert bei Séure-
oder Basenbehandlung sofort die biologische Aktivi-
tit; ein Teil der Aktivitit geht auch bei der Chro-
matographie an Al,O; und Kieselgel verloren. Mit
Vanillin/Schwefelsdurereagenz gibt Ecdysteron eine
typische Farbreaktion: Beim Besprilhen erscheint
ein rosa Fled; die Farbe indert sich beim Er-
hitzen in tiirkis. Uber eine Sephadex-G-10-Siule
148t sich das Hormon mit Wasser als Losungsmittel
gut von Verunreinigungen abtrennen. Die Substanz
erscheint als scharfe Zone nach 40 — 50% des Séulen-

volumens,

Struktur und spektroskopische Daten
Das Mol.-Gew. von Ecdysteron betrigt 480. In

einem neuerdings aufgenommenen Massenspek-
trum 13 zeigte das iiber eine Sephadex-Siule gerei-
nigte und anschliefend dialysierte Hormon diesen
Molekiilionpeak. Ecdysteron hat danach die Sum-
menformel Cg;H,,0; .

Die Struktur des Ecdysterons ergibt sich beim
Vergleich der spektroskopischen und chemischen Be-

§M 7
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funde mit denen des Ecdysons. Ecdysteron unter-
scheidet sich vom Ecdyson durch eine weitere Hy-
droxylgruppe, die in der Seitenkette an C-20 lokali-
siert ist:

oH oH
OH
oH o
HOa He
oM
H H H H
0
Ecdysteron Ecdyson

Ob die Ringverkniipfung der Ringe A/B und C/D
sowie die sterische Anordnung der Hydroxylgrup-
pen mit denen beim Ecdyson iibereinstimmen, kann
noch nicht gesagt werden. Die Ahnlichkeit der IR-
Spektren beider Hormone spricht dafiir (Abb. 1).

Andererseits erscheinen die Protonen an C-2, C-3
und C-22 im NMR-Spektrum des Ecdysterons ver-
schoben gegeniiber den entsprechenden Ecdyson-
signalen (Abb. 2, vgl. dazu . c. ).

Neben diesen nicht sehr charakteristischen Ver-
schiebungen sind zwei auffillige Verdnderungen zu
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Abb. 1. IR-Spektren des Ecdysterons (A) und Ecdysons (B) in KBr mit IR-Licht getempert.

13 H. Horrueister u. H. F. Gritzuacurr, Tetrahedron Letters
33, 4017 [1966].

14 . Horrueister, C. Ruren, H. H. Keiuigr, H. Sceamer u.
P. Karison, Chem. Ber. 98, 2361 [1965].



68 H. HOFFMEISTER, H. F. GRUTZMACHER UND K. DUNNEBEIL

134

19
106

155
TMS
616
L ] i 1 ] 1 1
60 50 40 30 20 10 (4]
<—d [ppm]
(A)
138
107 g%
618
\
| 1 ] 1 1 1 1
60 50 40 30 20 10 0
<— ¢ [ppm]
B)

Abb. 2. NMR-Spektren des Ecdysterons (A) und Ecdysons
(B), aufgenommen in Deuteropyridin, in einem Varian-100-

Spektrograph.
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sechen: Das Dublett der C-21-Methylgruppe des
Ecdysons fehlt im Ecdysteronspektrum; dafiir er-
scheint ein scharfes Signal von drei Protonen bei
1,55 ppm. Die Verschiebung des Signals und Um-
wandlung vom Dublett in ein Singulett ist nur ver-
einbar mit dem Eintritt einer OH-Gruppe an C-20.
Gleiches Verhalten zeigten von uns untersuchte Mo-
dellsubstanzen '3, Weiter findet man bei den Ver-
gleichssubstanzen eine Verschiebung des C-18-Me-
thylsignals um 0,4 ppm, wenn an C-Atom 20 eine
OH-Gruppe eingefiihrt wird. Wihrend dies Signal
im Ecdysonspektrum mit 0,74 ppm einen von Sub-
stituenten unbeeinfluften Wert zeigt, liegt das ent-
sprechende Signal des Ecdysterons auch um etwa
0,4 ppm verschoben bei 1,19 ppm.

Der starke Einflul der OH-Gruppe an C-20 auf
die C-18-Methylgruppe scheint bedingt zu sein durch
eine intramolekulare Fixierung der Seitenkette iiber
Wasserstoffbriicken. Nach Zusatz von Deuterium-
oxyd zu dem in Deuteropyridin gelosten Hormon
verschiebt sich das Signal der C-18-Methylgruppe er-
heblich; es erscheint bei 0,90 ppm. Auch die Signale
der beiden Methylgruppen an C-25 sowie der C-19-
Methylgruppe werden geringfiigig  verschoben
(1,38 ppm gegeniiber 1,34 sowie 1,00 ppm gegen-
iiber 1,06). Das Signal des Protons an C-7 ist auf-
gespalten mit einer kleinen Kopplungskonstante von
2,5 Hz und liegt bei 6,16 ppm.

Weitere Beweise fiir die Stellung der zusiitzlichen
Hydroxylgruppe im Ecdysteron ergeben sich aus
dem Massenspektrum.

Neben dem sehr schwachen Molekiilionpeak fin-
den sich die Peaks einer vierfachen Wasserabspal-
tung (462, 444, 426, 408). Da im Falle des Ecdy-
sons nur drei Wassermolekiile abgespalten werden,
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Abb. 3. Massenspektrum des
Ecdysterons (Atlas CH-4-Gerit).
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muB die zusitzliche Hydroxylgruppe des Ecdy-
sterons leicht eliminierbar sein. Das geht auch aus
der mehr als zehnmal geringeren Intensitit des
Molekiilionpeaks beim Ecdysteron im Vergleich zu
Ecdyson hervor. Der Hauptpeak in den Massen-
spektren beider Hormone hat die Massenzahl 99;
daneben findet sich in fast gleicher Hohe die MZ 81.
Diese Ionen entstehen in beiden Fillen durch Spal-
tung der Seitenkette zwischen C-20/C-22 und Ab-
spaltung der OH-Gruppe an C-25.

OHm

OH

Die identische Spaltung beider Molekiile beweist,
daB Ecdysteron und Ecdyson ab C-20 die gleiche
Seitenkette besitzen.

Der hier abgebildete obere Massenbereich des
Ecdysteronspektrums zeigt erhebliche Abweichungen
vom Ecdysonspektrum, Charakieristisch fiir das
Ecdyson ist der Peak 330, der im Ecdysteronspek-
trum fehlt. Das Ton MZ 330 entsteht iiber ¢in Ion
MZ 348 durch Verlust der Seitenkette ab C-22, Wan-
derung eines H-Atoms und H,0-Abspaltung. Da die zu-
siitzliche OH-Gruppe in diesem Teil des Ecdysterons
enthalten sein muB, wiirden bei einem analogen Zer-
fall Peaks mit den MZ 364 und 346 auftreten. Das
Ecdysteronspektrum zeigt aber Peaks mit den MZ
363, 345 und 328. Daraus ist zu schlieBen, daB
hier die Spaltung der C-20/C-22-Bindung ohne Wan-
derung eines H-Atoms abléuft. Dies Verhalten ist
erklirlich, wenn die sechste OH-Gruppe des Ecdy-
sterons an C-20 lokalisiert ist; die bei der Spaltung
auftretende positive Ladung an C-20 wird durch
Mesomerie mit der Hydroxylgruppe stabilisiert.

Die Stellung der sechsten Hydroxylgruppe im
Ecdysteron wird weiter gesichert durch den Peak
MZ 300, der mit shnlicher Intensitit in den Spek-
tren beider Hormone auftritt. Fiir dieses Ion kann
angenommen werden, da es durch Verlust der voll-
stindigen Seitenkette an C-17 sowie Abspaltung
eines H,0-Molekills und eines H-Atoms entstanden

ist:
Ho. H
N EL
H H
e 0y

Da beide Hormone bis C-19 und ab C-22 offen-
sichtlich gleich sind, kommt fiir die Stellung der OH-
Gruppe nur C-20 in Frage.

Biochemische Wirkung

Ecdyson 16st in Riesenchromosomen der Dipteren
die Bildung einer Reihe spezifischer ,,Puffs* aus.
Ecdysteron aktiviert in &hnlichen Konzentrationen,
soweit bisher untersucht, die gleichen Puffs wie
Ecdyson®®. Schon etwa zweiStdn. nach Hormon-
injektion kann man als zeitlich fritheste Wirkung
der Hormone das Auftreten von zwei charakteristi-
schen Puffs beobachten?; die Puffs werden auch
gebildet bei einer Hemmung der Proteinbiosyn-
these 18, Es wird diskutiert, da die Hormon-spezifi-
schen Puffs verschiedene Messenger-RNS-Molekiile
synthetisieren. Einer der Messenger soll die Infor-
mation zur Synthese von Dopa-Decarboxylase tra-
gen1?. Die Dopadecarboxylase-Aktivitdt wird durch
Ecdysongaben gesteigert. Wir haben Ecdysteron in
Kopf-verpuppte Calliphora-Larven injiziert und zu
verschiedenen Zeiten nach Injektion den Anstieg der
Dopadecarboxylase bestimmt. Die Enzymaktivitat
wurde an der Umwandlung von radioaktivem Dopa
in Dopamin gemessen ®. In Tab. 1 sind die Ergeb-
nisse wiedergegeben:

Zeitnach Injektion | gebildetes
von Ecdysteron Dopamin
{Stdn.] (%]
0 3
0,6 3
1 3
2 8
4 12
6 15
12 21
24 27

Tab. 1. Umwandlung von 2-4C-Dopa im Dopamin. Jedes Tier
erhielt 24 Stdn. nach Xopfverpuppung 20 CE Ecdysteron. Je
Versuch wurden 10 Tiere in der Kilte in 0,66-m. Phosphat-
puffer mit 0,1% Mercaptoéithanol homogenisiert und 30 min
bei 4000 U/min zentrifugiert. 1 ml Uberstand wurde mit
0,66-m. Phosphatpuffer und 1 mg Dopa, spez. Aktivitiit
0,1 mC/mMol, 3 Stdn. inkubiert. Das Inkubationsgemisch
wurde mit Methanol abgestoppt, zentrifugiert; der Uberstand
wurde nach Vacuumtrockning auf Kieselgel-Diinnschichtplat-
ten im System Butanol 5/Propionsiure 1/Wasser 2 chromato-
graphiert und die Radioaktivitit mit einem Berthold-Diinn-
schichtchromatographie-Scanner gemessen.

18 {J, Crever, Chromosoma 12, 607 [1961].

16 . Creves, private Mitteilung,

17 {J, Ciever, Symposium on Fundamental Cancer Research
1965, The University of Texas.

18 {J, Crever, Brookhaven Sympsia in Biology 18, 242 [1965].

18 P Karwson, Umschau 1963, 595.

20 P, Karison u. C. E. Sexeris, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 63, 489 [1962].
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Alle Kopf-verpuppten Tiere enthielten schon eine
geringe Menge Dopa-Decarboxylase. Der Aktivitats-
anstieg ist ab 4 Stdn. nach Injektion zu erkennen.
24 Stdn. nach Ecdysterongabe werden unter unse-

ren Versuchsbedingungen 27% des vorhandenen
Dopa in Dopamin umgewandelt.

Fraulein K. Sanxper danken wir fiir ihre Mitarbeit,
der Deutschen Forschungsgemeinschaft
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Tierexperimentelle Untersuchungen mit a-Methyl-Dopa-14C unter besonderer

Beriicksichtigung der optischen Isomeren
I1. Mitt.: Verteilung in den Organen

B. Duam, W. Maui, H. Mepexwarp, K. Parzscuke und L. A. WeGNER

Isotopenlaboratorium der Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elberfeld
und

K. ScHLOSSMANN
Institut fiir Pharmakologie der Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elberfeld
(Z. Naturforschg. 22 b, 70—84 [1967] ; eingegangen am 23, Juli 1966)

Es wurde die Verteilung der Aktivitit in der Ratte nach oraler und intravendser Applikation
(50 mg/kg) von pi-a-Methyl-Dopa sowie seiner optischen Isomeren untersucht. Nach intraveniser
Applikation werden sowohl die p-Form als auch die 1-Form schnell (7, <<1h) und mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit eliminiert. Nach oraler Applikation des Racemats steigt daher der
Aktivititsgehalt im Tier ohne Magen-Darmtrakt 1 bis 2 h post appl. — trotz einer insgesamt resor-
bierten Menge von rund 25% — nur auf etwa 10% der applizierten Aktivitét an. Etwa ab 10 h post
appl. liuft die Elimination des Racemats wesentlich langsamer und fiir die einzelnen Orgene mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit ab; 2 d post appl. ist der Aktivititsgehalt im Tier ohne Magen-
Darmtrakt, der iiberwiegend auf Metaboliten des 1-a-Methyl-Dopa zuriickzufithren sein diirfte, fiir
beide Applikationsarten unter 1% abgesunken.

Nach intravendser Applikation von r-a-Methyl-Dopa befinden sich in den meisten Organen hihere
Aktivititskonzentrationen als nach Gabe der p-Form, besonders ausgepriigt im Gehirn, Nebennieren-
mark und Muskel sowie in der Niere; 24 h nach Applikation der r-Form enthiilt das Nebennieren-
mark wesentlich hohere Aktivititskonzentrationen als alle anderen gemessenen Organe.

Ergéinzend zu den radioaktiven Messungen wurde gleichzeitig in einigen Versuchen fiir be-
stimmte Organe der Gehalt an unverinderter Substanz mit Hilfe eines fluorometrischen Verfahrens
bestimmt, und zwar nach intravendser Applikation von 5 und 50 mg/kg der optischen Isomeren.
Entsprechend der insgesamt geringen Metabolisierung enthalten z. B. das Serum und die Niere bis
zu etwa 2h post appl. iiberwiegend unveriindertes a-Methyl-Dopa. Andererseits bestehen jedoch
Hinweise, dal die in anderen Organen z. B. im Gehirn, im Muskel und in der Leber vorhandene
Aktivitét nach Gabe der i-Form moglicherweise bereits zu dieser Zeit in erheblichem MaBe auf
Metaboliten zuriickzufiihren ist. Die im Plasme im Bereich 2 bis 180 min nach Applikation beobach-
teten Substanzkonzentrationen lassen sich durch ein Modell mit zwei Verteilungsrdumen beschreiben
und ergeben auf diesem Wege Hinweise, daB die renale Clearance fiir 1-AMD und D-AMD gleich
ist und in der GréBenordnung der Inulin-Clearance liegt.

Die ganztier-autoradiographischen Untersuchungen nach Applikation des Racemats sowie der
optischen Isomeren geben die Verteilung der Substanz bzw. ihrer Metaboliten im Tierkérper in situ
wieder und lassen differenzierte Aktivitétsverteilungen in einzelnen Organen sichtbar werden. Diese
zeigen sich besonders ausgepriigt im Gehirn, in der Nebenniere, der Haut und der Niere.

In der ersten Mitteilung berichteten wir iiber
Untersuchungen mit radioaktiv markiertem a-Me-
thyl-Dopa * !, und zwar iiber Synthese, Resorption,
Ausscheidung und Metabolismus. Im folgenden wird
die Verteilung der Substanz bzw. ihrer Metaboliten

* a-Methyl-Dopa = AMD. 1.a-Methyl-Dopa = 1.AMD =
L(--)-3-(3".4’-Dihydroxyphenyl) -2-methylalanin = Presi-
nol (eingetragenes Warenzeichen der Farbenfabriken

in den Organen beschrieben. Hierzu verwendeten
wir die Ergebnisse der radioaktiven Meftechnik, der
Ganztier-Autoradiographie und einer fluorometri-
schen Bestimmung des Gehaltes an unverinderter
Substanz in den Organen der Ratte.

Bayer AG). p-a-Methyl-Dopa = p-AMD, pi-a-Methyl-Dopa
= pL-AMD.

! B. Duru, W. Maur, H. Meoeswaio, K. Parzscax u. L. A,
Weener, Z. Naturforschg. 20 b, 434 [1965].





