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Zur Tritierung des Metamorphoschormons Ecdyson wurde ein modifiziertes
Wilzbach-Verfahren ausgearbeitet. Als Modellsubstanzen dienten Polyhydroxy-
Steroide (A!-3a-Pregnendiol-(17a.21)-trion(3.11.20)-21-acetat und 5a-Pregnan-
diol-(17a.21)-trion-(3.11.20)-21-acetat). Die besten Ausbeuten und hochsten
Aktivititen erzielte man, indem man die Substanzen an granulierter Aktivkohle
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For labelling of the metamorphosis hormone, with tritium, a modified Wilz-
bach technique has been worked out. Polyhydroxysteroids (Al-5p-Pregnendiol-
(17a,21)-trvion(3,11,20)-21-acetate and 5a-Pregnandiol-(17a,21)-trion(3,11,20)-
21-acetate) were used as model substances. The best yields and highest activities
were obtained by adsorbing the substances on granulated and activated charcoal,
enclosing the absorbates in Nylon bags and exposing them to high doses of
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absorbierte, die Adsorbate in Nylonsickchen einschloss und sie bei Zimmer-
temperatur mit hohen Tritiumdosen bestrahlte. Ein weiteres Ergebnis der
Adsorptionsmethode war ein geringerer Anfall von radicaktiven Nebenproduk-
ten. Die tritierten Substanzen wurden mit Hilfe der Diinnschichtchromato-
graphie gereinigt, wobei zur Messung der Aktivitit auf den Chromatogramm-
platten ein besonderes Methanstromzihlrohr Verwendung fand. Das beschriebene
Verfahren empfiehlt sich besonders bei kleinen Mengen (5-20 mg). Bei den
reinen Substanzen wurden spezifische Aktivititen bis zu 250 uCi [mg erreicht.

tritium at room temperature. The adsorption resulted also in a decrease of
radioactive by-products. The tritiated substances were purified by thin-layer
chromatography, using a special flow-counter for activity measurements on the
chromatoplates. The method described is especially valuable with small amounts
(5-20mg). Specific activities up to 250 #C/mg of the pure substances have been
obtained.

tritium at room temperature. The adsorption resulted also in a decrease of
radioactive by-products. The tritiated substances were purified by thin-layer
chromatography, using a special flow-counter for activity measurements on the
chromatoplates. The method described is especially valuable with small amounts
(6-20mg). Specific activities up to 250 #C/mg of the pure substances have been
obtained.
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Eine Mikromethode zur Markierung von Steroiden
und von Ecdyson mit Tritium™

Von Perer Karison, RAINER MAURER

und MarTin WENZEL

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitdt Miinchen
und dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitdt Berlin
(Z. Naturforschg. 18 b, 219—224 [1963] ; eingegangen am 16. Januar 1963)

Herrn Prof. A. Butenanot zum 60. Geburtstag

For labelling of the metamorphosis hormone, ecdysone, with tritium, a modified Wilzbach tech-
nique has been worked out. Polyhydroxysteroids (4!-5a-Pregnendiol-{17a.21)-trion(3,11,20)-21-
acetate and 5a-Pregnandiol-(17a,21)-trion(3,11,20)-2]1-acetate) were used as model substances.
The best yields and highest activities were obtained by adsorbing the substances on granulated and
activated charcoal, enclosing the absorbates in Nylon bags and exposing them to high doses of
tritium at room temperature. The adsorption resulted also in a decrease of radioactive by-products.
The tritiated substances were purified by thin-layer chromatography, using a special flow-counter
for activity measurements on the chromatoplates. The method described is especially valuable with
small amounts (5--20 mg). Specific activities up to 250 #C/mg of the pure substances have been

ohtained.

Ecdyson ist das Hautungs- und Metamorphosehor-
mon der Insekten !. Zu seinem Wirkungsmechanismus
ist von CLEvER und KarLson 2 der interessante Befund
erhoben worden, dafl das Hormon bestimmte Ver-
inderungen an den Chromosomen hervorruft: es
induziert die Puff-Bildung. Wir haben daraus eine
neue Hypothese iiber den Wirkungsmechanismus
der Hormone abgeleitet . Fiir die molekularbiolo-
gische Interpretation dieses Effekts ist es wichtig zu
wissen, ob das Ecdyson selbst am Chromosom ge-
bunden wird; ist dies der Fall, so wird man eine
direkte Wechselwirkung zwischen dem Hormon und
der Chromosomensubstanz annehmen miissen.

Um diese Frage zu priifen, wollen wir tritium-
markiertes Ecdyson verwenden und dessen Lokali-
sierung mittels Autoradiographie untersuchen. In
der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir die Ge-
winnung tritiummarkierten Ecdysons; iiber die bio-
chemischen Anwendungen werden wir spiter be-
richten.

Die bisherigen Methoden zur Tritierung von
Naturstoffen sind fiir das Arbeiten mit 100 — 500 mg
Substanz entwickelt worden. Das Ecdyson stand uns
aber nur in sehr geringen Mengen zur Verfiigung.

1 P. Karuson, Vitamine u. Hormonc 14, 226 [1956].

2 U. Crever u. P. Kanuson, Exp. Cell Res. 20, 623 [1960].

3 P. Karuson, Dtsch. med. Wschr. 86, 668 [1961].

4 P. Karwson, H. Horrmerster, W. Horpe u. R. Huser, Lie-
bigs Ann. Chem., im Druck [1963].

* Teil der Dissertation von R. Maurer.

Fiir die Tritierung sollten 5mg eingesetzt werden;
wir muflten deshalb die Methode dem vorliegenden
Problem anpassen. Da das Ecdyson (Summenformel
Cs;H,4,04) nach unseren neueren Befunden * zu den
Steroiden gehort, war es naheliegend, fiir das Auf-
finden der besten Tritierungsbedingungen Poly-
hydroxy-Steroide als Modellsubstanzen heranzuzie-
hen. Da die Markierung und radiochemische Reini-
gung solcher Substanzen im MikromaRstab ein all-
gemeines Interesse beanspruchen kann, teilen wir
unsere Erfahrungen hierbei mit.

Reaktionsbedingungen beim
Tritium-Austausch

Als Tritierungsmethode kam nur die Wilz-
bach-Technik in Frage, da sie sich in chemisch-
physikalischer Hinsicht als die schonendste erwiesen
hat %6, Hierbei wird das Ausgangsmaterial mit
Tritiumgas zusammengebracht; im Verlaufe ldnge-
rer Zeit findet ein Austausch des im Molekiil gebun-
denen Wasserstoffs gegen Tritium statt. Neben dieser
Austauschreaktion kommen erhebliche Umwandlun-
gen und Zersetzungen vor 878, Deshalb ist es bei

5 K. E. WiLzsacy, J. Amer. chem. Soc. 79, 1013 [1957].

8 H. Simon, Angew. Chem. 73, 481 [1961].

7 M. WenzeL u. P. E. Scuuize, Tritiummarkierung, Walter
De Gruyter & Co, Berlin 1962, p. 41.

8 M. W. Linpaver u. H. A. Smiry, J. org. Chemistry 27, 2245
[1962]. .
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solchen Versuchen notwendig, die markierten Ver-
bindungen sorgfaltig zu reinigen.

Als Vergleichssubstanzen wurden die sehr pola-
ren Steroide 4'-5a-Pregnen-diol-(17a.21)-trion-
(3.11.20)-21-acetat und 5a-Pregnan-diol-(17a.21)-
trion-(3.11.20)-21-acetat gewahlt. * Daneben wurde
eine Probe Ecdyson bei —196 °C mit Tritium be-
handelt.

Fiir unser Problem schien am besten geeignet die
Tritierung eines Kohle-Adsorbats, wie sie bereits
WenzeL, WoLLENBERG und ScruLzE erprobt haben 9.
Sie ist nicht fiir jede Substanz mit gleichem Erfolg
anwendbar 1%; man erreicht jedoch oft beim Tritie-
ren von Kohle-Adsorbaten hohere spezifische Akti-
vititen der gereinigten Substanzen bei verminderter
Zersetzung, und die Reinigung wird deshalb ein-
facher. Nach unseren Erfahrungen ist es wichtig, die
verwendete Aktivkohle von organischen Begleit-
stoffen zu befreien. Dies geschah durch Waschen mit
Salzsidure, Wasser, Aceton und Benzol-Athanol.

Die Beladungsdichte auf der Kohle bewegte sich
zwischen 0,5 und 2 Prozent. Als Adsorbens wurde
eine granulierte Aktivkohle verwendet, um das Aui-
wirbeln von Kohlenstaub beim Evakuieren der
Tritierungsapparatur zu vermeiden!l. Besonders
giinstig erwies es sich, die beladene Kohle in Beutel-
chen aus Nylongewebe einzuschlieflen. Damit wird
die Diffusion des Tritiumgases wesentlich erleichtert,
da die Oberfliche der Kohleschicht nun sehr grof
ist; ferner konnen mehrere Pridparate in einer Am-
pulle exponiert werden.

P. KARLSON, R. MAURER UND M. WENZEL

Da wahrscheinlich die Relation: Eingesetzte Tri-
tium-Menge zur Gesamtmasse (Substanz 4+ Kohle) in
der Reaktionsampulle einen starken Einflu} auf die
Hohe der erhaltenen spezifischen Aktivititen hat 12,
wurde eine sehr grofle Tritium-Menge (33 C) ge-
wibhlt.

Vorversuche mit Cholesterin zeigten, dafl eine
Tritierungsdauer von ca. 4 Wochen erforderlich ist 3.
Als Reaktionstemperatur schien eine méglichst tiefe
Temperatur (bei fliissigem Stickstoff: — 196 °C)
Vorteile zu bieten !4, Es wurden jedoch Parallelver-
suche bei Zimmertemperatur gleichzeitig angesetzt,
um diesen Punkt nochmals zu iiberpriifen.

Nach der Exposition wurden die Kohleadsorbate
im Soxhlet-Apparat mit Benzol-Athanol bei
85 °C extrahiert. Vorversuche hatten gezeigt, daB
hiermit eine Riickgewinnung von 85 —95% der ein-
gesetzten Substanz zu erreichen ist, obwohl die
adsorbierte Menge im Vergleich zum Adsorptions-
mittel sehr gering ist. Wir haben damit den Ein-
wand von CuapHa und Mitarbb. 1% gegen die Ad-
sorptionstechnik entkréiften konnen.

Die Ausbeuten an Rohprodukten, die bei den ver-
schiedenen Bedingungen erhalten wurden, sind in
Tab. 1 zusammengestellt. Entgegen unserer Erwar-
tung waren bei der Tieftemperatur-Tritierung die er-
haltenen spezifischen Aktivitdten sehr viel geringer
als bei Raumtemperatur. Wir fithren dies hauptsich-
lich auf die gerings Beladungsdichte der Kohle zu-
riick; WorLLeNBErRG und WenzeL 10 hatten bei ihren
Tieftemperaturversuchen eine 12-proz. Beladung bei

Vers ! Tri- |Temperatur

Substanz Nr. | tierungs- ¢ d. Tritier.
;AN iMethode[ [°C]
5¢- Pregnandiol-(17x.21)- 1 ; Normal 1 + 20
trion-(3.11.20)- 2  Kohle + 20
21-acetat 3 . Kohle ' —196

A-5x-Pregnendiol- : 1

(172.21)- 4 | Normal | 4+ 20
trion-(3.11.20)- 5 | Kohle l + 20
21-acetat 6 | Kohle — 196
Ecdyson 7 ¢ Kohle | | — 196

Adsorp- | Eingesetzte | Bluiorte Substanz | SPezif.Aktiv.
tionsdjcrl)lte Substanz- grav. spektrom. des Roh-
(%] menge | [mg] produkte‘s
{mg] i i [#C/mg)

— 11,1 10,8 — 2330
1,35 11,3 10,8 — 3830
1,35 13,0 - 13,1 — —

— ( 11,5 i 1L7 11,4 2100
1,46 | 14,0 - 10,3 9,7 1230
146 | 14,4 | 15,6 14,2 | 91,8
0,77 501 | 575 4,61 | 56,1

Tab. 1. Isolierung der ungereinigten Substanzen. * Von labilem 3H befreit.

* Wir danken der Schering AG, Berlin, fiir die Uberlassung
der Steroide sowie Herrn Dr. P. E. Scrurze fiir anregende
Diskussionsbeitrage.

® M. Wexzer, H. WorLexpere u. P. E. Scuurze, ITAEA Tri-
tium-Symposium TTS/66, Wien 1961.

10 H, WorLExBere u. M. Wenzer, Z. Naturforschg. 18b, 8
[1963].

1 Vgl.l.c.7,p. 16 und L. ¢. °.

2 M. Wenzer u. R. Maurer, unversffentlicht.

P. E. Scuurze, M. Wenzer u. R. Mavurer, unveroffentlichte

Versuche.

14 M. Wenzer, H. WorLensere u. E. Scriitte, Ind. Chim. Belge
T 27, Nr. 5, 553 [1962].

15 M. Cuapua, F. WorLLer u. R. Lemmon, UCRL—100 32
[1961].
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Substanz ‘ 1. Chromatogramm | 2. Chromatogramm 3. Chromatogramm
' i Gemisch ViV Ry Gemisch ViV Ry “» Gemisch Vv Ry
5a-Pregnandi- i Cyclohexan 30 : Cyclohexan 30 ; Cyclohexan 30
0l-(17%.21)tri- * Chloroform 70 ' 0,56 Chloroform 70 0,50 ., Chloroform 70 0,563
on-(3.11.20)21- . Digthylamin 10 | Pyridin 7 ! Methanol 10
acetat | i
AL5z-Pregnen- : Cyclohexan 30 | Cyclohexan 30 | Cyclohexan 30
diol-(17e.21)- ¢ Chloroform 70 0,50 Chloroform 70 0,35 | Chloroform 70 0,56
trion-(3.11.20)- ¢ Didgthylamin 10 ; Pyridin 7 i Methanol 10
21-acetat | | i
Eecdyson i Benzol 100 l 0,26 Benzol 100 ! Chloroform 90
- Propanol 35 | bis Propanol 35 0,33 | Propanol 55 0,30
! Methanol 20 1 035 Methanol 20 I |

Tab. 4. Laufmittelgemische fiir die Diinnschichtchromatographie.

worden. Die hierbei erreichte spezifische Aktivitit
ist erheblich geringer als die der bei Zimmertempe-
ratur tritierten Vergleichssubstanzen. Sobald aus
einer neuen Aufarbeitung wieder Ecdyson zur Ver-
fiigung steht, werden wir den Markierungsversuch
mit einem Kohle-Adsorbat bei 20 °C Tritierungs-
temperatur wiederholen. Immerhin zeigen die Er-
gebnisse, dall sowohl die Tritierungs- als auch die
beschriebene Reinigungsmethode schonend genug
ist, um das empfindliche Hormon markiert, aber
unzerstort zu erhalten.

Das markierte Hormon zeigte nach der Reinigung
bei der Radio-Papierchromatographie ein einheit-
liches Maximum und beim biologischen Test an
Calliphora seine volle hormonale Wirksambkeit.

Ein Vergleich mit den in der Literatur ' angege-
henen, spezifischen Aktivititen der gereinigten Pro-
dukte zeigt, daf} die erhaltenen Ergebnisse (161 bis
250 uC/mg) als sehr befriedigend zu bhezeichnen
sind. Nur von wenigen Autoren wurden hohere
spezifische Aktivitaten erreicht.

Wir danken Euratom fiir die im Rahmen des
Forschungsprogramms ,, Markierte Molekiile“ gewihrte
Unterstiitzung der Arbeit, der Deutschen For-
schungsgemeinschaft und dem Fonds der
chemischen Industrie fiir Sachbeihilfen.

Experimenteller Teil

1. Reinigung der Aktivkohle

Aktivkohle  (Merck) zur Gaschromatographie
Nr. 9624, auf Teilchengréle 0,2—0,1 mm eingestellt,
wurde mit 20-proz. Salzsdvie ca. 15 Min. erhitzt, ab-
filtriert und mit dest. Wasser solange gewaschen, bis
das Filtrat neutral reagierte und chloridfrei war. Dann

19 Vgl.Lec. 7, p. 72

wurde das Wasser mit warmem Aceton verdringt, die-
ses wiederum mit warmem Benzol. AnschlieBend wurde
mit dem Gemisch Benzol — Athanol 2:1 (V/V) 36 Stdn.
imSoxhlet- Apparat extrahiert.

2. Adsorption der Steroide an die
Aktivkohle

Die ithanolischen Substanzlésungen (30 mg/10 ml)’
wurden mit der Aktivkohle (2 g) 2 Stdn. geschiittelt.
Die Adsorptionsdichten wurden gravimetrisch und im
Falle des Pregnens (Amax 228 mu) und des Ecdysons
{Amax 242 my) auch spektrometrisch aus der nicht ad-
sorbierten Substanzmenge und der eingesetzten Kohle-
menge bestimmt. Die Adsorbate wurden durch vor-
sichtiges Evakuieren und Erwirmen von anhaftendem
Losungsmittel befreit.

3. Exposition der Adsorbate in Nylon-
sdckchen

Die Nylonsickchen wurden aus dem Nylongewebe
MOnyl 37F (Maschenweite 0,037 mm) der Firma
MOnyl, Ziricher Beuteltuchfabrik AG Ziirich 40, fol-
gendermaflen hergestellt: Gewebestiickchen der Grife
40-40 mm wurden einmal gefaltet, die Réinder an
2 Seiten mittels einer Pinzette zusammengehalten und
in der Sparflamme eines Bunsenbrenners verschweiBt.
Nach Einfiillen der Kohleadsorbate wurde die letzte
Seite in gleicher Weise verschlossen.

4. ReaktionsgefdBle und Tritierungs-
bedingungen

An eine Ampulle aus Duranglas, deren ,Bauch®
18:35mm und deren ,Hals* 11-40 mm gro8 waren,
wurde nach Einbringen der gefiillten Nylonsickchen
ein Kapillarrohr angeschmolzen (I mm ¢, 130 mm
lang), das in ein Glasrohr von 6 mm Stirke auslief.
Durch einen vom Radiochemical Centre, Amersham,
England, angesdimolzenen Vakuumhahn wurde die
Ampulle evakuiert und mit 33 C Tritium beschickt
(13 ml), das nach 29 Tagen durch Brechsiegel wieder
abgepumpt wurde. Der Tritiumgasdruck betrug 600 mm
Hg. Isotopenreinheit des Gases zu Beginn: 98% 3H,.
Im Falle des Tieftemperatur-Versuches (—196 °C)
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wurden 23 C 3H, zuriickgewonnen; Isotopenreinheit
96,3% %H,, was nach Auskunft von Dr. E. A. Evass
(Radiochemical Centre) auf eine bevorzugte Addition
hinweist. Im Falle des Raumtemperatur-Versuches wur-
den 22 C ®H, zuriickgewonnen; Isotopenreinheit 82,8%
3H,, was mehr Austausch als Addition bedeuten diirfte.

5. Elution der an Aktivkohle adsor-
bierten Substanzen

Mit dem azeotropischen Gemisch Benzol — Athanol
(1:1 v/v) wurden die Adsorbate bei 85 °C 100 Min.
lang im Soxhlet- Apparat extrahiert. Als Heizquelle
empfahl sich ein Wasserbad.

6. Bestimmung der spezifischen
Aktivitdten

Die geringen Fraktionsmengen der Chromato-
gramme wurden gravimetrisch, korrigiert auf den ent-
sprechenden Kieselgel-Blindwert, und im Falle der
a,f-ungesittigten Ketone (Pregnenderivate und Ecdy-
son) spektrometrisch, gleichfalls auf den entsprechen-
den Kieselgel-Blindwert korrigiert, bestimmt. Die Ra-
dioaktivititen wurden aus aliquoten Teilen der Eluate
auf Aluminiumschélchen bei einer Schichtdicke von
0,1 y/cm? in einem Methanstromzihler FH 407 nach
RyopeEre gemessen ?®. Die Zihlausbeute betrdgt dabei
44 Prozent. Der bei dieser Methode resultierende mitt-
lere Fehler betrigt + 6 Prozent. Die spezifischen Akti-
vititen der von labilem Tritium befreiten Rohprodukte

20 . RepsERG, Acta chem. scand. 12, 399 [1958].
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wurden nach dreimaligem Auflgsen der von der Kohle
eluierten Substanzen in Methanol und Wiedereinengen
ermittelt.

Die Aktivititsverteilung auf den Diinnschichtplatten
wurde mit dem von Scuutze und Mitarbb. 8 entwickel-
ten Spezialzdhlrohr erhalten; die Papierchromato-
gramme wurden it einem Doppelzdhlrohr nach Wex-
zL 7 ausgemessen.

Die in den Spalten der Tab. 2 aufgefiihrten prozen-
tualen Verunreinigungen wurden planimetrisch aus den
Radio-Diinnschichtchromatogrammen errechnet.

7. Chromatographie

Die konzentrierten L&sungen der Substanzen in
Chloroform-Methanol wurden mittels Kapillarréhrchen
(0,4 mm @) Punkt neben Punkt zu einem 11 ¢m brei-
ten Startband auf 0,7 mm dicken Kieselgel-G-Schichten
aufgetragen und in gesittigten Trennkammern bei
22 °C chromatographiert. Zur Identifizierung der radio-
aktiven Fraktionen wurden die inaktiven Steroide am
Rande der Platten mitchromatographiert und im Falle
der Modellsteroide nach Anfiarbung mit 2.4-Dinitrophe-
nylhydrazin mit den aktiven verglichen. Im Falle des
Ecdysons hat sich das Leuchtpigment ZS Super (Riedel
de Haen AG) fiir die Identifizierung bewidhrt; das
Hormon gibt sich durch seine blauviolette Absorption
im UV-Licht (254 mu) empfindlich zu erkennen. Die
mit den entsprechenden Aktivitdtsmaxima iihereinstim-
menden Hauptfraktionen wurden abgeschabt und im
Mikro-Soxhlet- Apparat mit dem Gemisch Chloro-
form-Methanol bei 75 °C (Wasserbad) eluiert.









