Die Wehrchemie von Land- und Wasserkifern**

Von H. Schildknecht[*]

Wo immer auch Leben entstand, mufite es sich selbst auf der niedrigsten Stufe gegen
seinesgleichen wehren. Darwin nannte es den Kampf ums Dasein. Daf} dieser chemisch
mit Verbindungen aus den verschiedensten Stoffklassen ausgetragen werden kann, zeigen
die folgenden Ausfiihrungen. Heifle Chinone bei den Bombardierkdfern, schwache und
starke Carbonsdiuren, Phenole, Terpene, Steroide und Alkaloide bei den anderen Raub-
oder Gierkifern, den Adephagen, sind die gefundenen Abwehrsubstanzen.

1. Einleitung

Um sich ihren Lebensraum zu schaffen und zu erhal-
ten, bendtigen besonders die Kifer auflergewohnliche
Mittel, denn dort, wo sie leben, unter Steinen und in
der Erde, im Schmutz und Dung oder in einem Tim-
pel, sind auch immer die verschiedenartigsten Mikro-
organismen zugegen. Dazu miissen sie sich gegen an-
dere Insekten und gegen gréfiere Feinde, wie Vogel,
Maiuse und Frosche wehren, Dall die Kifer trotzdem
existieren, kaum von Pilzen befallen werden und im-
mer wie geputzt aussehen, verdanken sie zum grofBen
Teil einer ihren Lebensgewohnheiten angepaBten
Abwehrchemie.

2. Inhaltsstoffe der Pygidialwehrblasen
der Landkifer

Viele Bakterien lieben wie die Insekten Wirme und
Feuchtigkeit, aber auch neutrales oder schwach alka-
lisches Milieu. Ein Kéfer kann sich also am einfachsten
gegen Mikroben schiitzen, wenn er sich entweder mit
Saure oder mit stirkerer Base umgibt.

Die in Aasen lebenden Silphiden z.B. sezernieren als
Wehrsekret eine 4.5-proz. Ammoniaklgsungll. Die
Aaskifer wehren sich so nicht nur gegen den Befall mit
FiAulnisbakterien, sondern auch gegen grofere An-
greifer und listige Nahrungskonkurrenten.

Es sind nur drei Kiferarten — Qeceoptoma thorica L.,
Silpha obscura L. und Phosphuga atrata L. —, bei denen
wir eine Base als Abwehrsubstanz gefunden haben.
Verbreiteter sind Carbonsduren[21; TIsobuttersdure
und Isovaleriansiure z. B. kann man elektrophoretisch
und gaschromatographisch bei sechs Carabidengrup-
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pen nachweisen. Eine sichere Verteidigung in der oft
wechselnden Umgebung ist mit diesen schwach wirk-
samen, niederen Fettsduren nicht gewihrleistet, zumal
die Wirkung aller Antiseptika konzentrationsabhingig
ist [31; eine fortwihrende Abwehr rduberischer Insekten
mit diesen Carbonsiduren kann man sich ebenfalls nicht
vorstellen. Besser geeignet ist die starke Ameisensiure,
die auch noch in verdiinnter Form als Zellgift wirksam
sein kann, besonders wenn ihr das Eindringen in den
feindlichen Organismus mit Hilfe von lipophilen Ali-
phaten erleichtert wird (4. Wir fanden bei 25 Kéfer-
arten mit einer Ausnahme (Lebia chlorocephala) neben
Ameisensiure vor allem n-Undecan sowie teilweise
n-Decan und n-Tridecan. Kifer der Gattung Pseudo-
phonus (9-16 mm) konnen 70-—75-proz. Ameisen-
sjure aus ihren 1.5-2 mm groflen, paarigen Pygi-
dialwehrblasen (s. Abb. 1) 20 cm weit in feinen Tropf-
chen verspritzen [5],
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Chlaenius vestitus

Harpalus dimidiatus fembidion lampros

Abb. 1. Schematische Darstellung der Carabiden-Wehrorgane; die in
den Loben L produzierten und durch die Sammelkanile S in die Spei-
cherblasen B geleiteten Abwehrstoffe sind z. T, in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Wendet man bei der Suche nach Insekten am Wegrand
einen Stein, so nimmt man manchmal einen aromati-
schen Geruch wahr, noch ehe irgendein Tier zu be-
merken ist. Bei niherem Zusehen entdeckt man einen
glinzenden Laufkifer — z.B. Carabus auratus, der

[3] W. B. Hugo, J. appl. Bacteriol. 30, 17 (1967).
[4] H. Remold, Z. vergleich. Physiol. 45, 636 (1962).

[5] H. Schildknecht u. K. H. Weis, Z. Naturforsch, 16b, 361
(1961).
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Goldlaufkifer —, der auch in Gefangenschaft bei Be-
rithrung aromatisch riechende Duftwolken ausstoft.
Es ist nahezu reine Methacrylsiure, die der Kéfer
sezerniert, mit etwa 5% der homologen Tiglinsiure
(trans-2-Methyl-2-butensiure) verunreinigt (s. Ta-
belle 1). Diese Sduren sind ebenfalls Zellgifte, und ob-
wohl sie lipophiler als Ameisensidure sind, wurden bei
der Hilfte der 16 darauf untersuchten Kiferarten auch
noch die Cjy-, Cy1- und C3-Paraffine nachgewiesen,

Tabelle 1. Carabiden mit den Wehrstoffen Methacryl-
sdure, Tiglinsdure, n-Undecan, n-Decan und n-Tri-
decan [2, 7].

n-Undecan
neben n-Decan
u, n-Tridecan

Tribus Methacryl- u.
Art Tiglinsdure

Carabini
Carabus auratus +
C. granulatus +
C auronitens
C. problematicus
C. convexus
C. cansellatus

+ 4+

Nebriini
Leistus ferrugineus
Nebria livida

++

Pterostichini
Poecilus cupreus
Pterostichus niger
Pt. macer
Pt. vulgaris
Pt. melas
Pt. metallicus
Abax parallelus
Ab. ovalis
Ab. ater
Molops elatus

+H+ 4+

tH+++F A4+ +

Amarini
Amara similata
Am. familiaris

=+
=+

++

Als Hypothese zur Evolution der Verbindungen, die in den
Wehrsekreten vorkommen, kann angenommen werden, daf
bei der Entstehung der Kiferarten das Herausselektionieren
auch eines chemischen Merkmals der Art Vorteile bringt [6].
So gesehen sind die gesittigten Fettsduren als urspriinglich
und die ungeséttigten als abgeleitet zu betrachten. Die anti-
biotisch wirksame ungesittigte Carbonylgruppe kann aber
nur aktiv werden, wenn fiir eine ausreichende Lipophi-
lie gesorgt ist; sei es durch einen aliphatischen Rest im
Molekiil selbst oder durch Beimischen eines aliphatischen
Losungsvermittlers. Wir haben beide Prinzipien kennenge-
lernt, und man wird ihnen bei der Aufklirung von chemischen
‘Wehrmechanismen sicher noch 6fter begegnen.

In den Pygidialwehrblasen des Asaphidion flavipes und
des Bembidion quatriguttatum findet man z.B. neben
Salicylaldehyd n-Valeriansiure mit Paraffinen ver-
mischt; aus Idiochroma dorsalis (Abb. 2) isolierten
wir nicht nur den lipophileren Salicylsduremethyl-
ester, sondern auch neben 129% Ameisensdure und
etwas n-Decan als Hauptkomponente n-Undecan [8],

Die phenolische Wirkgruppe, die in den Wehrsub-
stanzen Salicylaldehyd und Salicylsiure auftritt, ist
besonders bei den Schwimmkifern weit verbreitet.

[61 H. Schildknecht, U. Maschwitz u. H. Winkler, Naturwissen-
schaften 55, 112 (1968).

[7) H. Schildknecht v, K. H. Weis, Z. Naturforsch. 17b, 439
(1962).

[8) H. Schildknecht, H. Winkler, D. Krauf u. U. Maschwitz,
Z. Naturforsch. 23b, 46 (1968).

18

Abb. 2. Idiochkroma dorsalis und sein Pygidialwehrdriisensystem;
Sk = Sammelkanal, Df = Driisenfollikel, Af = Ausfithrkanal, Py =
Pygidium, R = Reservoir, M = Muskulatur, T = ,,8liges** Tropfchen.

Auch fiir die drei Chlaeniusarten Ch. tristis, Ch.
crysocephalus und Ch. bipunctatus war es sehr
wahrscheinlich ein Fortschritt, das besonders wirk-
same Desinfektionsmittel m-Kresol zu besitzen [2,91,
Damit verglichen sind die Hydrochinone weniger
wirksam, da ihnen die Alkylgruppe fehlt. Wir fin-
den sie deswegen nur als Vorstufen der baktericiden
und fungiciden p-Benzochinone!10l, die als Abwehr-
stoffe der Kifer so charakteristisch sind, daB wir
schon friilher eine ganze Gruppe als ,,Chinonkéfer*
bezeichneten [113,

Doch weder die Kiferfamilie der Tenebrionidae [12-14]
noch die der Carabidentriben Scaritini und Chlaeniini
mit ihren Wehrstoffen p-Benzochinon, Toluchinon,
Athylchinon und 2-Methyl-3-methoxy-p-benzochinon
(bei Clivina fossor) erreichen den Effekt und die Ele-
ganz der Abwehr der Brachyniden (Bombardierkifer).

3. Abwehrchemie der Bombardierkifer

Die Brachyniden speichern in 1 mg schweren Blasen
nicht die zersetzlichen und mit EiweiB reagierenden
Chinone, sondern die aromatisch stabilisierten Hydro-
chinone in einer manchmal bis zu 28-proz. Hydro-
peroxidlosung (151, Erst beim horbaren Schuf8 wird ein
heiBes Giftgas aus Benzochinon und Toluchinon so-
wie aus nicht umgesetztem Hydrochinon und Wasser-
stoffperoxid von einem Uberdruck an Sauerstoff aus-
gestoBen (Abb. 3).

Das waren unsere ersten Ergebnisse (15,161 {iber diesen
im ganzen Tierreich einmaligen Abwehrmechanismus.
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Abb. 3. Pygidialwehrdriisensystem der Bombardierkifer; L = Lobean,

= Sammelblase, M = Offnungsmuskel, V = Ventil, Ed = Enzym-
drizsen, Ek = Explosionskammer. In der Sammelblase S befinden sich
(1) und H,0;.

Was in Ergidnzung hierzu nun mitgeteilt werden soll,
stammt aus Versuchen, die durch die Frage eingeleitet
wurden, welcher Art die Katalysatoren sind, die den
explosionsartigen Umsatz des Pygidialwehrdriisen-
sekretes in den Brennkammern bewirken[17), In diese
innen stark bedornten und 200 bis 300 pm groBen
Chitinkapseln miinden aus erhohten Siebplatten die

Abb. 4. Querschnitt durch die Pygidialwehrblasen-Yorkammer und
die Annexdriisen (Adz) der Bombardierkdfer (Ausschnitt). Ak = Aus-
fithrkanal, K = Kern, Hd = Hypodermis, Vkk = Vorkammerkutikula,
Ds = Drisensekret, Vki = Vorkammerlumen.

zu Biindeln vereinigten Ausfiihrgidnge zahlreicher, ein-
zelliger Annexdriisen, deren Enzymsekret man mit
Glaskapillaren als tiefbraune Fliissigkeit abpipettieren
kann. Einheimische Bombardierkdfer wie Br. explo-
dens liefern 0.01 bis 0.03 p] und der etwas groBere Br.
crepitans 0.02 bis 0.1 ! einer 40- bis 60-proz. EiweiB-
16sung, die auch im Reagenzglas eine Hydrochinon/
Hydroperoxid-Losung explosionsartig zu Benzo-

[17]1 H. Schildknecht, E. Maschwitz w. U, Maschwitz, Z. Natur-
forsch. 23b, 1213 (1968).
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chinon und Sauerstoff zersetzt. Diese doppelte Um-
setzung des Pygidialdriisensekrets erfordert zwei En-
zyme: Fiir die Zerlegung des Hydroperoxids zu Wasser
und Sauerstoff Katalase und fiir die Oxidation von
Hydrochinon Peroxidase, wenn man von der geringen
peroxidatischen Wirksamkeit der Katalasen absieht.

K:
2 H,0, 221, 5 H,0 + O,
OH o
Peroxida: R
+ H,0p ——52y + 2 H,0
OH
(1) R = H, CHg (2)

Beide Enzyme wiesen wir, nach einer Mikrozonen-
elektrophorese der Brennkammerfliissigkeit, auf der
Celluloseacetatfolie durch Bespriihen mit einem
kiinstlichen Pygidialwehrdriisensekret nach. Wir be-
obachteten bei sieben Brachynusarten (Br. crepitans,
explodens, immacullicornis, plagiatus, sclopeta, gangl-
baueri, exhalans) einen Fleck mit starker Gasentwick-
lung und dariiber einen weiteren, der sich nur braun
farbte. Lediglich bei Br. ganglbaueri lief die Katalase
weiter als die Peroxidase. Das so gewonnene Enzym-
muster ist reproduzierbar und artcharakteristisch, so-
wohl was die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine
als auch die Intensitidt der Flecken betrifft.

Die mikropriparative Isolierung und die daran anschlieBende
Charakterisierung [18] dieser Insektenkatalasen und -peroxi-
dasen wurde durch die ungewdhnlich hohe Konzentration,
in der diese Enzyme bei den Brachyniden vorliegen, erleich-
tert; sie ist ndmlich bis zu 10000-mal grofBer als in der Leber
von Séugetieren.

Durch Gelfiltration mit Sephadex G-200 konnte das
Annexdriisensekret in drei Fraktionen aufgeteilt
werden (s. Abb. 5). Die erste hochmolekulare Frak-
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Abb. 5. Fraktionierung der Brennkammer-Proteine aus B. crepitans

durch Gelfiltration; D = Durchlissigkeit bei 280 nm (%) [ausgezogene
Kurve}, E = Enzymaktivitit (umol H,;0;-Umsatz/min) [schraffierte
Rechtecke; nach links geneigte Schraffur = Peroxidase, nach rechts
geneigte Schraffur = Katalase].

18] H. Schildknecht, E. Maschwiiz uw. U. Maschwitz, J. Insect
Physiol., im Druck.
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tion war peroxidatisch und katalatisch wirksam, die
zweite nur katalatisch und die dritte nur peroxidatisch.
Durch eine Kombination Mikrozonenelektrophorese/
Gelfiltration gelang es, von den drei Kiferperoxidasen
eine als diskelektrophoretisch einheitlich zu isolieren.
Von zwei Katalasefraktionen war eine nahezu einheit-
lich, die andere setzte sich jedoch aus drei katalatisch
wirksamen Proteinanteilen zusammen. Das Molekular-
gewicht der einheitlichen Crepitanskatalase von 225000
ist dem der pflanzlichen und tierischen Katalasen sehr
dhnlich; das Molekulargewicht der einenKéferperoxi-
dase entspricht dem der Rinderschilddriisen-, Cyto-
chrom-¢- und Lactoperoxidasen. Auch die fiir die be-
kannten Katalasen und Peroxidasen typische prosthe-
tische Gruppe, das Protohaematin IX, konnte bei den
Kiferenzymen gefunden werden.

Ungewdohnlich ist jedoch, dal die Brachynuskatalase
erst zwischen 70 und 80 °C optimal arbeitet (Abb. 6)
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Abb, 6. Temperatur-Aktivitits-Diagramm der Brachynus-Katalase
-0-0-0-) und der Brachynus-Peroxidase (-x-x-x-); E = Enzymaktivitit
(xmol H;0;-Umsatz/min - mol Porphyrin).

und sogar noch nach kurzem Aufkochen eine beacht-
liche Aktivitit aufweist. Die vergleichsweise mitunter-
suchte Rinderleberkatalase hat ihr Wirkungsoptimum
bei 52°C und ist bereits bei 62 °C vollig inaktiviert.
Der optimale Temperaturbereich fiir die Brachynus-
peroxidase liegt zwischen 65 und 75 °C, womit sie je-
doch keine Sonderstellung einnimmt, da sich unter den
Peroxidasen die temperaturstabilsten Enzyme befin-
den. Aus dem Rahmen fillt aber ihre Substratstabilitit
und Donor-Spezifitit: Sie ist gegen Wasserstoffperoxid
bedeutend stabiler als andere Peroxidasen und setzt
sich nicht wie iiblich mit Benzidin oder p-Pheny-
lendiamin um, sondern bevorzugt als Wasserstoff-
donor Hydrochinon oder Brenzcatechin.

Ein Lebewesen, das mit koérpereigenen Stoffen eine
Explosionsreaktion beabsichtigt, kann praktisch nur
dieses System wihlen, da es fiir Katalasen besonders
charakteristisch ist, daB ihre Aktivitit unbegrenzt mit
der Konzentration des Substrates zunimmt {191,

Die Art des Enzyms, die hohe Konzentration des
Wasserstoffperoxids und die fiir biochemische Pro-
zesse ungewohnlich hoch liegende Reaktionstempera-
tur in der Chitinkapsel ermdglichen eine so extrem
schnelle Gasentwicklung, daB es zu einer Explosion
kommt und zudem der denaturierende EinfluB des
Wasserstoffperoxids auf die Enzyme kaum zum Zuge
kommt. Das in der Explosionskammer durch viele

[19] B.Chance: Technique of Organic Chemistry. Bd. VIII, Teil I,
S. 1314—1360, Interscience, New York 1963.
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Chitinborsten (s. Abb. 4) zuriickgehaltene Sekret der
Annexdriisen bleibt damit nach jeder Abwehrreaktion
durch einen heiBen Schull [*I weiterhin so aktiv, daf3 es
auch noch die letzte von einem Dutzend Treibstoff-
ladungen ziinden kann.

4. Abwehrstoffe der Schwimmkifer (Dytiscinae)

4.1. Wirkstoffe der Pygidialwehrdriisen

Die Dytisciden gehdren mit zu den besten Schwim-
mern unter den wirbellosen SiiBwassertieren; weder
Dornen noch irgendwelche Vorspriinge hindern die
kahnformig gebauten Kifer, das Wasser mit geringster
Reibung zu durchgleiten. Nur wenn sie lingere Zeit
im Wasser zubringen miissen, iiberziehen sich ihre
Fliigeldecken mit einem Mikrobenschleim, und die
Kiferoberfliche verliert ihre wasserabstoflende Eigen-
schaft. Ein hydrophiler K6rper aber durchschwimmt
das Wasser schlechter und so helfen sich die Kifer,
indem sie von Zeit zu Zeit die listigen Schmarotzer
beseitigen; sie beschmieren sich mit einer desinfizie-
renden Paste, die sie auf einem Grashalm sitzend aus
ihren Pygidialwehrblasen driicken. Die Paste enthilt
als Hauptkomponenten neben Benzoesiure Phenole,
die ohne Ausnahmie antiseptisch wirksam sind {201,
Tabelle 2 zeigt, dal der p-Hydroxybenzoesduremethyl-
ester (PHB) als Antiseptikum bei den Schwimmkiifern
besonders verbreitet ist. Vielleicht hingt dies mit dem
Befund von Beveridge und Hugo 211 zusammen, daf3
keiner der von ihnen getesteten neun Bakterien-
stimme p-Hydroxybenzoesiuremethylester im Gegen-
satz zu den anderen untersuchten aromatischen Ver-
bindungen zu zersetzen vermochte und daB trotz der
Millionen Jahre langen Anwendung dieses Esters
durch die Schwimmkifer die Mikroorganismen offen-
sichtlich nicht resistent wurden.

Der Gelbrandkifer (Dytiscus marginalis) verwendet
eine desinfizierende Paste, die sich in seinen Abwehr-
blasen aus p-Hydroxybenzoesduremethylester, Benzoe-
sidure und einem Glykoproteid bildet, das mit dem in
hoher Konzentration ebenfalls vorliegenden p-Hy-
droxybenzaldehyd und der e-Aminogruppe des
Lysins vorvernetzt wird. Beim Siuberungsakt (22! an
der Luft bilden sich daraus auf den Fliigeldecken
kompakte, oft auch filmartige Depots, in denen die
Antiseptika eingebettet sind. Dafiir spricht das elek-
tronenmikroskopische Bild, die Unloslichkeit und der
hohe Cystein/Cystinanteil von 17.25% des hochmole-

[*] Das Manuskript zu dieser Veroffentlichung des Vortrages
vom 8. Oktober 1968 war bereits fertiggestellt, als unsere An-
nahme, daB auch die Wirmeentwicklung zur Abwehrreaktion
gehort, durch eine genaue Temperaturmessung des ,,Pulverdamp-
fes von D. J. Aneshansley et al. bestiitigt wurde; vgl. {17] und
Science (Washington) 165, 61 (1969).

[20] H. Schildknecht, D. Hotz, H. Neumaier, W. Kornig, H. Bir-
ringer, H. Tacheci, S. K. Sharma u. U. Maschwitz, noch unver-
offentlicht.

[21] E. G. Beveridge u. W. B. Hugo, J. appl. Bacteriol. 27, 304
(1954).

[22] U. Maschwitz, Naturwissenschaften 54, 649 (1967).
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Tabelle 2.

Inhaltsstoffe der Pygidialwehrblasen der Dytiscinae und Colymbetinae.

3,4-Dihydro- | 3,4-Dihydro- 1,4-Dihydro-
p-Hydroxy-
Benzoe- p-Hydroxy- benzoesiure- p-Hydroxy- xybenzoe- xybenzoe- Hydro- xyphenyl-
sdure benzoesdure benzaldehyd | siuremethyl- | sdureéthyl- chinon essigsdure-
methylester
ester ester methylester
Dytiscinae
Dytiscus marginalis + + + ¥
Cybister lateralimarginalis + + + + +
Cybister tripunctatus? + + +
Acilius sulcatus + -+ +
Graphoderes cinereus + + + + +
Colymbetinae
Rhantus exoletus + + EN + +
Colymbetes fuscus + + + + + +
Copelatus ruficollis + +
Agabus sturmi + + 4
Agabus bipustulatus + + +
Ilybius fenestratus + ER + + +

kularen Glykoproteids (23], Dieses wird sich bei der
Riickkehr ins Wasser wegen des hydrophilen Zucker-
anteils von selbst ablosen, so daB der Kifer seine
hydrophobe Oberfliche zuriickgewinnt. Ob auch das
in den Pygidialwehrblasen des Gelbrandkifers Dytiscus
marginalis vorkommende Marginalin (3-(p-Hydroxy-
phenylmethylen)-5-hydroxybenzo[b]furan-2-on)( 3) [24]
fiir den Kifer niitzliche Eigenschaften besitzt, wissen
wir noch nicht, da dieses Lacton wie alle Derivate des
Benzyliden-isocumaranons bislang in der Natur nicht

CH—@-OH
HO.
O
O

(3)

gefunden wurde und man eine Beziehung zwischen
Struktur und antibakterieller Wirkung bei ungesittig-
ten Lactonen noch nicht kennt 251,

4.2. Wirkstoffe der Prothorakalwehrdriisen

Nimmt man fiir die eben beschriebenen Untersuchun-
gen einen Gelbrandkifer aus dem Aquarium, so kann
man erleben, daf} er den stinkenden Inhalt seiner Rek-
talampulle in dickem Strahl aus dem After spritzt. Oft
gleichzeitig driickt er aus zwei im Prothorax liegenden
Sammelblasen eine weiBliche Fliissigkeit aus, mit der
man nach Frisch[26] Fische und Amphibien vergiften
kann. Blunck 271 vermutete ein spezifisches Verteidi-
gungsmittel des Kifers gegen seine groBen Feinde
unter den Wirbeltieren: ein Nervengift, das den Herz-

[23]1 H. Schildknecht u. R. Biihner, Z. Naturforsch. 23b, 1209
(1968).

[24] H. Schildknecht, W. Kdrnig, R. Siewerdr u. D. Krauf3, Lie-
bigs Ann. Chem. 1970, im Druck.

[25) W. A. Sexton: Chemische Konstitution und biologische
Wirkung. Verlag Chemie, Weinheim 1958, S. 217.

[26] J. L. Frisch: Beschreibung von allerley Insecten in Teutsch-
land, nebst niitzlichen Anmerkungen und néthigen Abbildungen
von diesem kriechenden und fliegenden inldindischen Gewiirme,
zur Bestdatigung und Fortsetzung der griindlichen Entdeckung,
so einige von der Natur dieser Creaturen herausgegeben, und zur
Ergdnzung und Verbesserung der andern. 4. Auflage, Teil 2,
Nicolai, Berlin 1721.

[27] H. Blunck, Z. wiss. Zool. 117, 205 (1917).
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schlag und die Atmung beeinfluBt. Die reine kristalline
Wirksubstanz konnten wir aufgrund der spektrosko-
pischen Daten als 11-Desoxycorticosteron (Cortexon)
identifizieren {281,

Dieses Steroid ruft beim Hecht oder bei der Forelle,
per os gegeben, die gleiche Betiubung wie das natiir-
liche Sekret hervor. Auf den Kifer selbst hat Cortexon
— als artfremdes Hormon — keine Wirkung. Deshalb
kommt es auch bei anderen Schwimmkiéfern in ihren
Prothorakalwehrblasen (s. Abb. 7) vor, z. B. bei Agabus

10mm

Abb. 7. Acilius sulcatus mit Prothorakal- (Prd) und Pygidialwehr-
blasen (Pyd).

bipustulatus und Acilius sulcatus (19 pg/Kifer) [29),
wie iiberhaupt dieser Furchenschwimmer eine wahre
Fundgrube fiir o,8-ungesittigte und o,p-y,3-zweifach
ungesiittigte Cpi-Ketosteroide ist. Als Naturstoff war
6,7-Dehydrocortexon, das in den Acilius-Blasen als
Hauptkomponente mit 56 g vorkommt, bisher unbe-
kannt; daneben kann man 1pg 20x-Hydroxy-4-
pregnen-3-on nachweisen, 6pg 4,6-Pregnadien-3,20-
dion und 7 p.g des zuerst bei Cybister lateralimargina-
lis130], dem Gaukler, entdeckte Cybisteron (20x-Hy-
droxy-4,6-pregnadien-3-on). Bei dieser Cybisterart
findet man auch als interessantes Nebensteroid

[28] H. Schildknecht, R. Siewerdt u. U.Maschwitz, Angew.Chem.
78, 392 (1966); Angew. Chem. internat. Edit. 5, 421 (1966).

[29] H. Schildknecht, D. Hotz u. U. Maschwitz, Z, Naturforsch.
22b, 938 (1967).

[30] H. Schildknecht, R. Siewerdt u. U. Maschwitz, Liebigs Ann.
Chem. 703, 182 (1967).
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Tabelle 3.  a,-ungesittigte Cyj-Ketosteroide aus den Prothorakal-
wehrdriisen der Schwimmkifer.

R
O
R Steroid Kifer
*(‘:—CHZOH 21-Hydroxy-4-pregnen- Dytiscus marginalis
o] 3,20-dion (Cortexon) Acilius sulcatus
Agabus bipustulatus
—CHOH—CHj 20a-Hydroxy-4-pregnen-3-on | D. marginalis
Ac. sulcatus
—CHOH-—CHj 203-Hydroxy-4-pregnen-3-on | Ilybius fenestratus

Tabelle 4. «,3-v,3-zweifach ungesittigte C,;-Ketosteroide aus den
Prothorakalwehrdriisen der Schwimmkifer.

O
R Steroid Kifer
—C—CH,0H 21-Hydroxy-4,6-pregnadien- Ac. sulcatus
(o] 3.20-dion Cybister laterali-
marginalis
—CHOH-—-CH, 20a-Hydroxy-4,6-pregnadien- | C. laterali-
3-on (Cybisteron) marginalis
D. marginalis
Ac. sulcatus
~(E—CH3 4,6-Pregnadien-3,20-dion Ac. sulcatus
O

12(3,208-Dihydroxy-4,6-pregnadien-3-on (4/), das an
C-20 dehydriert als 12-Hydroxy-4,6-pregnadien-3,20-

CI:H(! CI:H3
OH CHOH OH C=0

O O
(4) (3)

dion (5) in einer mexikanischen Cybisterart (C. tri-
punctatus?) zum Hauptsteroid wird. Der mexikanische
Cybister, den ich in einem idealen Biotop fiir Wasser-
kafer, in den Wassergriben der schwimmenden Gérten
von Xochimilco (Mexico City) fing, hilt iiber 1 mg
dieses Steroids fiir seine Abwehr bereit [321,

Noch stirker durch die Stellung der OH-Gruppen
variiert sind die Steroide (6), (7) und (8) von Agabus
sturmi; es handelt sich um die fiir die Dytisciden typi-
schen hydroxylierten Pregnadienone, von denen bisher
nur ein Vertreter bekannt geworden ist 1337 und die hier
auch mit Isobuttersiure verestert vorliegen kon-
nen (311, Ebenfalls an C-15 hydroxyliert ist das Steroid
(9) des 7 bis 8 mm groBen Platambus maculatus; aus

[31] H. Schildknecht u. D. Hotz, unverdffentlicht.

[32] H. Schildknecht u. W. Kgrnig, Angew. Chem. 80, 45 (1968);
Angew. Chem. internat. Edit. 7, 62 (1968).

[33] P. Potier, C. Kan u. J. Lemen, Tetrahedron Letters 1964,
1673.
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CHj CHjy

C=0 C=0
CHy
"o%-c\H "OH
CH
o o o
(6) (7)
Hc § G CHy
CH-CO-CH HO-CH
H5C
“OH “OH
o O
(8) (9)

dem milchigen Sekret von 100 Kifern kénnen 0.7 mg
isoliert werden [34],

Von den aufgefiihrten Insektensteroiden haben wir
einige in guten Ausbeuten darstellbare auf ihre Wirk-
samkeit gegen wechselwarme Tiere getestet. Bei einer
Konzentration von 2 mg Steroid/Liter Wasser waren
z.B. an den Testfischen nach 15 bis 30 Minuten erheb-
liche Veridnderungen im Verhalten zu beobachten. Sie
konnten auf die Seite gedreht werden und richteten
sich nur miihsam wieder auf. Bei einer Steroidkonzen-
tration von 10 mg/l lagen die Fische nach einer halben
Stunde regungslos am Boden, erholten sich aber wieder
vollig, wenn sie in frisches Wasser zuriickgebracht
wurden. Besonders aufschluBreich waren Versuche,
bei denen wir den Schlammschwimmer Ilybius fene-
stratus (Abb. 8) an Kroten und Frosche verfiitterten.

» T8

ADD. 8. Der Schlammschwimmer Ilybius fenestratus (12 mm).

Bereits nach 20 Minuten erbrach eine Erdkrote die
vier Kifer, die sie innerhalb von fiinf Minuten ge-
fressen hatte. Die Kifer sind, wenn sie wieder ausge-
spuckt werden, oft noch lebendig; sind sie tot, so
haben sie sich fiir den Fortbestand ihrer ganzen Sippe
geopfert, denn nach ein- bis zweimaliger Fiitterung mit
Ilybius nehmen die Kroten trotz grofBlen Hungers
keine Kifer mehr an.

Das Sekret enthilt neben einer sehr kleinen Menge
eines C,;-Steroids (s. Tabelle 3) die Cig- und Cig-
Steroide (10) (28 ng) 135}, 1,2-Dehydrotestosteron (/1)
(16 pg), Ostron (12) (2ug) und 178-Ostradiol (13)
(19 u.g) 1361 sowie zu unserer groflen Verwunderung in

134) H. Schildknecht, H. Tacheci u. U. Maschwitz, Naturwissen-
schaften 56, 37 (1969).

[35] H. Schildknecht, H. Birringer u. U. Maschwitz, Angew.
Chem. 79, 579 (1967); Angew. Chem. internat. Edit. 6, 558 (1967).

[361 H. Schildknecht u. H. Birringer, Z. Naturforsch. 24b, 1529
(1969).
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o
(10) (11)
% OH
(12) (13)
X
N7 N-OCH;
OH &
(14)

der Hauptsache den 8-Hydroxychinolin-2-carbonséure-
methylester (14) (350 p.g) 371

Vielleicht verhindert der Schlammschwimmer mit diesem
starken Antiseptikum das Eindringen von Mikroorganismen
in seine groB angelegten Abwehrorgane und damit eine To-
talinfektion seines Korpers, fiir dessen duflerliche Desinfek-
tion er wieder auf die Pygidialwehrblasenstoffe p-Hydroxy-
benzaldehyd, p-Hydroxybenzoesdure und deren Methylester
zuriickgreifen kann.

A7308

1mm

Abb.9. Prothorakalwehrblase des Dytiscus marginalis mit aufliegen-
den Sekretzellen; R = Reservoir, Dr = Driisen und O = Offnung.

Die Biosynthese der Insektensteroide 148t sich gut mit
14C-markierten Vorstufen studieren. Die Kifer eignen
sich fiir solche Versuche hervorragend, da die produ-
zierten Steroide nicht mehr weiter metabolisiert wer-
den, sondern wie beschrieben in gut isolierbaren
Sekretbehiltern vorliegen; vgl. Abb. 9. Zudem ist —
wie bei Acilius sulcatus — das Regenerationsvermogen
auch der im Laboratorium gehaltenen Tiere beacht-
lich.

Insekten benotigen fiir die Bildung von Steroiden
Cholesterin, Sitosterin oder dhnlich gebaute Ausgangs-
materialien [38], Je &dhnlicher ein Sterin dem Chole-
sterin ist, desto besser kann es verwertet werden;
hiufig wird Cholesterin so abgebaut, daBl entweder die
gesamte Seitenkette an C-17 entfernt wird oder ein
Teil davon an C-20 unter Bildung von Pregnenolon,
woraus dann Progesteron entsteht.

Bei unseren Versuchen39] haben wir 25 bis 30
Schwimmkifern [2-14C]-Mevalo-lacton, [4-14C]-

[37} H. Schildknecht, H. Birringer 0. D. Krauf3, Z. Naturforsch.
24b, 38 (1969).

(381 F. J. Ritter u. W. H. J. M. Wientjens: Steroidmetabolism of
Insects. Centraal Laboratorium TNO, Delft, P 67/14 (1967).

[39] D. Hotz, Dissertation, Universitit Heidelberg 1968.
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Cholesterin oder [4-14C]-Progesteron injiziert und
nach einer sechs Wochen langen Regenerationszeit
die Konzentrationen und Aktivititen der Acilius-
Steroide bestimmt. Die Steroide der mit Mevalo-
lacton behandelten Tiere haben, wie erwartet, keine
Aktivitidt; Cholesterin und Progesteron dagegen wur-
den eingebaut. Auch die Schwimmkifer miissen also
fir ihren Steroidbedarf Cholesterin oder dhnlich ge-
baute Steroide mit der Nahrung aufnehmen.

Tabelle 5. Spezifischer Einbau und spezifische Aktivititen nach In-
jektion von [4-14C]-Cholesterin und [4-14C]-Progesteron.

Cholesterin Progesteron

(%) @Ci/mmol) | (%)  (uCi/mmol)
6,7-Dehydrocortexon 0.73 [310) 0.01 [3.4]
Cortexon 0.51 [230] 0.14 {50]
Cybisteron 1.13 [480) 0.03 110}
6,7-Dihydrocybisteron | 1.20 [510] 2.46 [881]
6,7-Dehydro-

progesteron 0.85 [360] 0.007 [2.4]

Bei unseren hier nur kurz angefiihrten Biosyntheseversuchen
konnten wir feststellen, dal nach Injektion von [4-14C]-
Cholesterin die Einbauraten fiir die Enone und Dienone etwa
groBenordnungsmiBig gleich sind, wihrend nach Injektion
von [4-14C]-Progesteron die Dienone wesentlich geringer mar-
kiert waren als die Enone (s. Tabelle 5). Wir vermuten, da
sich der Biosyntheseweg dieser Steroidgruppen schon vor der
Stufe des Progesterons teilt. Eine Stiitze fiir diese Hypo-
these sehen wir darin, da mit [14C]-4,6-Cholestadien-3-on
als Vorstufe die Einbauraten der Dienone hoher lagen als die
der Enone. Keine Aktivitit zeigte das Dehydroprogesteron,
das demnach auf einem ganz anderen Weg als die sonstigen
Dienone gebildet wird. Man kann vorldufig daraus schlieBen,
daB das in den Wehrblasen der Schwimmkaéfer bis jetzt nicht
gefundene Progesteron in den Loben zu Cortexon und Di-
hydrocybisteron metabolisiert wird, nicht aber Dehydropro-
gesteron zu Dehydrocortexon und Cybisteron.

5. Der Spreitungsschwimmer

Stenus bipunctatus ist ein kleiner, schwarzer Staphyl-
inide, der als Landkifer in der Uferzone lebt, aber sich
auch auf dem Wasser gut bewegen kann. Wird der
durchschnittlich 1.5 mg schwere und etwa 5 mm lange
Kifer auf dem Wasser von einem Vogel gejagt, so eilt

Abb. 10, Spreitungsschwimmer Stenus bipunctatus in Bewegung®
Zeichnung T. Hélldobler.
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er pfeilschnell dem rettenden Ufer zu, ohne seine
Beine zu gebrauchen 1401, Er beniitzt fiir diese elegante
Fortbewegung nur seine Hinterleibsspitze, die er ins
Wasser taucht und dabei aus zwei ausgestiilpten Sick-
chen — den von den Laufkifern her bekannten Pygi-
dialwehrblasen — Substanzen abgibt, die ihn voran-
treiben, wie der Campher das Spielzeugschiffchen.
Es ist der Spreitungsdruck, der beim Ubertritt der
oberflichenaktiven Substanzen den Kifern den flir
die Fortbewegung nétigen RiickstoB verleiht.

Den Vorproben entsprechend, die auf ein komplexes
Sekret schliefen liefen 41, fand Maschwiiz bei der
Priparation der Spreitungsschwimmer zwei Paar
Pygidialwehrblasen; die groBeren rochen beim Zer-
driicken nach Amin und die kleineren pfefferminz-
artig. Zur priparativen Gewinnung des Pygidial-
driisensekrets haben wir 1000 Tiere im Vakuum er-
hitzt, das Destillat mit Benzol extrahiert und den Ex-
trakt durch Eiszonenschmelzen angereichert. Das

@
OH

(15) x>
(16)
ch\
C=CH-CH,-CH,-C-CHg
s/ ]

Konzentrat wurde durch Gaschromatographie in drei
Fraktionen zerlegt; die Hauptkomponente war 1,8-
Cineol [*1 (15), weiter waren vorhanden Isopiperite-
nolt**1 (16) sowie Methylheptenon [*1 (17). Alle diese
Terpene sind oberflichenaktiv und konnen auch im
Versuch einen ,,Papierkifer* in der beschriebenen
Weise, auf Wasser gesetzt, antreiben. Ob die N-halti-

Abb. 11. Stenus bipunctatus mit Pygidialwehrblasen.

[40] V. B. Wigglesworth: The Life of Insects. Weidenfeld and
Nicolson, London 1964, S. 35—36.

[41] D. Berger, Dissertation, Universitit Heidelberg 1968.

[*] Fiir die Uberlassung von Substanzproben danken wir beson-
ders Herrn Dr. Klein, Holzminden.

[**] Ob cis- oder trans-lsopiperitenol konnte nicht gekldrt
werden.
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gen Heterocyclen der groBen Blase diesen Effekt noch
unterstiitzen oder andere Funktionen haben, kann
erst nach Synthese der Verbindungen entschieden
werden.

6. Ausblick

Die funktionelle Zuordnung der Pygidialwehrdriisen
der Adephagen aufgrund der chemischen Befunde ist
zwingend. Trotzdem kann man auch noch an andere
Feinde als an Mikroorganismen denken, die mit den
erwihnten Substanzen bekdmpft werden sollen. Dafiir
sprechen z.B. die Versuche von Eisner [42,43],

Die antimikrobielle Aktivitit mufl immer unter dem
Gesichtspunkt einer Homologie zwischen den Haut-
driisen und den komplexen Wehrdriisen gesehen wer-
den. Die darin gespeicherten Gifte sollten vielleicht
urspriinglich den Befall des gesamten Korpers durch
Mikroorganismen verhindern; d.h. die durch Zusam-
menfassung der Hautdriisen entstandenen Pygidial-
wehrdriisen sezernieren weiter antiseptische Substan-
zen, jedoch mit einem erweiterten Wirkungsspektrum,
Konnte das nicht bereits auf der Stufe der Hautdriisen
vorgelegen haben? Gerade durch die Haut ist die Be-
rithrung mit der feindlichen Umgebung bevorzugt ge-
geben. Primitive Gifteinrichtungen, die fiir Feinde aus
fremden Arten bestimmt sind, finden sich vorwiegend
in der Haut und sind aus ihr hervorgegangen.

Wir werden also erst klar sehen, wenn die Chemie der
Hautdriisen erforscht sein wird; wurde doch die Funk-
tion der Pygidialdriisen der echten Schwimmkéfer erst
dann richtig aufgezeigt, als man die Inhaltsstoffe der
entsprechenden Speicherorgane identifiziert hatte.
Danach geniigen den Dytisciden fiir ihre Korper-
hygiene die Substanzen der Hautdriisen allein nicht.

Die Frage nach der Wirkung der bislang unbekannten
Inhaltsstoffe der bekannten Pygidialwehrdriisen wurde
demnach bei den Schwimmkifern umgekehrt gestellt.
Bekannt war, daB die Schwimmkéfer sich mit ihrem
Sekret aus den Pygidialblasen periodisch einschmie-
ren {441, Wozu? Das hat die Chemie beantwortet! Da-
gegen kannte man von den Prothorakaldriisen einiger
Arten des Dytiscini-Tribus wenigstens schon die Gift-
wirkung 271, Dafiir war die Aufklirung der Natur-
stoffe nicht leicht.

Fiir die Colymbetes-Arten ist weder die Funktion der
Prothorakaldriisen noch die Art und die Wirkung
ihrer chemischen Produkte vollig geklirt, das gleiche
gilt fiir die Pygidialdriisen der Taumelkdfer. Colym-
betes fuscus lebt amphibisch. Er benétigt im Wasser
und auf dem Wasser keinen besonderen Schutz gegen-
iber rduberischen Fischen und Frischen, denn er ist
flink und fliegt gerne. Im Erdreich aber ist er unbe-
weglich und koénnte vielleicht von Klein-Saugern an-
gegriffen werden. So kann man verstehen, dafl die
Substanzen seiner Prothorakaldriisen fiir Ratten sehr

{42] T. Eisner, J. Insect Physiol. 2, 215 (1958).

[43] T. Eisner u. J. Meinwald, Science (Washington) 153, 1341
(1966).

[44] H. Naumann: Der Gelbrandkifer. A. Ziemsen-Verlag,
Wittenberg Lutherstadt 1955, S. 21.
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giftig sind: Von dem auf Sephadex fraktionierten
Rohsekret zeigte eine Fraktion eine Blutdrucksenkung
bis zu 30 %, 451, Man kann hier einen Zusammenhang
mit der Giftwirkung der Hauptkomponente des Tly-
biusgiftes aus den Prothorakalwehrdriisen des
Schlammschwimmers Ilybius fenestratus sehen, das
bei Miusen klonische Krimpfe hervorruft (461, Die
giftige Substanz, ist der 8-Hydroxychinolin-2-carbon-
sduremethylester (/4).

Bei ciner hervorragend guten Zusammenarbeit mit
meinen Doktoranden, Assistenten und Angestellten
habe ich es besonders schitzen gelernt, daf sie die trotz

[45] H. Tacheci, Dissertation, Universitit Heidelberg, voraus-
sichtlich 1970. Wir danken Prof. Bieckert, Dr. Steiole und Dr.
Zimmermann, Ludwigshafen, fiir Hilfe bei der Ausfithrung der
physiologischen Teste.

[46] Wir danken den Herren Dr. Schraufstetter und Dr. Weich-
hofer, Elberfeld, fiir die Ausfiihrung der entsprechenden Teste,

grofler Begeisterung aufgetretenen Schwierigkeiten,
sich gegenseitig helfend, immer wieder gemeistert haben.
Anerkennung und Dank mdéchie ich deswegen folgenden
Damen und Herren aussprechen: Frdulein Dr. D.
KrauB, Frau E. Maschwitz, U. Jehle, B. Breidi, Frdulein
R. Schumann und Frau H. Stern, den Herren Dr. R,
Siewerdt, Dr. K. Maas, Dr. U. Maschwitz, Dr. W.
Wenneis, Dr. H. Winkler, Dr. D. Hotz, Dr. W. Kornig,
Dr. H. Birringer, Dr. D, Berger, Dipl.-Chem. H. Neu-
maier, Dipl-Chem. H. Tacheci und Herrn H. Spief.
Wir danken alle fiir die Sachbeihilfen der Deutschen
Forschungsgemeinschaft, die es uns ermdglichien, auch
zundchst aussichtslose Analysen erfolgreich durch-
zufiihren, fiir die allgemeine Unterstiitzung des Fonds
der Chemischen Industrie und dafiir, daf uns manche
Exkursion gegliickt ist, der Otto-Rohm-Geddchtnis-

stiftung.

Eingegangen am 12. September 1969 [A 730]

Organische Farbstoffe in der Lasertechnik

Von F. P. Schifert*]

Die Lasertechnik hat seit 1960 einen auflerordentlich hohen Stand erreicht; dabei sind
bedeutende Fortschritte erst durch Verwendung organischer Farbstoffe moglich ge-
worden. Seit 1964 werden organische Farbstoffe als optische Schalter zur Erzeugung
von Riesenimpulsen benutzt. 1966 konnten erstmals ultrakurze Impulse im Pikosekunden-
bereich erzeugt werden; ihre Messung lief3 sich durch Anwendung organischer Farbstoffe
wesentlich vereinfachen. Der wohl wichtigste Fortschritt der letzten Zeit auf dem Laser-
gebiet diirften die 1966 zuerst beschriebenen Farbstofflaser sein, in denen Losungen orga-
nischer Farbstoffe das aktive Medium des Lasers bilden.

1. Organische Farbstoffe als optische Schalter

Um die Anwendung organischer Farbstoffe als opti-
sche Schalter zu verstehen, sei zunidchst das allgemeine
Laserprinzip am Beispiel eines einfachen Rubinlasers
erortert. Ein Rubinstab befinde sich, wie in Abbil-
dung 1a dargestellt, zwischen zwei Spiegeln und werde
von einer Blitzlampe gepumpt [**], Lichtquanten, die
beispielsweise vom Punkt x ausgehend lings der opti-
schen Achse des Laserresonators nach links fliegen,
am Spiegel Sp, reflektiert werden, wieder durch den
Rubinstab fliegen, am Spiegel Sp; reflektiert werden
und schlieBlich wieder zum Punkt x zuriickgelangen,
erfahren auf diesem Weg durch den Laserresonator
sowohl Verstiarkungen als auch Abschwichungen. Die
Verstiarkung beim einmaligen Durchlaufen des Rubin-
stabs sei V; die Abschwichung bei der unvollstindigen
Reflexion an den Spiegeln Sp; und Sp; sei durch die
Reflexionsfaktoren R; bzw. Ry, und die sonstigen Ver-

[*1 Prof. Dr. F. P. Schifer

Physikalisch-Chemisches Institut der Universitit

355 Marburg, Biegenstraie 12
[**] Es hat sich allgemein eingebiirgert, den Vorgang der An-
regung des Lasermediums als ,,Pumpen‘* zu bezeichnen.
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luste, z.B. durch Streuung, Beugung, Absorption
usw., seien durch einen Abschwichungsfaktor A zu-
sammengefallt. Damit ergibt sich bei einem Umlauf
eine Gesamtverstirkung V2-R;-R;-A2.

Ist die Gesamtverstirkung kleiner als 1, so wird die
Zahl der Quanten abnehmen. Ist sie gleich 1, so wird
der Quantenstrom konstant bleiben; ist sie dagegen
groBer als 1, so wird die Zahl der Quanten zunehmen,
die Intensitit des Lichtstrahls wird sich immer mehr
zu hohen Werten hin aufschaukeln, d.h. es setzt eine
Laseremission ein. Bei hohen Werten des Verlustfak-
tors A ist das nur zu erreichen, wenn die Verstirkung V
genligend groB3 ist, wihrend bei kleinen Verlusten
schon eine kleine Verstirkung zum Einsetzen der Os-
zillation ausreicht, wenn die Reflexionsfaktoren durch
vollstindige Verspiegelung nahe bei eins liegen.

Besonders interessant ist der Fall zeitabhingiger Ver-
luste A(t)[1). Dieser Fall 148t sich beispielsweise so
realisieren, da3 man eine Kerrzelle und einen Polari-
sator in den Laserresonator einfiigt, wie in Abbil-

[11 R.W. Hellwarth. Control of Fluorescent Pulsations. Ad-
vances in Quantum Electronics. Columbia University Press,
New York 1961, S. 334.
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