
15.7.1974 Speeialia 821 

Crustecdysone is Without Estrogenic or Antiestrogenic Activity in the Rat 

Crus tecdysone  (fi-ecdysone, 20 - hyd r oxyecdys one  or 
ecdys terone)  occurs  n a t u r a l l y  in  insec ts  ~-4 a n d  c rus ta -  
ceans  5 a n d  is capab le  of i nduc ing  m o u l t  in  m o s t  a r t h r o p o d  
groups  ~,L I t  also occurs  in p l a n t s  in  ve ry  large q u a n t i -  
t ies  s-~0. E c d y s o n e  has  been  r epo r t ed  to s t i m u l a t e  p ro t e in  
syn thes i s  in  mouse  l iver  ~ and  to i n h i b i t  g r o w t h  of 
s a r coma  a n d  e m b r y o n i c  mouse  f ib rob las t s  ~2. Since t he  
ecdysone  in p l a n t s  and  a n i m a l s  is l ike ly  to  f ind  i ts  way  
in to  ca t t l e  and  h u m a n s  t h r o u g h  the i r  food, i t  was  t h o u g h t  
w o r t h w h i l e  to  scan  th i s  c o m p o u n d  for i ts  possible  estro-  
genic a n d  an t i e s t rogen ic  ac t iv i ty .  

A n  inb red  s t r a in  of 80-120-day-old ,  4 -day  cycling,  
a d u l t  m a t u r e  w h i t e  r a t s  on  a n  L D  reg ime  of 12:12, was  
used for t he  p r e s e n t  s tudy .  The  an i m a l s  were m a i n t a i n e d  
on  Benga l  g r a m  a n d  w a t e r  s u p p l e m e n t e d  w i t h  milk.  
Es t rogen ic  a c t i v i t y  was s tud ied  b y  Al lan -Doisy  t e s t  of 
vag ina l  corn i f i ca t ion  ~3 and  an t i e s t rogen ic  a c t i v i t y  
was s tud ied  b y  t he  vag ina l  response  method~*. 
The  an ima l s  were spayed  and  w h e n  t he  endogenous  
es t rogen  comple t e ly  d i sappeared ,  as s h o w n  b y  absence  of 
vag ina l  cycl ing (a phase  c o n t r a s t  microscope  was used for 
e x a m i n a t i o n  of t h e  smear) ,  a p r i m i n g  dose of 1 ag  of 
es t rad io l  d ip rop iona t e  (Ovocyclin,  Ciba Ind ia )  in  0.1 ml  
ol ive oil was in jec ted  s.c. i n to  each  ra t .  Wl ien  t he  es t rogen 
comple t e ly  d i s appea red  f rom t he  b lood  s t ream,  as shown 
b y  vag ina l  cycl ing me thod ,  a t o t a l  of 30 ~zg of a so lu t ion  
of ecdys te rone  (ob ta ined  t h r o u g h  t he  k ind  coureesy of 
Dr.  D. KINa to  Dr. G. C. UNNITHAN and  f rom Dr. W. E. 
ROBBINS) in 0.02 ml  of 50% aqueous  glycerol  was  del iver-  
ed in to  t he  v a g i n a  of each  r a t  in  2 doses a t  10.00 h on  
2 consecu t ive  days  t h r o u g h  a s teel  c a n u l a  a t t a c h e d  to  a 
syringe,  to  a g roup  of 10 ra ts .  An  equa l  n u m b e r  of cont ro l s  
were g iven  glycerol  only. Smears  were t a k e n  and  read  a t  
10.00 a n d  17.00 h on  t he  3rd day.  Smears  of al l  t h e  
e x p e r i m e n t a l  a n d  con t ro l  an i m a l s  were found  equal ly  
nega t ive .  I n t o  a n o t h e r  g roup  of animals ,  0.6 ~zg of t he  
es t rogen  c o n t a i n e d  in 0.1 ml  olive oil was  in jec ted  s.c. a t  
09.00 h a n d  2 doses of ecdys t e rone  in 0.02 ni l  of 50% 
aqueous  glycerol  ( to ta l  dose, 0.5 mg) was a d m i n i s t e r e d  
i n t r a v a g i n a l l y  a t  09.00 a n d  17.00 h, whereas  t h e  cont ro ls  
rece ived  0.02 ml  of 50% aqueous  glycerol.  E x a m i n a t i o n  
of t he  s m e a r  a f t e r  56, 64, a n d  72 h of f i r s t  a d m i n i s t r a t i o n  
i nd i ca t ed  no  di f ference be t w een  t h e  cont ro l s  and  t he  

exper imen ta l s ,  b o t h  be ing  posi t ive .  Hence  i t  m a y  be  
seen t h a t  ecdys t e rone  does no t  h a v e  e i t he r  es t rogenic  or  
an t i e s t rogen ic  a c t i v i t y  as de t ec t ab l e  b y  t he  m e t h o d s  
employed.  The  absence  of es t rogenic  a c t i v i t y  to  ecdy- 
s te rone  is in  accord  w i t h  t h e  s t r u c t u r e  of es t rogenic  
s te ro ids  wh ich  h a v e  a phenol ic  A- r ing  and  a c a r b o n  a t o m  
in pos i t ion  18 b u t  no t  in  pos i t ion  19 ~3. 

Zusammen/assung.  Es wird  mi t t e l s  Vagina lzy to log ie  
bei  R a t t e n  gezeigt,  dass  E c d y s o n  ke ine  0 s t r o g e n a k t i v i t / i t  
u n d  bei  6 s t r o g e n b e h a n d e l t e n  T ie ren  auch  ke ine  Ant i -  
o e s t r o g e n - A k t i v i t ~ t  en t fa l t e t .  
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Activit6 prot6osynth6tique des glandes prothoraciques et titre d'ecdysone chez des larves 
permanentes de Locusta migratoria obtenues par irradiation s61ective du tissu h6matopoiftique 

L ' i r r a d i a t i o n  s61ective du  t i ssu  h 6 m a t o p o i 6 t i q u e  de 
j eunes  la rves  de s t ade  V (dernier  s t ade  larvai re)  de 
Locusla migratoria b loque  le d6 t e r m i n i s m e  endoc r ine  de la 
m u e  su ivan te ,  les insectes  4 v o l u a n t  en  la rves  p e r m a n e n t e s  ; 
une  i r r ad i a t i on  t 6 m o i n  de r6gions v e n t r o - a b d o m i n a l e s  de 
surface  6qu iva len te  n ' a f fec te  pas  la m ue  1 Dans  la p r6sen te  
6 tude  nous  avons  su iv i  l ' 6vo lu t ion  des g landes  p ro tho rac i -  
ques  de la rves  devenues  p e r m a n e n t e s  g la sui te  d ' u n e  
radiol6s ion du  t issu  h6matopo i6 t ique ,  en  cho i s i s san t  
c o m m e  cr i t6re  la v i tesse  d ' i n c o r p o r a t i o n  d ' u n  ac ide-amin6  
d a n s  les p ro t6 ines  syn th6 t i s6es  p e n d a n t  u n  laps  de t e m p s  
donn6.  D ' a u t r e  p a r t  nous  avons  su iv i  1%volution du  t a u x  
d ' ecdysone  g la su i te  de la radiol6s ion du  t i ssu  h6matopo i6-  
t ique ,  en  la c o m p a r a n t  g celle des la rves  normales ,  d6cr i te  
dans  u n  t r a v a i l  pr6c6dent-~. 

Des la rves  no rma les  et  des la rves  g t i ssu  h6matopo i6 t i -  
que  i r radi6  (25 000 R, a n t i c a t h o d e  en  tungs t6ne ,  dur4e de 

l ' i r r ad i a t i on :  10 rain,  t ens ion  appl iqu6e  42 kV;  in tens i t6  
du  c o u r a n t  de chauf fage :  32 m A ;  d i s t ance  source -ob je t :  
15 cm) rego iven t  une  in jec t ion  i n t r a a b d o m i n a l e  de leucine 
t r i t i6e  (act iv i t6  sp6cif ique:  30 Ci /mMol;  i n j ec t ion  un ique  
de 30 ~zl p a r  insec te  d ' u n e  so lu t ion  c o r r e s p o n d a n t  A une  
r ad ioac t i v i t 6  t o t a l e  de 30 ~Ci p a r  in jec t ion) ;  les g landes  
p ro tho rac iques  des insectes  en exp6r ience  son t  pr61ev6es 
aux  t e m p s  0, 10 min ,  20 ra in  e t  40 min  dans  de l ' ac ide  
pe rch lo r ique ;  apr6s  add i t i on  d ' a l b u m i n e  bov ine  et  cen t r i -  
fuga t ion  ~ 4000 g, le culot  est  t r a i t6  ~ l ' ac ide  pe rch lo r ique  

c h a u d  en  r u e  de l ' e x t r a c t i o n  des seules prot6ines .  Des 
lavages  r6p6t4s 5~ l ' 6 thano l  p e r m e t t e n t  de re t i re r  la leucine 
r ad ioac t ive  n o n  li6e aux  prot6ines .  La  r ad ioac t iv i t6  li6e 

1 j .  A. HOFFMANN, C.r. Acad. Sci., Paris, 273, 2568 (1971). 
J. A. HOFFMAVN, J. KOOLMAN, P. KARLSON et P. JoLv, Gen. eomp. 
Endocr. 22, 90 (1974). 
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aux  pro t6 ines  est  dg te rmin6e  darts u n  sc in t i l l a t enr  l iquide.  
Le Tab l eau  m o n t r e  q u ' a u x  jour s  2 et  4 du  V e s t ade  

l a rva i re  (sur une  dur6e n o r m a l e  de 10 jours) ,  les g landes  
p ro tho rac iques  i nco r po r en t  une  q u a n t i t 6  i m p o r t a n t e  de 
leucine r ad ioac t ive  dans  leurs p ro t6 ines  synth6t is6es .  Au 
d 6 b u t  de la vie imaginale ,  ce t t e  q u a n t i t 6  est  n e t t e m e n t  p lus  
faible, mais  elle se m a i n t i e n t  s ce t a u x  au  mo ins  j u s q u ' a u  
jour  12 de la vie adul te .  

Les g landes  p ro t ho r ac i ques  des la rves  k m u e  bloqu6e 
p a r  i r r ad i a t i on  du  t i ssu  h 6 m a t o p o i 6 t i q u e  p r ~ s e n t e n t  4 
jours  apr~s ce t te  i n t e r v e n t i o n  une  trSs io r te  i nco rpo ra t ion  
de leucine r ad ioac t i ve  dans  leurs prot6ines .  Cet te  incor-  
p o r a t i o n  est  n e t t e m e n t  sup6r ieure  X celle t rouv6e  ~ la  
mgme p6riode chez les la rves  normales .  Au 12 e et  au  23 e 
jour  cons~cut if  k l ' i r r ad ia t ion ,  nous  obse rvons  une  incor-  
p o r a t i o n  r e l a t i v e m e n t  faible,  qu i  est  c o m p a r a b l e  ~ celle 
t rouv6e  d a n s  les g landes  de j eunes  imagos.  

Le t a u x  d ' ecdysone  est  d6termii16 ~ l ' a ide  du  t e s t  
Calliphora: les ex t r a i t s  de L o c u s t s  (15 g de poids  frais  pa r  
dosage) s e n t  fai ts  selon la  t e c h n i q u e  de K:RLSON et  
SHA:YAa, ch roma to g r aph i ~s  sur  couche  mince  (p laque  de 
silice M E R C K  HF~a 4 6paisseur  0,25 mm),  l ' ecdysone  et  
l ' ecdys te rone ,  ident if i6es sons la lumi6re  U V  (254 nm)  
grgce s des h o r m o n e s  de r6f6rence, s e n t  61u6es e t  inject~es 
t~ des a b d o m e n s  l iga tur6s  de l a rves  de Calliphora. Le 
pou rcen t age  d ' e m p u p e m e n t s  o b t e n u s  p e r m e t  d ' e s t i m e r  
l ' ac t iv i t6  h o r m o n a l e  de l ' ex t ra i t ,  grgme ~ des courbes  de 
r6%rence ob t enues  k l ' a ide  d ' i n j ec t i on  d ' h o r m o n e s  cr is tal-  
lis6es. 

Alors q u ' a u  cours  de l ' 6vo lu t ion  no rma le  du V e s t ade  
l a rva i re  de Locusts, nous  t rouvo l l s  une  tr~s i m p o r t a n t e  
syn th6se  d 'ecdysone2,  nous  n ' a v o n s  ~ a u c u n  m o m e n t  p u  
d6celer de l ' ecdysone  ou de l ' e cdys t e rone  chez les la rves  
d e n t  le t i ssu  h6ma t opo i 6 t i que  a v a i t  6t6 i r rad% au pr6a-  
lable.  Rappe lons  que les q u a n t i t 6 s  m a x i m a l e s  d ' a c t i v i t 6  
h o r m o n a l e  t ronv6es  au  cours  du  d g v e l o p p e m e n t  n o r m a l  
du  v e  s t ade  l a rva i re  de Locusts co r r e sponden t  ~ plus  de 
100 fois la va leu r  du  seuil  m i n i m u m  d ' a c t i v i t 6  d6celable  
qui  se s i tue  a u t o u r  de 10 ng  d ' ecdysone  p a r  g de poids  frais  
de Locusts. D ' a u t r e  pa r t ,  les la rves  a y a n t  subi  une  i rra-  
d i a t i on - t6moin  d ' u n e  zone v e n t r a l e  abdomina le ,  pr6sen-  
t e n t  une  i m p o r t a n t e  syn th6se  d ' ecdysone ;  ces larves,  
comme nous  l ' avons  ind iqn6  plus  hau t ,  m u e n t  de Ia~on 
plus  ou moins  normale .  

Incorporation de leucine triti6e dans les prot6ines des glandes 
prothoraciques ehez les larves normales de stade V, chez les imagos et 
chez les larves de stade V ~ tissu h6matopo~'6tique irradi6 

Age physiologique Radioactivit~ li6e aux protNnes, 
compt~e en coups par rain pour 
8 glandes aux temps 

0 rain 10 min 40 min 

Larves normales de stade V, 0 
jour 2 
Larves normales de stade V, 0 
jour 4 
Imagos normaux de jour 2 0 
Imagos normaux de jour 12 0 
Larves de stade V, jour 4; 0 
irradiation du tissu 
h6matopoi6tique au jour 0 
Larves de stade V, jour 11 ; 0 
irradiation, du tissu 
h~matopoi6t~que au jour 0 
Larves permanentes de stade VI 0 
)our 23 ; irradiation du tissu 
h~matopoi~tique au jour 0 

1890 2413 

895 1796 

536 552 
43 474 

1566 7205 

72 200 

42 375 

Les r6su l t a t s  de no t r e  6 tude  nous  a m ~ n e n t  ~t a d m e t t r e  
en p r emie r  l ieu que la radiol6s ion du  t i ssu  h6matopo i6 t i -  
que, quo ique  b l o q u a n t  le d6 t e rmin i sme  de la rune, l l ' em-  
p~che pas  les i m p o r t a n t e s  syn theses  p ro t6 iques  des g landes  
prothoraciques; ces syntheses apparaissent au contraire 
plus intenses dans ]es glandes prothoraciques apr6s 
radiol6sion du tissu h6matopoi6tique. Ces r6sultats 
cadrent parfaitement avec les 6tudes ultrastructurales 
iaites sur les glandes prothoraciqnes de larves s tissu 
h6matopo~6t ique  irradi6, qui  p r 6 s e n t e n t  des s ignes 
6v idents  d ' u n e  in tense  ac t iv i t6  p r o % o s y n t h 6 t i q u e  4. D ' a u -  
t r e  pa r t ,  des exp6riences  de t r a n s p l a n t a t i o n s  de g landes  
p ro tho rac iques  de la rves  ~ t i ssu  h6ma topo i6 t i que  i r radi6  
5~ des la rves  p ro tho racec tomis6es  p e r m e t t e n t  de r6 tab l i r  
le d6 t e rmin i sme  de la m u e  chez ces derni6res4. Nous  pou-  
vons  done  conclure  que  l ' i r r ad i a t i on  du  t i ssu  h6ma to -  
po i6 t ique  n ' e m p 4 c h e  pas  Ie I o n c t i o n n e m e n t  des g landes  
p ro thorac iques ,  ma i s  qu 'e l le  semble  m~me s t imule r  la 
p ro t6osyn thgse  dans  ces glandes.  

I1 est  d ' u n  g rand  in t6 r4 t  de c o n s t a t e r  que les la rves  
t i s sn  h 6 m a t o p o i 6 t i q u e  i r radi6  ne  p r6sen ten t ,  malgr6  la 
pr6sence de g landes  p ro tho rac iques  act ives ,  aucune  t r ace  
d6celable d ' ecdysone  ou d ' ecdys te rone .  I1 nous  p a r a i t  dans  
ces cond i t ions  difficile d ' a c c e p t e r  l ' id6e que  la  seule 
fonc t ion  des g landes  p ro tho rac iques  soi t  la  syn th6se  de 
l ' ecdysone.  La  for te  a c t i v i% p ro t6osyn th6 t ique ,  raise ell 
r a p p o r t  avec  les obse rva t i ons  u l t r a s t r u c t u r a l e s  pr6c6- 
den ies  5, 4 nous  inc i te  p l u t 6 t  5. croire que  ces g landes  61abe- 
r e n t  n o r m a l e m e n t  u n  fac teu r  p ro t6 ique  ll6cessaire ~ la 
r6a l i sa t ion  de la mue.  

Les conclus ions  de ce t t e  6rude,  qu i  v e n t  dans  une  cer- 
t a ine  mesure  dans  le mfime sens que celles des t r a v a u x  
e x p 6 r i m e n t a u x  de BONNER WEIR 6 sur  le L6pidop t6re  
Calpodes ou des obse rva t i ons  u l t r a s t r u c t u r a l e s  de LOCKE 7 
de L. JozY e t  al. 5 e t  de RINT~RKNnCI~T et  al. 8, p o s e n t  au  
moins  t ro is  p rob l6mes :  quel le  est  la  n a t u r e  exac te  et  la 
fonc t ion  du  fac teu r  p r0 t6 ique  6labor6 p a r  les g landes  
p ro tho rac iques  ? qnet  est  le t i s sn  qui  syn th6 t i s e  les g randes  
quan t i t~ s  d ' ecdysone  t rouv6es  au cours  du  d 6 v e l o p p e m e n t  
n o r m a l  de Locusta migratoria ? pa r  quel  m~can i sme  le 
t i ssn  h6ma topo i6 t i que  in t e rv i en t - i l  dans  le d6 t e rmin i sme  
de la rune ? 

Summary. The  p ro tho rac i c  g lands  of p e r m a n e n t  f i f th  
i n s i s t  l a rvae  of Locusts migratoria (mou l t ing  b locked  b y  
select ive X - r a y  t r e a t m e n t  of t he  hemocy topo i e t i c  t issue) 
are in  a s t a t e  of h igh  a c t i v i t y  as ev idenced  b y  t he  r a t e  of 
i n c o r p o r a t i o n  of a label led  amino-ac id  in to  t he  protei l ls  
syn thes ized  in these  glands.  Such  p e r m a n e n t  l a rvae  
a p p a r e n t l y  syn thes ize  no  ecdysone  nor  ecdysterone .  

J .A .  HOFFMANN et  MAR:E-JesSE WEINS 

Laboratoire de Biologie Gdndrale et 
Equipe de Recherche Associde au CNRS,  
Biologie Humorale des [nsectes, 
72, rue de l'Universitd, 
17-67 Strasbourg (France), 
27 ja~r 7974. 

3 p. KARLSON et E. S~AAYA, J. Insect Physiol. 70, 797 (1964). 
L. JoLY, IV[. J. WreNs, J. A. HOFFMANN et A. PORTE, Z. Zellforsch. 
137, 387 (1973). 

5 L. JOLY, P. JOLY et A. PORTE, C.r. Acad. Sci., Paris 269, 917 
(1969). 
S. BOI~NFR WEIR, Nature, Lend. 228, 580 (1970). 

7 j .  A. HOFFMANN et J. KOOLMAN, J. Insect Physiol. in press (1974). 
8 ]~. RINTERKNECHT, A. PORTE et P. JOLY, C.r. Acad, Sci., Paris, in 

press (1974). 


