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Fur   die   Untersuchung   der   oben   erwàhnten   Problème   wurden   die   Protease-
und   die   Amylase-Aktivitâten   in   Abhângigkeit   von   verschiedenen   Fiitterungs-
bedingungen   bestimmt.

2.   Maïerial   UND   Méthode

a.   Versuchstiere   und   Zuchtmethoden

Einstûndige   Gelege   des   Wildstammes   „Sevelen"   von   Drosophila   melanogaster
wurden   auf   Standardfutter   (Mais-Zucker-Agar-Hefe)   bei   25°   C   aufgezogen.   Das
Alter   der   Larven   wird   in   Stunden   nach   der   Eiablage   angegeben.

b.   Messung   der   Proteaseaktivitàt

Zur   Bestimmung   der   proteolytischen   Aktivitàt   verwendeten   wir   das   Ver-
fahren   nach   Charney   und   Tomarelli   (1947).   Das   Prinzip   dieser   Méthode   besteht   I

in   einer   enzymatischen   Verdauung   von   Azoproteinen,   was   zur   Bildung   von
gefârbten   Produkten   fiihrt.   Deren   Farbintensitât   ist   eine   Funktion   der   Pro-   j
teaseaktivitât   der   Enzymlôsung.   Es   wurde   nach   dem   in   Figur   1   abgebildeten   !
Schéma   verfahren.   Als   Referenz   diente   ein   Kontrollansatz   ohne   Enzym.   i

Nach   Charney   und   Tomarelli   befolgt   die   enzymatische   Verdauung   von
Azoproteinen   die   Gleichung   fiir   eine   monomolekulare   Reaktion.    Die   Ge-
schwindigkeitskonstante   der   Reaktion   kann   als   Mass   fur   die   Enzymaktivitât   i
gelten   :   j

^      •   1   c,
K   =     .   2,3   .   log   -

t   C2   !

wobei:   t   =   Inkubationszeit   in   Minuten   i

Cl   =   Anfangskonzentration   des   Substrats
Co   =   Endkonzentration   des   Substrats

Cj   wird  erhalten,   indem  man  die   Farbe  misst   von  3   ml   1  :10   verdiinnter   Sub-   i
stratlôsung,   die   mit   3   ml   0,5   N   NaOH   versetzt   wurde.      ergibt   sich   als   Diflferenz   i
zwischen   c^   und   der   optischen   Dichte   des   Trichloressigsâure-Filtrates   nach   der   I
Verdauung.   Als   Bezugsgrosse   wurde   die   Gesamtproteinkonzentration   des   Enzym-
ansatzes   gewâhlt.   Fiir   die   proteolytische   Aktivitàt   ergibt   sich:

A   =   K//ig   Protein

Die   Proteinmessung   erfolgte   mit   dem   Biuretreagens   bei   550   nm   (Gornall

et   al.,   1949).   Fur   die   Proteineichkurve   wurde   Rinderalbumin   als   Vergleichs-   \
substanz   genommen.
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FiG.  1.

Schéma  zur  Messung  der  Proteaseaktivitâl.

25  Larven  in  250  [x\  NaHCOa-  Puffer
(1  %,  pH  8,3;  0,001  M  Phenylthioharnstoflf  als  Tyrosinasehemmer)

I

Homogenisation  T  bei  0'  C
Zentrifugation  15'  bei  9000  upm(SorvalI,  Rotor  SS34)

Uberstand  dekantieren  und  zentrifugieren  15'  bei  9000  upm
I

100  1^1

^-  400  [xl  NaHCOg-Puffer

<~  500  [i]  2,5  %  Azokasein

Inkubation  45'  bei  37°  C

I  < —  4  ml  5%  Trichloressigsâure

Filtrieren

1 :1  Verdûnnen
mit  0,5  N  NaOH

I
I

Messen  bei  415  nm
I
I

Proteasenaktivitât  (K)

i
100  [i\

I
Proteinbestimmung
mit  Biuretreagens

Proteingehalt

C.   Messung   der   Amylaseaktivitàt

Stârke   wird   durch   a-Amylase   zu   Bruchstiicken   hydrolysiert   (reduzierende
Zucker,   z.   Bsp.   Maltose),   deren   reduzierende   Hemiacetalgruppen   mit   Dinitro-
>alicylsàure   bestimmt   werden   kônnen.   Die   Konzentration   der   entstandenen   Nitro-
iminosalicylsâure   wurde   photometrisch   gemessen;   sie   entspricht   der   Konzentra-
ion   der   neugebildeten   Endgruppen   und   damit   direkt   der   Enzymaktivitàt   (Doane,
1969;   Bergmeyer,   1970;   Ishaaya   und   Swirski,   1970).

Fiir   die   Bestimmung   der   Amylase-Aktivitât   wurde   nach   dem   in   Figur   2
ingegebenen   Schéma   verfahren.

I   Die   Amylaseaktivitâten   werden   heute   allgemein   in   //M   Maltose   pro   Minute
inkubation   angegeben.   Mit   Hilfe   einer   Maltose-Eichkurve   (0,1   mM   Maltoselôsung)
vurden   die   gemessenen   Absorptionen   auf   Maltose-Konzentrationen   umgerechnet.
pa   wir   unsere   Werte   auf   den   Proteingehalt   des   Enzymextrakts   bezogen   haben,
crgibt   sich   als   Einheit   f.i   mole   Maltose/min/^g   Protein.
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FiG.  2.

Schéma  zur  Messung  der  Amylaseaktivitât.

5  Mitteldàrme  in  300  [il  Phosphatpuffer
(20  mM,  pH  6,9;  10  mM  NaCl)

I

Homogenisation  V  bei  0°  C   Zentrifugation  5'  bei  9000  upm
!   !

50   [il   200   iil

< —  100  (Al  Phosphatpuffer

< —  50  [il  1  %  Stârkelôsung

Inkubation  30'  bei  37°  C
I  < —  400  [il  1  %  Dinitrosalicylsàure,
j   30%   K-Na-Tartrat

Erhitzen  5'  bei  100°  C

I    <~  400  (JLl  H2O,  Abkiihlen  30'

Messen  bei  550  nm

Proteinbestimmung
nach  Lowry

Proteingehalt

Amylaseaktivitât

3.   Resultate

a.   KaseinfUtterung

Fur   unsere   Versu'che   verwendeten   wir   72   h-Larven,   da   dièse   eine   ho
Proteaseaktivitât   aufweisen   (Waldner-Stiefelmeier,   1967).

Proteasemessungen   von   Mitteldârmen,   ganzen   Larven,   der   Hàmolymphe   un
des   Restkôrpers   zeigten,   dass   der   Hauptanteil   der   Proteasen   im   Mitteldari
lokalisiert   ist   (Tab.   1).   Der   geringe   Anteil   der   Hàmolymphe   und   des   Restkôrpei
an   der   Gesamt-Protease-Aktivitât   erlaubt   ohne   weiteres   ein   Arbeiten   mit   ganze
Larven.   Die   Beobachtung,   dass   Mitteldarmhomogenate   eine   grôssere   prote(

Tabelle   1

Proteaseaktivitàten  verschiedener  Drosophilagewebe.  Die  Werte  stellen  Mittel  aus  mehrer^
Messungen  dar.  Fiir  die  Homogenate  wurden  jeweils  25  Tiere  verwendet.

Dârme   Larven   Hàmolymphe   Restkorper

72   +/+  Larven   K   =   309,57   285,92   46,05   9,95
Nach   5   h   Hunger   231,13   184,77   41,67   —
Prozentuale   Abnahme   26%   28%   10%   —
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lytische   Aktivitât   als   Ganztierhomogenate   aufweisen,   lâsst   sich   durch   Inhibitor-
wirkungen   erklâren   (Engelmann   und   Wilkens,   1969).

In   einer   Reihe   von   Versuchen   wurde   das   Verhalten   der   Proteaseaktivitât

verfolgt,   nachdem   72   h-Larven   in   den   Hungerzustand   iibergefuhrt   worden   waren.

01   234567h

FiG.  3.

Abnahme  der  Proteaseaktivitât  bei  hungernden  72  h  +/+  Larven.
A  =  spezifische  Aktivitât,  ist  mit  dem  Faktor  I/2  zu  multiplizieren

Dazu   wurden   Larven   aus   den   Zuchtflaschen   herausgewaschen   und   wâhrend   den
lachsten   7   h   in   Petrischalen   auf   mit   Insektenringer-Lôsung   befeuchtetem   Filter-
Dapier   gehalten.   Die   Messung   der   Proteaseaktivitât   erfolgte   stùndlich.   Die   Ab-
lahme   der   Aktivitât   wâhrend   des   Hungerns   geht   in   3   Phasen   vor   sich   (Fig.   3).
^is   zu   einer   merkHchen   Reduktion   verstreichen   etwa   1   bis   IY2   Stunden.   Dièse
/erzogerung   erklârt   sich   mogHcherweise   dadurch,   dass   es   etwa   2  —  2J^   Stunden
iauert,   bis   der   Darm   von   der   proteinhaltigen   Nahrung   durchlaufen   ist   (Schmid,
949).   Manchmal   wurden   in   dieser   Phase   auch   zunehmende   Aktivitâten   gemessen.

Dièse   beruhen   nicht   auf   einem   verkleinerten   Proteingehalt,   sondern   auf   einer
Thohten   Azokaseinmessung   (die   spezifische   Aktivitât   wird   durch   Quotienten-
)ildung   mit   dem   Proteingehalt   erhalten).   Die   erste   Phase   wird   von   einer   Période
apider   Aktivitâtsabnahme   gefolgt.   Die   Absorptionen   nehmen   etwa   um   50   %   des
Vusgangswertes   ab.   Eine   stabile   „Hungeraktivitât"   stellt   sich   etwa   4   Stunden
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nach   Hungerbeginn   ein.   Sie   bleibt   wâhrend   den   nâchsten   7   Stunden   konstant.
Nach   Ûberfûhrung   der   Hungerlarven   in   Kasein   (mit   Insektenringer-Lôsung

im   Volumenverhâltnis   1:1   gemischt)   konnte   ein   Ansteigen   der   proteolytischen
Aktivitàt   beobachtet   werden   (Fig.   4).   Im   Vergleich   zu   den   Hungerlarven   bewegter

A-10

10 Kasein

Kontrolle
(Hunger)

Fettsauren
Saccharose

11

Fig.  4.
Einfluss  von  Kasein-,  Saccharose-  und  Fettsâure-Futterung  auf  die  Protease-Aktivitât  nacj

5  h  Hunger  (  +  /  +  ,  72  h,  A  =  spezifische  Aktivitàt,  ist  mit  dem  Faktor  1/2  zu  multiplizieren)

sich   die   Zunahmen   der   Aktivitàten   nach   Kaseinfutterung   zwischen   40   und   70   %
Fûtterung   mit   Saccharose   oder   mit   Fettsauren   hat   keine   Zunahme   der   prc
teolytischen   Aktivitàt   zur   Folge.   Die   Werte   blieben   vielmehr   denjenigen   de
Hungerlarven   gleich.

b.   Stàrke   und   Saccharosefutterung

Larven   im   Alter   von   72   h   weisen   im   Mittel   eine   Amylaseaktivitât   vo
62,6.   10~^/imole   Maltose/min/^ug   Protein   auf   (Fig.   5).   Lâsst   man   Tiere   dies(
Alters   hungern,   so   sinkt   sie   in   den   ersten   vier   Stunden   um   25—35%.   Die<
Abnahme   setzt,   anders   als   bei   den   Proteasen,   ohne   anfângliche   Verzôgerung   eii
Nach   vier   Stunden   Hunger   bleibt   die   Aktivitàt   fur   mindestens   vier   weitere   Stunde
praktisch   konstant.

Fur   die   Futterungsversuche   wurden   die   Larven   nach   4   Stunden,   d.h.   nac
Erreichen   der   minimalen   Aktivitàt,   in   Futter   bestimmter   Zusammensetzung   ùbe

tragen.   Wurde   reine   Stàrke   als   Substrat   angeboten,   so   erhohte   sich   die   Aktivitj
sofort   (Fig.   6).   Spàtestens   nach   vier   Stunden   war   die   Ausgangsaktivitàt   wiedj



VERDAUUNGSENZYM-AKTIVITATEN  BEI  DROSOPHILA-LARVEN 1055

ot.   erreicht.   Mit   lôslicher   Stârke   (nach   Zulkowsky)   wurden   die   gleichen   Resultate
Qg;  wie  mit  unloslicher  Stârke  erzielt.
en!   In   weiteren   Versuchen   wurde   den   Larven   Kaolin   (Al-Silikat),   Kasein   (nach
en   Hammarsten)   und   Saccharose   (reinst)   angeboten.   Fùtterung   mit   Kaolin   ergab

A(10~^aj  mole  Maltose/min /yug  Protein)

60-

50

40

'2   4   6   8

FiG.  5.

Abnahme  der  Amylaseaktivitât  bei  hungernden  72  h  +/+  Larven.

Aktivitâten,   die   etwas   iiber   den   Hungerkontrollen   lagen   (nicht   dargestellt).   Als
Nahrung   dùrfte   Kasein   sicher   attraktiver   sein   als   KaoHn,   trotzdem   erhielten   wir
bei   Kaseindiât   keine   erhôhten   Aktivitâten.   Hohe   Konzentrationen   an   reduzie-

renden   Zuckern   wurde   nach   Saccharosefûtterung   festgestellt.   Die   berechneten
Aktivitâten  ùberstiegen  100  .   10  ~*  /x  mole  Maltose/min/jug  Protein  ^

c.   Gradientenversuche

Um   Auskunft   dariiber   zu   erhalten,   ob   der   Anteil   eines   bestimmten   Sub-
strates im  Futter  die  entsprechende  Enzymaktivitât  beeinflusst,  wurden  folgende

 ̂ Eine  Wiederholung  der  Versuche  mit  einer  neuen  Saccharoseprobe  ergab  keinen  Anstieg
der  Amylaseaktivitât.  Die  anfânglich  erhaltenen  hohen  Werte  diirften  auf  einer  Verunreinigung
der  verwendeten  Probe  beruhen.

Rev.  Suisse  de  Zool.,  T.  79,  1972. 67
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Versuche   durchgefiihrt.   Verschiedene   Mengen   von   Kasein   und   Kaolin   wurdeu   ùber
gemischt   und  Hungerlarven  verfiittert.   Nach  3   Stunden  wurde  die   Proteaseaktivitât   (sekf
gemessen   (Fig.   7).   Die   resultierenden   Aktivitâten   zeigten   eine   lineare   Abhângigkeit   Dan
voni   Kaseingehalt.   Gleiche   Resultate   wurden   erhalten   mit   Kasein/Stârke-Gra-   siellt

2,4   6   8   h

Fig.  6.

Einfluss  von  Saccharose-,  Stârke-  und  Kasein-Fûtterung  auf  die  Amylase-Aktivitàt
nach  4  h  Hunger  (+/  +  ,  72  h).

dienten.   Auch   fur   die   Amylase-Aktivitàt   konnte   eine   direkte   Abhângigkeit   vom
Stàrkegehalt   der   Nahrung   nachgewiesen   werden.

1

4.   DiSKUSSION   c
i

Fur   eine   Régulation   der   Aktivitât   von   Darmenzymen   sind   verschiedene   i
Mechanismen   denkbar:   1.   eine   unspezifische   Sekretion   von   Enzymen   erfolgt   auf
eine   Fùllung   des   Darmes   (z.   Bsp.   Stimulation   durch   Dehnung   desselben),   wobei
die   Zusammensetzung   des   Futters   keine   Rolle   spielt   (Dadd,   1961),   oder   2.   die
Zusammensetzung   des   Futters   bestimmt,   welche   Enzyme   aktiviert   bzw.   syn-   |
thetisiert   werden.   In   beiden   Fâllen   konnte   eine   Régulation   durch   Hormone   oder   i
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iiber   eine   direkte   Stimulierung   der   Darmzellen   durch   das   Futter   stattfinden
(sekretagoge   Wirkung,   Engelmann,   1969).   Unsere   Ergebnisse   zeigen,   dass   die
Darmenzymaktivitàten   eine   spezifische   Antwort   auf   das   gebotene   Substrat   dar-
stellen.   Die   maximale   Zunahme   der   Aktivitâten   ist   bereits   nach   2   Stunden   erreicht.
Ob   dièse   Steigerung   auf   einer   Neusynthese   von   Enzymen   beruht,   wie   sie   von

FiG.

Abhàngigkeil  der  Proteaseaktivitàt  vom
(+/  +  ,  72  h,  5  h  Hunger,  3  h  Futter,

7.

Kasein/Kaolin-Verhàltnis  des  Futters
K  =  Geschwindigkeitskonstante).

Engelmann   (1969)   fiir   Leucophaea   wahrscheinlich   gemacht   werden   konnte,   ist
durch   unsere   Expérimente   nicht   zu   entscheiden.   Vielleicht   handelt   es   sicli   auch
um   eine   Uberfuhrung   von   inaktiven   Enzymen   in   einen   aktiven   Zustand.   Àhnliche
Ergebnisse   wurden   auch   durch   Verfûtterung   von   Blut   an   Adultmiicken   von
Culex   pipiens   fatîgans   erhalten   (Briegel,   1969;   Spiro-Kern   und   Chen,   1972).
Ob   die   Régulation   bei   DrosopIula-L2LT\en   direkt   oder   indirekt   (iiber   Hormone)
erfolgt,   ist   nicht   bekannt.   Die   Versuche   von   Engelmann   und   Wilkens   (1969)   mit
Sarcophaga   buUata   lassen   jedoch   vermuten,   dass   auch   bei   Drosophila   die   Re-
guherung   durch   eine   direkte,   sekretagoge   Stimulierung   zustandekommt.
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Die   Ergebnisse   der   Gradientenversuche   legen   nahe,   dass   die   Régulation
spezifischer   Enzyme   nicht   nach   einem   Alles-oder-Nichts   Prinzip   stattfindet.   Die
Protease-   bzw.   Amylase-Aktivitâten   sind   praktisch   linear   abhângig   vom   Kasein-
bzw.   Stârkegehalt   des   Futters.   Den   gleichen   Befund   erhielten   auch   Engelmann
und   WiLKENS   (1969)   durch   Fùtterung   von   Hûhnchenleber-Homogenat   bei   Sar-
cophaga   buUata.   Unsere   Versuche   haben   allerdings   den   Nachteil,   dass   die   Menge
des   aufgenommenen   Futters   nicht   genau   gemessen   werden   konnte.

Die   vorliegenden   Ergebnisse   zeigen   eindeutig,   dass   Drosop/ulû-La.TVQn   selektiv
die   Darmenzymaktivitâten   regulieren   kônnen.   Dies   ist   fiir   Larven,   die   ihre   ganze
Entwicklungszeit   in   einem   relativ   homogenen   Futterbrei   verbringen,   nicht   unbe-
dingt   zu   erwarten.   Weitere   Versuche   sollen   zeigen,   ob   âhnliche   Regulations-
mechanismen   auch   fur   die   verschiedenen   Aktivitâten   einer   Enzymklasse   gelten
(z.   Bsp.   Trypsin-,   Leucinaminopeptidase-,   Carboxypeptidase   A-Aktivitâten).

ZUSAMMENFASSUNG

1.   Der   Hauptanteil   der   Proteasen   72-stundiger   Larven   von   Drosophila   melarw-
gaster   ist   im   Mitteldarm   lokalisiert.   Die   Amylaseaktivitàt   des   Mitteldarmes
betrâgt   45   %   der   Gesamtaktivitàt.

2.   Durch   Hungernlassen   konnte   fiir   beide   Enzyme   eine   Aktivitâtsabnahme   fest-
gestellt   werden.  Bei   den  Proteasen  betràgt  die  Abnahme  nach  4  h  Hunger  50%,
bei   den   Amylasen   30%.   Wâhrend   den   nachfolgenden   7   Stunden   bleiben   die
Enzymaktivitàten   konstant.

3.   Durch   Fùtterung   verschiedener   Substanzen   konnte   gezeigt   werden,   dass   die
Enzymaktivitât   substrat-spezifisch   reguliert   wird.

4.   Die   Amylase-   und   die   Protease-Aktivitât   verhâlt   sich   proportional   zum
Stârke-   bzw.   Proteingehalt   der   Nahrung.

5.   Verschiedene   Môglichkeiten   der   Régulation   von   Verdauungsenzym-Aktivi-
tàten   werden   mit   den   vorliegenden   Resultaten   verglichen   und   diskutiert.

RÉSUMÉ

1.   La   plus   grande   partie   des   enzymes   protéolytiques   de   larves   de   72   heures
de   Drosophila   melanogoster   sont   localisées   dans   l'intestin   moyen.   L'activité
amylolytique   de   l'intestin   moyen   est   de   45%   de   l'activité   totale.

2.   En   privant   les   larves   de   nourriture   on   constate   une   diminution   de   l'activité   des
deux   enzymes.   Pour   les   protéases   cette   diminution   après   4   heures   de   jeûne
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1   est   de   50%,   pour   les   amylases   de   30%.   Pendant   les   7   heures   suivantes,   les
!   i      activités   enzymatiques  restent   constantes.

3.   L'alimentation   avec   diverses   substances   a   montré   que   l'activité   enzymatique
est  réglée  par  le  substrat.

i   4.   L'activité   des   amylases   est   proportionnelle   à   la   teneur   en   fécule,   celle   des
I     protéases  à  la  teneur  en  protéine.

5.   Différentes   théories   sur   la   régulation   des   enzymes   digestives   sont   discutées   et
confrontées   avec   les   résultats   du   présent   travail.

'   SUMMARY

L   Proteolytic   enzymes   of   72   hours   larvae   of   Drosophila   melaiwgaster   are   mainly
located  in  the  midgut.  The  activity  of  the  amylase  of  the  midgut  is  45  %  of  the
animal's   total   activity.

2.   During   starvation   a   decrease   in   activity   was   registered   for   both   enzymiCS.
i   Proteolytic   activity   decreases   by   50%   after   4   hours   of   starving,   arhylolytic

activity   by   30%.   The   activities   of   the   enzymes   remain   constant   for   the   follow-
ing  7  hours.

3.   By   feeding  with  varions  substances  it   was  shown  that   the  régulation  of   enzyme
activity   is   substrate-specific.

4.   Amylolytic   as   well   as   proteolytic   activity   is   proportional   to   the   content   of
starch   or   protein,   respectively,   in   the   food.

5.   Various   possibihties   concerning   the   régulation   of   digestive   enzymes   are   dis-
cussed  and  compared  with  the  présent  results.
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I.   Introduction

Cette   étude   porte   sur   les   mécanismes   de   morphogenèse   cellulaire,   et   plus
particulièrement   sur   la   stomatogenèse   (formation   de   l'appareil   buccal:   zone   de
membranelles   adorales   ZMA),   chez   Stentor   coeruleus,   protozoaire   cilié   hétéro-
triche  (fig.  1 .)



RÉGÉNÉRATION  DE  LA  ZMA  CHEZ  STENTOR  COERULEUS 1061

Un   choc   osmotique   (sucrose)   ou   une   action   chimique   (urée)   provoquent   le
rejet   de   la   ZMA  (Tartar   1957,   1961)   (fig.   3).   Ce   rejet   sera   suivi   de   la   régénération
de   la   ZMA.   La   régénération   implique   la   formation   d'un   primordium   dans   le
cortex   cellulaire   (Tartar   1961);   le   primordium   consiste   en   un   champ   anarchique

Fig.  1.

Stentor  coerulus  fixation  formol-EGTA,  coloration  Protargo  .

de   cinétosomes   qui   s'organise   progressivement   en   nouvelle   ZMA   et   migre   de   la
région  médiane,  où  il   a  pris  naissance,  vers  sa  place  définitive  (fig.   2).

La   stomatogenèse   régénérative   présente   de   nombreux   points   communs   avec
celle   de  la   division  cellulaire   :   phases  identiques  dans  la   formation  du  primordium,
condensation   comparable   du   noyau   (De   Terra   1964).   Dans   le   cycle   de   division,
le   signal   de   la   stomatogenèse   est   donné   par   une   interaction   nucléo-cytoplasmique.
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