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No 12. P. S. Chen, Ziirich. — Trennung der Blut-
proteine von Drosophila- und Culex-Larven mittels
Stiirke-Gel-Elektrophorese *.  (Mit 4 Textabbildungen.)

Aus dem zoologisch-vergl.-anatomischen Institut der Universitat Ziirich.

Friihere Untersuchungen am Eiweisstoffwechsel von Drosophila
melanogaster zeigten, dass die Blutkonzentration der freien Amino-
siuren im Verlaufe der Larvalentwicklung absinkt (HaApor~N und
StuMM-ZOLLINGER 1953, CHEN und Haporn 1954), wiahrend der
Gehalt an Hamolympheproteinen sukzessiv zunimmt (CHEN 1956).
Bei der Mutante letal-translucida konnte festgestellt werden, dass
der [tr-Faktor sich storend im Eiweisstoffwechsel auswirkt: das
Blut der itr-Homozygoten ist im Vergleich zu gleichalterigen Nor-
malen viel reicher an Aminosduren (Hapor~ und MircaELL 1951,
Hapor~ und StuMM-ZoLLINGER 1953, StuMM-ZOLLIGER 1954) und
eindeutig drmer an Proteinen (CHEN 1956).

Bei den Stechmiicken-Larven (Culex pipiens und C. fatigans)
ist ebenfalls ein Anstieg der Blutproteine mit zunehmendem Ent-
wicklungsalter feststellbar (Cuex 1959). IThr Gehalt an freien
Aminosiuren bleibt aber im Gegensatz zu Drosophila-Larven nahezu
konstant. Die vorliaufige biochemische Analyse der Mutante ,,mel*
von Culex pipiens ergab, dass die Totalkonzentration der Ninhydrin-
positiven Substanzen in den letalen Larven bis auf etwa 709, des
normalen Gehaltes herabgesetzt ist (LArveEN und CHEN 1956).
Dies bedeutet, dass der mel-Faktor ebenfalls storend in den Eiweiss-
stoffwechsel eingreift.

Bei den bisherigen Untersuchungen der Blutproteine wurde
stets die Papierelektrophorese angewandt. Dabei wurden zwei
Eiweissfraktionen bei Drosophila-Larven nachgewiesen: die B-
Fraktion wandert bei pH 8,6 langsamer anodenwiirts und kommt
in viel konzentrierterer Form vor als die A-Fraktion (WUuNDERLY

1 Ausgefithrt und herausgegeben mit Unterstiitzung durch die Karl-
Hescheler-Stiftung und den Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der
wissenschaftlichen Forschung. Herzlichen Dank schulde ich Herrn Prof.
Dr. E. Haporn fur die Anregungen zu dieser Arbeit.
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und Groor 1953, CHEN 1956). Beil den Culexlarven wurde nur eine
Fraktion registriert (Conen 1959). Nach ihrer Wanderungsgesch-
windigkeit und ihrem isoelektrischen Punkt (IEP) scheint diese
Fraktion mit der B-Fraktion von Drosophila identisch zu sein.
Im Hinblick auf die entwicklungsphysiologische Deutung des
Proteinstoffwechsels und die biochemische Auswirkung der Muta-
tionen, erscheint es winschenswert, die Blutproteine beider Insek-
tengruppen mit einem weiteren speziellen Verfahren zu isolieren
und die aufgetrennten Fraktionen moglichst genau zu identifizieren.

SumitHIES (1955 @) hat zum ersten Mal die Stéarkegel-Elektro-
phorese fiir die Trennung der Proteine im Blutserum eingefiihrt.
Dabei wurden neben dem Albumin und den Globulinen noch
andere bisher unbekannte Fraktionen entdeckt (Smituies 1955 b;
SumitaiEs und WALKER 1955, 1956; SmiTHiEs und PouLrik 1956).
Huxter und MARKERT (1957) kombinierten diese Methode mit
histochemischer Technik, um verschiedene Fermente im Gewebe-
homogenat aufzutrennen und nachzuweisen. Mit Hilfe der Stirkegel-
Elektrophorese isolierte DENvcE (1957, 1958) eine Anzahl von Ei-
weisskomponenten im Blut von Galleria mellonella, Macrothylacia
rubt, Bombyx mort und Dytiscus marginalis. Neuerdings benutzten
Fixe und Bursteix (1959) diese Technik, um Lipoproteine im
Blutserum nachzuweisen. Die Stirkegel-Elektrophorese zeichnet
sich durch ihre geringe Adsorption und ihr grosses Auflosungs-
vermogen aus. Im folgenden geben wir einige vorliufige Ergebnisse
itber die Trennung der Blutproteine von Drosophila- und Culex-
Larven mittels dieser Methode an.

MATERIAL UND METHODE

Als Versuchsmaterial dienten 72- und 96- stindige -+/4- und
ltr|ltr- Larven von Drosophila melanogaster. Untersucht wurden ferner
die verpuppungsreifen Larven von Culer pipiens (autogene Form).
Die Zuchttechnik dieser Larventypen wurde bereits in friiheren
Arbeiten beschrieben (siehe Cuex 1956, 1959).

Die als Trigermedium verwendete Kartoffelstirke wurde zuerst im
Azeton mit Zugabe von konzentrierter Salzséure bei 37°C wihrend einer
Stunde und 15 Minuten hydrolysiert (siehe Smirmies 19555 und
C. L. MarkerT *). Nach dem Neutralisieren mit 1 M Natriumazetat
wurde die Stirke filtriert, mit destilliertem Wasser und Azeton griindlich

* Nach einer persionlichen Information, die ich bestens verdanke.
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gewaschen und bei 45°C getrocknet. Fiir die Herstellung des Stirkegels
wurden 15 gr hydrolysierte Starke mit 100 ml einer 0,03 M Boratpuffer-
losung (pH 8,5) gemischt, und die Starkelosung zum Sieden gebracht.
Nach dem Absaugen der Luftblasen mit der Wasserstrahlpumpe wurde
die Liosung in eine aus einer Glasplatte und Plexiglasstreifen zusammen-
gesetzte Form (185 % 30 X 6 mm) gegossen und sofort mit einem
Polyaethylenstreifen zugedeckt. Das Starkegel wurde wéhrend einiger
Stunden bei ca 4°C abgekiihlt, bis es die geeignete Konsistenz erreicht
hatte.

Fir das Auftragen der zu untersuchenden Hamolymphe wurde
zuniichst eine schmale Spalte von 20 mm Linge quer zur Laufrichtung
ins Stirkegel geschnitten. Ein kleines Stiick Filterpapier (16 < 4 mm,
Whatman Nr. 1), das die Blutprobe enthielt, wurde vorsichtig in die
geschnittene Spalte eingeschoben. Nach unserer Erfahrung geniigen
15—20pl Héamolymphe fiir eine elektrophoretische Analyse. Da das
Insektenblut in der Luft Pigment bildet, welches auf die Trennung der
Eiweisskomponenten storend wirkt, wurde die Hamolymphe vor dem
Auftragen auf das Filterpapier mit KCN behandelt (siche Cuex 1956).
Der so vorbereitete Stéirkestreifen wurde in einen Elphorapparat ein-
gelegt. Fiir die Auftrennung der Proteine benutzten wir eine Spannung
von 140 V und eine Stromstirke von 7 mA. Nach 12 Stunden wurde
die Elektrophorese unterbrochen.

Der Stirkestreifen wurde horizontal durchgeschnitten und mit
gesiattigter Amidoschwarzlosung gefarbt. Der angefdarbte Streifen wurde
so lange in einem Gemisch von Methanol-Wasser-Eisessig (5:5:1)
gewaschen, bis die aufgetrennten Proteinfraktionen deutlich zu sehen
waren.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Unsere vorliufigen Untersuchungsergebnisse zeigten, dass die
Hamolympheproteine der verpuppungsreifen Drosophila-Larven
des Wildstamms Sevelen durch Stirkegel-Elektrophorese minde-
stens in sieben Fraktionen zerlegt werden konnen (Abb. 1 4). Bei
pH 8.5 wandern alle Fraktionen anodenwiirts. Dieses Verhalten ist
mit den fritheren Feststellungen von WunxperLY und Groor (1953)
und CHEN (1956) durchaus vereinbar, wonach der TEP der Blutei-
welsse von Drosophila-Larven bei pH 6,1—7.1 liegt. Wie aus dem
angefarbten Stirkegel ersichtlich ist, sind zwei Hauptfraktionen
(B,, B;) besonders konzentriert. Sie zeichnen sich durch zwei scharf
abgegrenzte Streifen aus.

Es stellt sich nun die Frage, welche von diesen Eiweisskompo-
nenten der frither auf dem papierelektrophoretischen Wege ge-
fundenen A-Fraktion und welche der B-Fraktion entsprechen
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(siehe S. 280). Um dies abzukliren, wurden die Blutproteine zuerst
mittels Papierelektrophorese in ithre zwei Hauptanteile aufgetrennt
(vgl. Cuex 1956). Anschliessend wurde das Papierelektrophero-
gramm 1n der Lingsrichtung halbiert. Der eine Teil wurde mit
Bromphenolblau gefiarbt, um die Proteinfraktionen zu lokalisieren,
und aus dem anderen Teil wurde ein Papierstreifen aus jeder der
zerlegten Proteinfraktion herausgeschnitten und einzeln im Stérkegel

a
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Auftrennung der Blutproteine von normalen Drosophila-Larven im Stiarke-Gel.
Es wurde je 20 ul Hamolymphe an der Startlinie (s) aufgebracht. a: aus
72-stundigen Larven; &: aus 96-stiindigen Larven.

auf die enthaltenen Eiweisse hin untersucht. Aus einer solchen
Versuchsanordnung ergab sich, dass die beiden der Anode niher
stehenden Komponenten (A,, A,) aus der A-Fraktion stammen,
wihrend die iibrigen (B,—;) der B-Fraktion angehoren. Somit
wird nachgewiesen, dass jede der auf dem papier-
elektrophoretischen Wege zerlegten Frak-
tionen einen Komplex darstellt, der aus zwei
bzw. fiinf Eiweisskomponenten besteht.

Der Vergleich der Blutkonzentration zwischen 72- und 96-
stiindigen Larven ergab, dass der Proteingehalt mit zunehmendem
Entwicklungsalter erhoht wird (vgl. Abb. 1 @ und 0). Beim Ver-
wenden gleicher Hdmolymphemenge (20 pl) wurden bei 72-stiin-
digen Larven nur vier Komponenten festgestellt. Sie sind auch
bedeutend schwicher in der Farbintensitdat im Vergleich zur gleichen
Blutmenge 96-stiindiger Individuen. Diese Tatsache steht in
Ubereinstimmung mit dem fritheren Befund, wonach bei 72-
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stiindigen Larven nur die B-Fraktion festgestellt wurde (vgl.
Abb. 2, in CHEN 1956).

Aus der Farbintensitit des angefirbten Stirkegels erkennt
man, dass das Konzentrationsverhiltnis der einzelnen Fraktionen
sich im Verlaufe der Larvalentwicklung dndert. Bei 72 Std erweist
sich die B,-Fraktion als recht konzentriert, wihrend die B,-Fraktion
bloss einen schwachen Streifen bildet. Bei 96 Std zeigen sowohl By

AEBEB. 9,

Vergleich des Proteingehaltes im Blut (20 pl) von 120-stindigen Itr/ltr-
Larven (a) und 96-stiindigen normalen Larven (b).

wie auch B, eine starke Firbung. Im papierelektrophoretischen
Diagramm fand Cuex (1956), dass zwischen 72 und 96 Std der
Gehalt an B-Fraktion um das Neunfache erhoht wird. Nach der
vorliegenden Feststellung wiire diese Erhohung grisstenteils auf die
Zunahme der B,-Fraktion zuriickzufiihren.

Die Untersuchung der Mutante letal-translucida mittels Stéar-
kegel-Elektrophorese bestitigte ebenfalls das frithere Ergebnis
(CoEN 1956). Die letalen ltr/ltr—Larven weisen im Vergleich zu
normalen Individuen des entsprechenden entwicklungsphysiolo-
gischen Stadiums einen auffallend niedrigen Proteingehalt auf
(Abb. 2 @ und b). Die B;- und B,-Fraktionen bilden zwar noch zwei
deutlich abgegrenzte Streifen auf dem Stirkegel, jedoch sind sie
wesentlich schwicher in ihrer Farbintensitit im Vergleich zu den
entsprechenden Fraktionen der Normalen. Nach der Papierelektro-
phorese kommt bei ltr/ltr-Larven die A-Fraktion auch in nach-
weisharer Menge vor (CHEN 1956). Weitere Untersuchungen mit
grosseren Hamolymphemengen sollen zeigen, ob alle in den Nor-
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malen vorkommenden Komponenten auch in den Letalen gebildet
werden. Uber die moglichen Stérungsursachen des Proteinstoff-
wechsels bei der vorliegenden Mutante wurde bereits in verschiede-
nen Arbeiten eingehend diskutiert (Groor 1949; Haporn 1949,
1954, 1955, 1956 ; CHEN 1956).

Die Stirkegel-Elektrophorese an Stechmiicken-Larven (Culex
piptens und C. fatigans) ergab, dass ihre Blutproteine zumindest
in vier Fraktionen zerlegbar sind (Abb. 3). Auf dem angefirbten

ABBL D,

Auftrennung der Proteine in 20 pl Hamolymphe verpuppungsreifer Larven
von Culex pipiens.

Stiarkestreifen sind drei deutlich aufgetrennte Komponenten er-
kennbar. Unter giinstigen Bedingungen konnten sogar vier Frak-
tionen festgestellt werden (Abb. 4 b). Ausserdem kommt oft noch
eine Komponente vor, die einen schwachen diffusen Streifen bildet
und wesentlich schneller zur Anode wandert als die iibrigen.
Diies wbedeutiet; dass direvauwill dem: papier:
elektrophoretischen Wege isolierte Protein-
fraktion keineswegs einheitlich ist.

Auf Grund des TEP-Wertes und der Beweglichkeit in der
Papierelektrophorese scheint der Hauptanteil der Blutproteine
von Culexlarven mit der B-Fraktion von Drosophila identisch zu
sein (CHEN 1959). Die Auftrennung der Blutproteine im Stéirkegel
beweist jedoch, dass die Culiciden ein ganz anderes
Muster besitzen als die Drosophila-Larven
(Abb. 4 @ und b). Die konzentrierteste Proteinfraktion der Culex-
hémolymphe hat eine annihernd gleiche Wanderungsgeschwindig-
keit wie die B;-Fraktion des Drosophilablutes. Bei den Stechmiicken
befinden sich die iibrigen Fraktionen stets zwischen der Startlinie
und der Hauptfraktion, wihrend die Proteinkomponenten von
Drosophila ein vollig verschiedenes Verteilungsmuster aufweisen.
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Immunologische Untersuchungen diirften dariiber Aufschluss ge-
ben, ob die beiden Larventypen iiberhaupt gemeinsame Protein-
fraktionen besitzen.

Wie bereits erwihnt, ist die Stirkegel-Elektrophorese durch ihr
besonders grosses Auflosungsvermogen gekennzeichnet. Der Auf-
trennungsmechanismus beruht teils auf der Beweglichkeit der
Eiweissteilchen im elektrischen Feld, teils auf der Porengrisse des

o
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ABB. 4.

Vergleich des Proteinmusters in 20 pl Hamolymphe verpuppungsreifer Larven
von Drosophila melanogaster (a) und Culex pipiens (b).

Stiarkegels. Das Triagermedium wirkt wie ein Ultrafilter, durch
welches die Proteinmolekiile nach ihrer Grisse aufgeteilt werden.
Dies besagt aber nicht, dass die im Stirkegel aufgetrennten Kom-
ponenten einheitlich sind. Neuerdings berichteten Fixe und Loes
(1959), dass die mittels Stirkegel-Elektrophorese isolierten Ei-
weissfraktionen des Blutserums nach ihrem immunologischen Ver-
halten als heterogen anzusehen sind. Weitere Untersuchungs-
methoden, wie die Immunoelektrophorese (WuxperrLy 1957),
sollten uns wertvolle Auskiinfte iiber die Homogenitdt der hier
beschriebenen Fraktionen geben.

SUMMARY

I.  Zone electrophoresis in starch gels has been used to study
the proteins in the larval hemolymph of Drosophila melanogaster
and Culer pipiens (autogenous form). By this method 1t was
found that the blood proteins of the normal genotype of Drosophila



TRENNUNG DER BLUTPROTEINE 287

larvae can be separated into at least seven fractions. Two of
them (A,,) correspond to the so-called A-fraction and the other
five components (B,;) to the B-fraction reported in previous
studies where paper electrophoresis was used (WuNDERLY and
Groor 1953, CHEN 1956). In agreement with the earlier investiga-
tion (CuEx 1956) 1t has been shown that there 1s an increase of
protein content in the body fluid of normal larvae with the advance
of age.

2. The electropherograms indicate that the lethal Ur/ltr-
larvae have a much lower protein concentration upon comparing
with normal (-/-+) individuals of corresponding developmental
stage. The same result has been reached in a previous study
(Cuex 1956). Further investigation is needed to see if all ,normal,,
protein components are present in the lethal ltr-homozygotes.

3. The blood proteins of Culexr larvae can be separated into
at least four components in starch gels. This shows clearly that
the protein fraction isolated previously by paper electrophoresis
is not homogenous (see CHEN 1959). The starch gel electrophero-
grams also revealed that the patterns of blood proteins in Drosophila
and Culex larvae are entirely different. More detailed quantitative
analysis of these protein components is still in progress.
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No 13. E. Ernst, Basel. — Beobachtungen berm Spritzakt
der Nasutitermes-Soldaten. (Mit 1 Textabbildung.)

Schweizerisches Tropeninstitut Basel.

Die Kolonien der Termiten setzen sich aus verschiedenen Kasten
zusammen, die entsprechend ithren morphologischen Eigenschaften
bestimmte Funktionen innerhalb des Staates ausiiben. Die Kaste
der Soldaten, welche nur bei der Gattung Anoplotermes fehlt,
zeichnet sich durch die stirker pigmentierte, dickere und infolge-
dessen hirtere Kopfkapsel, sowie durch die weitgehend umgestalte-
ten Mandibeln aus. Die Form- und Grossenunterschiede der Sol-
datenkopfe werden als arttypische Merkmale in der Systematik zur
Bestimmung herangezogen. Es existieren zwei Haupttypen von
Soldaten: Die . Kiefersoldaten®, wie sie bei den meisten Termiten-
gruppen vorkommen, tragen zwei kraftig ausgebildete, zangen-
formige Mandibeln. Die ,Nasensoldaten® besitzen rudimentire
Mandibeln und eine wohlentwickelte Frontaldriise, welche den
ganzen Hinterteil des Kopfes ausfiillt; dieser ist kolbenformig
und miindet in eine sich zuspitzende Kaniile, das sog. Rostrum,
aus (siehe Abb.). Diese evoluierten Nasuti-Soldaten sind charak-
teristisch fiir einige Nasutitermitinae-Gattungen (Nasutitermes,
Trinervitermes, Hospitalitermes usw.).

Im Rahmen der Arbeitsteilung dienen die Soldaten ausschliess-
lich zum Schutz und zur Verteidigung des Termitenstaates vor
Feinden. Die Hypertrophie oder Atrophie ihrer Mandibeln verun-
moglicht den Soldaten jegliche selbstindige Nahrungsaufnahme;
sie sind somit auf die Fiitterung durch die Arbeiter absolut ange-
wiesen. [hr instinktives Verhalten richtet sich ganz auf die sinnvolle

Rev. Suissg pE Zoowr., T. 66, 1959. 20
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