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N° 39. H. Weideli und P. S. Chen. — Proteinsynthese in einem
zellfreien System des Wildtypes und der Letalmutante /(3)tr
von Drosophila melanogaster.® (Mit 2 Textabbildungen)

Zoologisch-vergl. anatomisches Institut der Universitit Ziirich

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die genetisch-biochemischen
Srundlagen der Morphogenese gewinnen diejenigen Letalmutanten eine besondere
edeutung, deren Entwicklung in phasen-spezifischer Weise abgebrochen wird.

1 Ausgefiihrt und herausgegeben mit Unterstiitzungen durch den Schweizerischen National-
nds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung und die Georges und Antoine Claraz-
henkung.
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Die Analyse liber die Primdrwirkung derartiger Mutanten kann Einblick in di
Kontrollmechanismen der Differenzierungsprozesse vermitteln, und dam
Aufschliisse iiber die Gen-Funktion und Gen-Regulation geben. .

Charakteristisch fiir die Mutante ,,/eral-translucida™ (1(3)tr) von Drosophil:
melanogaster sind die starke Akkumulation der Hdmolymphe, Reduktion de
Fettkorpers und Verzogerung der Entwicklung (HADORN, 1949). Die homo ‘
goten Larven, die die erste sensible Phase gegen Ende der Embryonalentwicklun '
iberstehen, verpuppen sich regelmissig. Bei der Mehrzahl dieser Individue
bleibt die weitere Entwicklung jedoch bereits im Vorpuppenstadium stehe
und nur in einer geringen Anzahl wird eine partielle Adultdifferenzierung i
der Kopf- und Thoraxregion verwirklicht. Die sogenannten Durchbrenne
treten niemals auf.

Die bisherigen biochemischen Untersuchungen der vorliegenden Mutantd
ergeben charakteristische Verinderungen im Protein- und Nukleinsiurestof]
wechsel (fiir Literaturangaben, sieche zusammenfassende Darstellungen vor
HaDORN, 1961 und CHEN, 1966, 1967, 1971). Im Vergleich mit dem Wildtyy
zeichnet sich die Himolymphe der /(3 )tr-Larven durch einen erhéhten Gehal
an freien Aminosduren (HADORN und MiTcHELL 1951, HADORN und STUMM
ZOLLINGER, 1953; STUMM-ZOLLINGER, 1954) und eine stark verminderte Protein?
konzentration (WUNDERLY und GLOOR, 1953; CHEN 1956, 1959) aus. Injektior
von markierten Aminosiuren bewies, dass die Proteinsynthese der /(3 )tr!
Homozygoten eindeutig herabgesetzt ist (WEINMANN, 1964: BAUMANN, 1969)
Andrerseits inkorporiert der Fettkorper aus den letalen Larven unter in vifrd
Bedingung gleich viel ** C-Valin in die Proteine wie derjenige einer 63-stiindiger:
—/-+ Larve, und die Einbau-Rate nimmt gegen Ende des Larvallebens im
Gegensatz zum Wildtyp nicht ab (RUEGG 1968). Allerdings kann dieses Ergebnis
nicht direkt mit demjenigen des Injektionsversuches verglichen werden, da dic
Letallarven eine ungewdhnlich hohe Proteasenaktivitit aufweisen. Moglicher:
weise werden die Proteine, die in vivo synthetisiert werden, sofort wieder abgebaut

Angesichts dieser komplexen Situation sind weitere Auskiinfte iiber de
Nukleinsdurestoffwechsel fiir die Abklirung der Mutationswirkung notwendig
Es ist bekannt, dass die Biosynthese der Proteine eng mit der Synthese der RNS
und DNS gekoppelt ist. Nach METZENBERG (1962) ist der Gehalt an ADP un¢
AMP bei den /(3)tr-Homozygoten stark reduziert im Vergleich mit den
entsprechenden Stadium des Wildtyps. Es wurde aber kein Unterschied in der
Total-RNS zwischen den beiden Genotypen festgestellt. Mittels cyto-chemischer
Analyse fanden WELCH und DEeBAULT (1968), dass die Synthese der RNS und
Proteine in den /(3)tr-Speicheldriisen weiter stattfindet, selbst nach einem
frithzeitigen Abbruch der DNS-Synthese. Die Autoren vertreten die Ansicht!
dass die primdre Wirkung des /(3 )mr-Faktors auf einer Stérung des DNS
Stoffwechsels beruht. Eine solche Schlussfolgerung scheint uns verfriiht zu sein.
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a die von ihnen angewendete Methode ungeeignet ist, die wechselseitigen
eziehungen zwischen DNS und RNS einerseits und zwischen RNS und Protein-
synthese andererseits abzukliren.

~ Besonders aufschlussreich sind neuere Untersuchungen iiber das Muster
nd die Synthese der einzelnen RNS-Typen (WEIDELL, 1971). Larven des Wildtyps
nd der Mutante wurden auf sterilem Medium aufgezogen und in geeigneten
tadien mit 32P-Orthophosphat pulse-markiert. Nach Phenolextraktion wurde
ie RNS mittels Dichtegradienten-Zentrifugation und Polyacrylamidgel- Elektro-
horese analysiert. Es zeigte sich, dass der Einbau des Phosphats in die RNS im
llgemeinen geringer ist bei den /(3 )tr-Homozygoten als bei -/-+-Larven des
ntsprechenden Entwicklungsalters. Kurz vor der Verpuppung wird die Synthese
iller RNS-Typen bei den Letalen vollstindig gehemmt, wihrend die RNS-
Fraktionen des Wildtyps noch eine bedeutende Markierung aufweisen. Von be-
onderem Interesse sind diejenigen RNS-Fraktionen, die sich nach der Gelelektro-
phorese in der Region zwischen 5S und 18 S befinden. lhre Markierung ist
ereits eindeutig bei 3-tdgigen -/---Larven und erreicht ein Maximum am 4.
ag. Hingegen ist die Markierung dieser Fraktionen bei /(3 )tr-Larven am 3.
ag am stdrksten, und sinkt danach bis zur Verpuppung stindig ab. Es scheint,
dass Larven des Wildtyps bedeutend linger RNS aus diesen Gelbereichen
synthetisieren als die Letalen. Nach Angaben friiherer Autoren und aufgrund der
10hen Radioaktivitit bei der Pulse-Markierung handelt es sich hier wahrschein-
ich um mRNS. Die vorliegenden Befunde gaben uns Anlass, die Leistungen der
sinzelnen an der Proteinsynthese beteiligten Komponenten in einem zellfreien
System zu priifen.

In dieser Arbeit werden die folgenden Abkiirzungen gebraucht: AMP =
Adenosinmonophosphat, ADP = Adenosindiphosphat, ATP = Adenosintri-
shosphat, GTP = Guanosintriphosphat, PTC = Phenylthioharnstoff, DTT =
Dithiothreitol, EDTA = Aecthylendiamintetraessigsidure, DNS = Desoxyri-
onukleinsiure, m RNS = Messenger RNS, Leu = Leucin, Val = Valin,
la = Alanin, Arg = Arginin, AspN = Asparagin, Cys = Cystin, Gly =
Glycin, Glu = Glutaminsidure, GLuN = Glutamin, Met = Methionin, Tyr =
yrosin, Phe = Phenylalanin, His = Histidin, lleu = Isoleucin, Thr =
Threonin, ProOH = Hydroxyprolin, Pro = Prolin,  Try = Tryptophan,
ys = Lysin.

by

MATERIAL UND METHODE

Dreistiindige Gelege von Drosophilalarven des Wildstammes .Sevelen™
sowie (3)tr/l(3)tr-Homozygoten aus der Kreuzung /(3)tr Ubx/TM,, Mé
‘i shd @ x I(3)tr Sb/In (3L)P + (3R) P18, Mé Ubx e'3 wurden auf
ynthetischem Medium unter steriler Bedingung bei 25° C aufgezogen. Die Ribo-




740 H. WEIDELI UND P. S. CHEN

somen und zwei Fraktionen der pH 5,3-Enzyme des gewiinschten Stadiums |
wurden nach folgendem Verfahren gewonnen:

Medium A: 0,05 m TRIS-HCI pH 7.8, 0,025 m KCI, 0,011 m MgCl,, 0.0l m
NH,Cl, 0,004 m 2—Mercaptodthanol, 0,25 m Saccharose, 0,0001 m
EDTA, abgeindert nach HOAGLAND (1955).

Medium B: 0,9 m Saccharose, 0,003 m MgCl,, 0,025 m KCI, 0,000l m EDTA,|
nach JENNY et al. (1962).

Medium C: 0,15 m TRIS-HCI pH 8.4, 0,01 m PTC.

Fiir die Herstellung der tRNS und mRNS wurden 4-tdgige +/+-Larven
bzw. 5-tigige /(3)tr-Larven mit Phenol extrahiert. Nach Dialyse wurde der
DNS-freie RNS-Extrakt iiber einen Dichtegradienten (5—209, Saccharose)
geschichtet und zentrifugiert. tRNS wurde aus dem niedermolekularen Bereich
gesammelt, wihrend mRNS dem Bereich 7—25S entnommen werden konnte.
Vorversuche zeigten, dass vorwiegend RNS aus diesem Bereich die Inkorporation
der Aminosduren in die Proteine stimuliert. Schliesslich wurden die optimalen §:
Konzentrationen der einzelnen Komponenten mit Hilfe eines synthetischen
Messengers (Poly-UAG, 4:2:1) festgelegt. Das von uns verwendete zellfreie
System hat die folgende Zusammensetzung: '

1 ml Medium A enthilt: 4 mg Ribosomen, 6 mg pH- 5,3-Enzyme, 0,5 mg pH |
5,3—iiberstehende Enzyme, 2 mM ATP, 0,25 mM GTP, 10 mM Creatinphosphat, .
100 n.g Creatinphosphokinase, 0,005 mM PTC, 250 g tRNS, 2,5 mg ,mRNS", #«
3,2 uC MC-Leu (312 mC/mM), 0,81 uC *C-Val (108 mC/mM) und 0,005 mM je
Aminosdure (L-Ala, L-Arg, L-AspN, L-Cys, Gly, L-Glu, L-GluN, L-Met,
L-Tyr, L-Phe, L-His, L-lleu, DL-Thr, L-ProOH, L-Pro, L-Try, L-Lys).

Das Gemisch wurde zuerst ohne Zugabe der Enzymfraktion bei 20 °C
wihrend 10 min vorinkubiert, um die Polysomenbildung zu ermdoglichen. An-§-
schliessend wurde die Enzymfraktion zugegeben, und das vollstindige System§-
bei 37 °C wiihrend 60 min gehalten. Nach Beendigung der Inkubation wurdenf,
die Proteine mit 4 Volumen einer gesittigten (NH,),SO,-Lésung ausgefillt,§-
abzentrifugiert, in Medium C aufgenommen und gegen dasselbe Medium bei
6°C dialysiert. Die gereinigten Proben wurden mittels Polyacrylamidgel-Elektro-
phorese aufgetrennt. Nach densitometrischer Auswertung der Proteinkonzentra

tion wurde die Aktivitit der einzelnen Banden mit einem Fliissigkeits-Szintilla
tionszdhler ermittelt.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse fiir die -+/-+- und /(3)tr-Larven sind in Abbildung 1
dargestellt. Das elektrophoretische Muster zeigt, dass die fiir die in vitro Synthes
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1 g Larven

2,5 ml Medium A
0,005 ml PTC

0,004 m DTT

1% TRITON-X-100

2 min homogenisieren bei 0 °C

1
15.000 x g (15 min)

i.iberste:hende Losung Sediment
1:1 verdinnt mit (verworfen)
Medium B.

105.000 x g (60 min)
| |

v ¥
iberstehende Losung + 21/2 Vol Microsomensedimet in 0,5 ml
ed. B, dann mit 1 N HAc auf pH 5% Na-deoxycholat resuspendiert
5.3 bringen bei 0 °C bei 0°C, 10 min stehen lassen,
bei —4 °C, Zugabe von 2,5 ml
i Med. A + 2 ml Med. B.
6.000 x g (15 min)

berstehende Sediment in 105.000 x g (60 min)
osung -+ 4 Vol. 0,01 m NaAc (pH T 1
resitt. Ammon- 5,3) resuspend- Ribosomen in tibersteh.
umsulfatlésung ieren 1 ml Med. A + Losung

l 4 ml Med. B (verworfen)
10.000 x g (20 min) resuspendieren

|

iederschlag dialy- ’

‘120 min). 6.000 x g (15 min) 105.000 x g (60 min)

oH- 5,3- tiber- pH-5,3-Enzyme RibosYomen ﬁbe;steh.
stehende Enzyme Losung
(verworfen)

verwendeten Enzymproteine quantitativ verschieden zusammengesetzt sind.
m I(3)tr-System sind die Fraktionen 5 und 6 relativ konzentrierter als im
—/---System, wihrend fiir die Fraktion 8 das umgekehrte der Fall ist. Das am
Startpunkt liegengebliebene Material besteht vor allem aus Ribosomen und
Polysomen. Die darin vorhandene hohe Aktivitit stammt wahrscheinlich von
neusynthetisierten Proteinen, die nicht von den Polysomen abgeldst wurden.
Fiir die tibrigen Fraktionen ist ein deutlicher Unterschied des Markierungs-
musters zwischen den beiden zellfreien Systemen feststellbar. Im ganzen zeigt das



742 H. WEIDELI UND P. S. CHEN

System des Wildtyps eine hohere Einbaurate der *C-Aminosiduren. Es werden vorf
allem die hochmolekularen Fraktionen 2, 5, 6, 9 und 10 markiert. Die entsprech-
enden Fraktionen im System der Mutante haben eine auffallend geringe Aktivitit,}
wihrend diejenigen in der niedermolekularen Gelregion sich als relativ starkl
markiert erweisen. Damit wird gezeigt, dass die zellfreien Systeme der beiden!

y 3?5 b ;
dpm +/+ ﬂ’ dpm LTR

2001 200r

1001 100+

ABB. 1 a-b.

Elektrophoretische Auftrennung der ' C-markierten Proteine eines zellfreien Systems des}
Wildtyps (a) und. der Letalmutante /(3)tr (b) von Drosophila melanogaster. Ordinate:}
Radioaktivitit in dpm (@---@). Ausgezogene Linie: Densitometrische Auswertung der mit

Amidoschwarz gefirbten Proteine. F = Front, 1—12 = Proteinfraktionen. ‘

Genotypen unter der gleichen in vitro Bedingung unterschiedliche Proteinsynthese-
muster liefern.

In einem weiteren Versuch wurden im +/-+-und /(3 )#r-System die einzelnen
Komponenten des einen Genotyps durch die entsprechenden Komponenten des!
anderen Genotyps ersetzt. Dabei zeigte sich, dass der Austausch von tRNS,
Ribosomen und beiden Enzymfraktionen keine Verinderung des Markierungs-
musters ergab. Hingegen stellten wir beim Austausch der mRNS zwischen den’
beiden Genotypen deutliche Unterschiede in der Proteinsynthese fest. Wird!
ein /-4 System mit /(3 )tr-,Messenger™ inkubiert, so gleicht das Markierungs-
muster der Proteine stark demjenigen des homogenen /(3 )tr-Systems (Abb. 2 b).}
Die Gesamtmarkierung entspricht weitgehend derjenigen des /(3 )tr-Systems. |
Umgekehrt ergibt die Inkubation eines /(3 )tr-Systems mit /-, Messenger™ |




PROTEINSYNTHESE DES WILDTYPES UND DER LETALMUTANTE 743

\in Markierungsmuster, welches ebenso stark demjenigen des homogenen /-
stems gleicht (Abb. 2 a). Zudem bleibt die Gesamtaktivitit hinter derjenigen
fines reinen +/+-Systems deutlich zuriick. Somit wird der Beweis erbracht,
lass die mRNS allein in beiden Systemen fiir das Proteinsynthesemuster verant-
vortlich ist. ‘

794 ; 1009
a ! b
EET LTR(+,’+mRNA) dpm +[+(LTR mRNA)

- o 5

————————

=

200r

.

200r

100r 100

s
Fet

ABB. 2 a-b.

ilektrophoretische Auftrennung der !* C-markierten Proteine eines zellfreien Systems nach
\ustausch der mRNS. (a) mRNS vom Wildtyp, restliche Fraktionen von [(3)tr. (b) mRNS
von /(3)tr, restliche Fraktionen vom Wildtyp. Fiir weitere Erklirung, siche Text in Abb. 1.

Im allgemeinen ist der Einbau der Aminosiduren in die Proteine bei den von
ins verwendeten zellfreien Systemen relativ gering. Dies ist wahrscheinlich auf
lie Tatsache zuriickzufiihren, dass pH 5,3-Enzyme von Drosophila fiir die in vitro
Proteinsynthese ungeeignet sind (siehe ILAN, 1968). Da fiir unsere Problemstellung
ille Komponenten des zellfreien Systems untersucht werden sollen, haben wir
larauf verzichtet, Enzyme aus Bakterien oder Sdugern zu verwenden. Ferner
vurde, aus technischen Griinden, in der vorliegenden Arbeit mRNS aus 3-tigigen
-I—/ +- bzw. 4-tigigen /(3 )tr-Larven hergestellt, wihrend die {ibrigen Komponen-
en aus den verpuppungsreifen Larven stammten. Inwiefern eine solche Kom-
bination der Wirklichkeit entspricht, bleibt noch abzukliren. Aus diesen Griinden
niissen die hier gewonnenen Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden.

Es ist auffallend, dass zellfreie Systeme, die /(3 )tr-,,Messenger” enthalten,
itets eine geringere Markierung aufweisen. Dies konnte darauf beruhen, dass die
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I(3)tr-Larven weniger mRNS synthetisieren, als die Larven des Wildtyps/|
Allerdings, wie die Lokalisation der vorliegenden Mutante zeigt (RosiN, 1949),
haben wir keinen Grund anzunehmen, dass eine grosse ,,deficiency* vorliegt. Es
konnte sein, dass die letalen Larven gleich viel mRNS synthetisieren wie die
Normalen, die aber weniger stabil ist und wihrend der Prdparation zerstortl
wird. Eine weitere Erklirungsmoglichkeit besteht darin, dass die /(3 )tr-Larven
hohere Aktivititen an Proteasen (RUEGG, 1968) und alkalischen Phosphataseni
(BORNER, unverdffentlicht) aufweisen, als die +/-+-Individuen. Durch Verund!
reinigungen der von uns gebrauchten Enzymfraktion konnten diese nachteiligh
auf das /(3 )tr-System wirken. Fiir eine sichere Interpretation muss die morpho-
genetische Bedeutung der vorliegenden mRNS zuerst abgekldrt werden. Da ihre}!
Synthese kurz vor der Verpuppung stattfindet, konnte sie fiir die Metamorphose
von Bedeutung sein. Jedenfalls zeigt unser Versuch, dass die mRNS der /(3 )#r-
Mutante eine verminderte Syntheseleistung aufweist als diejenige des Wildtyps.

Z USAMMENFASSUNG 3

Fiir die Analyse der Proteinsynthese des Wildtyps und der Letalmutantel
[(3)tr von Drosophila melanogaster wurde ein zellfreies System ausgearbeitet,
welches ausschliesslich aus Fraktionen der Larven beider Genotypen zusam-
mengesetzt ist. Es zeigte sich, dass das /(3 )¢r-System gesamthaft eine geringere
Markierung aufweist, und Aminosiduren in die Proteine niederen Molekular-‘l:
gewichts einbaut als das entsprechende -+ /- System. Der Austausch der einzelnen!
Fraktionen zwischen den beiden Systemen deutet darauf hin, dass die mRNS mit
Sedimentationskoeffizienten von 5—-18 S allein fiir das unterschiedliche Protein-
synthesemuster verantwortlich ist. Die Bedeutung der vorliegenden Befunde w1rd|
im Zusammenhang mit der letal wirkenden Mutation diskutiert.

RESUME

Pour I'analyse de la synthése des protéines dans le type sauvage et dans la’
mutante léthale /(3)tr de Drosophila melanogaster un systéme cellulaire a été)
élaboré, qui consiste uniquement en fractions de larves des deux génotypes..
En général, le systéme /(3 )tr présentait un marquage moindre et incorporait des
acides aminés dans des protéines de poids moléculaire moindre que le systéme
+ /-4 correspondant. L’échange de fractions individuelles entre ces deux syste‘:mes{r
indique que le mRNA avec un coéfficient de sédimentation de 5-18 S est seul
responsable des patterns différents des protéines. Les résultats obtenus sont
discutés en connexion avec la l1éthalité de I’effet mutationnel.
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SUMMARY

. For the analysis of protein synthesis in the wild type and in the lethal mutant
| (3) tr of Drosophila melanogaster a cell-free system was worked out which con-
isted of only fractions from larvae of the two genotypes. In general the /(3 )tr-
ystem showed a lower labelling and incorporated amino acids into proteins of
pwer molecular weights than the corresponding -+/-+-system. The exchange of
ndividual fractions between these two systems indicates that mRNA with a
redimentation coefficient of 5—18 S alone is responsible for the different protein
vatterns. The present results are discussed in connection with the lethality of the
nutational effect.
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N°© 40. G. Pilleri und M. Gihr. — Zur Systematik der Gattun
Platanista (Cetacea). (Mit 2 Textabbildungen und 2 Tabellen)
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« De tous les dauphins a bec, le plus extraordinaire, celu
qui meriterait peut-étre le plus de faire un genre a part
c’est le dauphin du Gange, ... ¢’est probablement le platanist,
de Pline.»

(Cuvier, Ossements fossiles, 2¢ éd. v. p. 279, 1823).

Der Gangesdelphin findet eine erste Erwidhnung in der Naturalis Histori
von PLiNius Maior (,In Gange Indiae platanistas vocant, rostro delphini e
cauda magnitudine autem XV cubitorum ...*). 1554 wird das Tier von RONDEL
in seinem berithmten Werke De Piscibus erwihnt. LiNNAEUS (1758) hingege
fiihrt diese Art nicht an.

Die Artbeschreibung verdanken wir William RoxBURGH im Jahre 1801. Di
allgemeine Annahme der modernen systematischen Literatur, dass LEBECK, 180

diese Delphinart als erster beschrieben hitte, hat sich als irrig erwiesen (PILLERI
1971).
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