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Experimentelle Untersuchun~en zum Wirkungsmechanismus der beiden entwicklungsphysiolo~isch 
aktiven Fraktionen d e s .  Gehirnhormons.  der Insekten (Aktivationsfaktor I und II) auf die Protho- 
racaldriise 

E n t w i c k l u n g s p h y s i o l o g i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n  h a b e n  ge- 
l eh r t ,  da s s  das  s o g e n a n n t e  <~Gehirnhormom~ d e r  I n s e k t e n  
d ie  H & u t u n g s d r t i s e  ( P r o t h o r a c a l d r t i s e )  s t i m u l i e r t .  D a b e i  
i s t  n e u e r d i n g s  d ie  F r a g e  m e h r  o f t en  als f r t ihe r  a n g e n o m -  
m e n  w u r d e ,  ob  das  H / ~ u t u n g s h o r m o n  d o r t  a l le in  p r o d u -  
z i e r t  u n d  a u s g e s c h t i t t e t  w i r d l ,  2. D e n n o c h  b l e ib t  d ie  
S t i m u I i e r u n g  d e r  P r o t h o r a c a l d r t i s e  a u c h  au t  zel lul / i rer  
E b e n e  u n b e s t r i t t e n .  D a s  e r g a b e n  h i s t o p h y s i o l o g i s c h -  
c y t o p h o t o m e t r i s c h e  u n d  a u t o r a d i o g r a p h i s c h e  B e f u n d e  
m i t t e l s  3 H - 5 - U r i d i n - I n k o r p o r a t i o n  bei  expe r imen te I1  ak-  
t i v i e r t e n  P r o t h o r a e a l d r i i s e n  3 ~. Die  D r i i s e n  w u r d e n  
m e i s t e n s  d u t c h  G e h i r n - I m p l a n t a t e  bzw.  I n j e k t i o n e n  y o n  
G e h i r n - C o r p o r a - c a r d i a c a - I - I o m o g e n a t e n  s t i m u l i e r t .  D a  
d a s  G e h i r n  a b e r  m e h r e r e  N e u r o h o r m o n e  p r o d u z i e r t  6,7, 
b l i e b  o i fen ,  au f  w e l c h e n  d e r  b i s h e r  b e k a n n t e n  F a k t o r e n  
d ie  A k t i v i e r u n g  d e r  P r o t h o r a c a l d r i i s e  z u r i i e k z u f i i h r e n  ist .  
D a h e r  w u r d e  d ie  W i r k u n g  de r  b e i d e n  m i t t e l s  Ge l f i l t r a t i on  

a n  S e p h a d e x  G-100 g e t r e n n t e n  u n d  e n t w i c k l u n g s p h y -  
s io log isch  a k t i v e n  F a k t o r e n  ( A k t i v a t i o n s f a k t o r  I u n d  I I  s) 
zun~ichst  h i n s i c h t l i c h  i h r e r  W i r k u n g  au f  d ie  R N S - S y n -  
t h e s e  d e r  P r o t h o r a c a l d r f i s e  u n t e r s u c h t .  

Material  und Technik. Als  M a t e r i a l  w u r d e n  die  P r o -  
t h o r a c a l d r i i s e n  y o n  L a r v e n  des  l e t z t e n  S t a d i u m s  d e r  
S c h a b e  Periplaneta americana u n d  l e t z t e s  R a u p e n -  
s t a d i u m  de r  S a a t -  bzw.  K o h l e u l e  Mamestra brassicae u n d  
Agrotis segetum v e r w e n d e t .  F i i r  d ie  i n - v i v o - V e r s u c h e  
e r h i e l t e n  d ie  L a r v e n  18 h v o r  d e r  A u f a r b e i t u n g  e ine  I n -  
j e k t i o n  von  10 FC 3H-5 -Ur id in .  Die  i n - v i t r o - K u l t u r  d e r  
P r o t h o r a c a l d r t i s e n  e r fo lg t e  n a c h  GERSC~t 9 (noch  u n v e r -  
6 I fen t l i ch t )  in e ine r  F l i i ss igke i t ,  d ie  0,1 m l  Ze l l z i i ch tungs -  
m e d i u m  n a c h  PARKER, 0,0125 m l  h i t z e i n a k t i v i e r t e  
H / i m o l y m p h e  y o n  a d u l t e n  S c h a b e n ,  0,025 m l  R i o r d a n -  
R i n g e r  m i t  j e w e i l i g e m  S t i m u l a t i o n s f a k t o r  u n d  sch l i e s s l i ch  
20 FC 8 H - 5 - U r i d i n  e n t h i e l t .  Die  Dr t i sen ,  m e i s t e n s  in  
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Fig. 1. Einfluss aufgetrennter Aktivationsfaktoren auf die ~H-5- 
Uridin-Inkorporation in die RNS der Prothoracaldrfisen 5 Tage alter 
Larven yon Periplaneta americana. Inkubationszeit: 18 h. a) in vivo, 
b) in vitro. KT, KontrolIen; AF 1, Aktivationsfaktor I; AF 2, Akti- 
vationsfaktor II. 
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Fig. 2. Zeitlicher VerlauI der in-vitro-Inkorporation von 8H-5-Uridin 
in die RNS der Prothoraealdrtisen 5 Tage alter Larven von Periplaneta 
americana unter Einfluss aufgetrennter Aktivationsfaktoren. Mar- 
kierungszeit: 120 rain. KT, Kontrollen; AF 1, Aktivationsfaktor I; 
AF 2, Aktivationsfaktor II. 

inkorporationsrate von 3H-5-Uridin in die reehte und linke Protho- 
racaldriise in vitro 

1. Mamestra brassicae 5. Larvenstadium 

Nr. des Experiments Linke Drfise Rechte Drfise 
(Imp/rain) (Imp/rain) 

1 1738 1468 
2 610 582 
3 684 318 
4 1223 928 

2. Agrotis segetum 5. Larvenstadium 

Nr. des Experiments Linke Drfise Rechte Drtise 
(Impjmin) (Imp]rain) 

1 509 1824 
2 2159 1820 
3 1252 1857 
4 2068 1987 
5 953 1256 
6 1727 983 
7 2462 2079 
8 2711 3326 
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Fig. 3. Polyacrylamid-Gelektrophorese der 
s  der Prothoracaldrfisen 5 Tage alter Lar- 
yen yon Periptaneta americana, in vitro mit 
Ringer (Kontrollen) oder mit  Aktivatioasfak- 
tot I u n d  mit  3H-5-Uridin inkubiert, a) 2 x 20 
Drfisen, Inkubationszeit 4 h, Markierungszeit 
60 mitt., 2.4/7.2%iges Gel  (6/3 em). b)  20 
Driisen, Ittkubationszeit 16 h, Markierungszeit 
120 min, 2.4%iges Gel (9 em). - - - ,  Extink- 
tion (560 nm); @--@, Radioaktivit~t. 



15.4. I973 Specialia 427 

G r u p p e n  zu 10, w u r d e n  16 h in e inem a b g e d e c k t e n  und  
a b g e d i c h t e t e n  Hohlschl i f fobjekt t r /~ger  bei  25~ in e inem 
K l i m a s c h r a n k  inkub ie r t .  Die Messung  der  R a d i o a k t i v i t / i t  
in den  R N S - P r o b e n  wurde  im Fl i i s s igke i t s -Sz in t i l l a t ions-  
z~hler  (Packa rd  Tr i -Carb,  Model  3375) v o r g e n o m m e n .  Die 
A u f t r e n n u n g  der  A k t i v a t i o n s f a k t o r e n  aus  H o m o g e n a t e n  
des Geh i rns  bzw. der  Corpora  ca rd iaca  geschah  n a c h  den  
A n g a b e n  yon  GERSCH u n d  STURZEBECHER 8. Die T r e n n u n g  
der  IRNS mi t t e l s  P o l y a c r y l a m i d - G e l e k t r o p h o r e s e  erfolgte  
n a c h  BisHOP et  ai. ~0. Die M e m b r a n p o t e n t i a l e  w u r d e n  an  
Zellen der  P ro tho raca ld r i i s e  der  W a c h s m o t t e  Galleria 
mellonella gemessen.  Hie rzu  d i e n t e n  3 m KC1-Glaselek- 
t roden .  Als M e s s i n s t r u m e n t  s t a n d  ein Mi l l i vo l tme te r  
MV 11 (C lamann  und  G r a h n e r t )  zur  Verf i igung.  

Ergebnisse und Diskussion. Bei  I n - v i v o - U n t e r s u c h u n -  
gen ff ihr te  die S t i m u l a t i o n  d u r c h  A k t i v a t i o n s f a k t o r  I zu 
e iner  s ign i f ikan ten  E r h 6 h u n g  der  IRNS-Syn these ra t e  der  
P ro tho raca ld r i i s enze l l en  yon  Periplaneta americana (Fi- 
gur  l a). S t i m u l i e r u n g  der  P r o t ho r aca l d r i i s en  u n t e r  in- 
v i t r o - B e d i n g u n g e n  e r b r a c h t e  gleiche Ergebn i s se  (Figur  
1 b). Die S te ige rung  b e t r u g  h ie r  zwischen 150 und  235%. 
Sie war  k o n z e n t r a t i o n s a b h / i n g i g  u n d  va r i i e r t e  etwas.  
W a h r s c h e i n l i c h  werden  d u r c h  A k t i v a t i o n s f a k t o r  I meh-  
rere, zei t l ich v o n e i n a n d e r  g e t r e n n t e  Prozesse  beeinf luss t .  
Das  zeigen die Ergebn i s se  yon  Kurz-  u n d  L a n g z e i t - I n -  
k u b a t i o n e n  (Figur  2). Z u m i n d e s t  k a n n  zwischen e inem 
f r i ihen  Ef fek t  (0-4 h) und  e iner  L a n g z e i t w i r k u n g  un te r -  
sch ieden  werden.  

Wei t e r e  U n t e r s u c h u n g e n  des 1RNS-Musters der  P r o tho -  
racaldr i i se  yon  Periplaneta americana m i t t e l s  e lektro-  
pho re t i s che r  A u f t r e n n u n g  in Po l yae r y l am i dge l en  erga- 
ben,  dass  n a c h  S t i m u l i e r u n g  d u r c h  den  A k t i v a t i o n s f a k -  
to r  I die Syn these  al ler  R N S - A r t e n  s t a r k  e r h 6 h t  ist. Sehr  
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Fig. 4. Zusammengefasste Darstellung der Messergebnisse des Mem- 
branpotentials der Prothoracaldriisenzellen von Galleria mellonella 
naeh 30 min Einwirkung des Aktivationsfaktors II. Die Konzentra- 
tion yon Aktivationsfaktor II entspreehend der Anzahl yon Corpora 
cardiaea angegeben. Aus den Ergebnissen aller Messungen ergibt sich 
eine Dosis-Wirkungs-Beziehung. (Kontrollmessungen vor Zugabe 
yon AF II = 100%). 

frf ihzei t ig t r i t t  dabe i  eine S t imu l i e rung  der  s R N S - S y n -  
these  auf, w~ihrend n a c h  l~ingeren E i n w i r k u n g s z e i t e n  
b e v o r z u g t  r ibosomale  R N S - A r t e n  s y n t h e t i s i e r t  zu werden  
scheinen.  Ausse rdem s ind in den  a k t i v i e r t e n  Dri i sen  
me i s t  k le inere  Ak t iv i t / i t s -Peaks  zwischen 5S u n d  18S zu 
beobach t en ,  die zwar  n i c h t  wel te r  cha r ak t e r i s i e r t  werden  
konn ten ,  u n t e r  denen  sich abe r  dem Mark ie rungsve r -  
h a l t e n  u n d  den  S e d i m e n t a t i o n s w e r t e n  zufolge noch  
n ied r igmoleku la re  messenger - lRNS-Ar ten  be f inden  k6nn-  
ten11 (Figur  3). 

Die n i c h t s t i m u l i e r t e n  P ro tho raca ld r f i s en  yon  L a r v e n  
gleichen S t a d i u m s  u n d  Al ters  k 6 n n e n  bere i t s  s t a rke  
S c h w a n k u n g e n  in der  R N S - S y n t h e s e r a t e  aufweisen.  A m  
e indeu t ig s t en  t r a t  dies in den  P ro tho raca ld r i i s en  yon  
Mamestra brassicae u n d  Agrotis segetum in  E r sche inung .  
Es  liess sich h ie r  auf  G r u n d  der  gf inst igen a n a t o m i s c h e n  
Verh/ i l tn isse  zeigen, dass  die i n - v i t r o - I n k o r p o r a t i o n s r a t e  
yon  3H-5-Uridin  u n d  somi t  wohl  auch  die Ak t iv i t / i t  ge- 
t r e n n t  yon  l inker  und  r ech t e r  Driise eines I n d i v i d u u m s  
un te r sch ied l i ch  gross sein kann9  (Tabelle).  

A k t i v a t i o n s f a k t o r  I I  s che in t  ke inen  spezif ischen Ein-  
fluss auf  die R N S - S y n t h e s e  zu nehmen .  V ie lmehr  is t  an-  
zunehmen ,  dass  dieser  F a k t o r  in eine# noch  n i c h t  im 
e inze lnen  gekl / t r ten Weise  die Permeabi l i t~ i t  der  Zell- 
m e m b r a n  beeinf lusst .  Messungen  des M e m b r a n p o t e n t i a l s  
e inze lner  Zellen der  P ro thoraca ld r f i se  yon  Galleria mello- 
nella e rgaben  eine klare  Dos i s -Wi rkungs -Abh / ing igke i t  
des M e m b r a n p o t e n t i a l s  d u r c h  A k t i v a t i o n s f a k t o r  I I  TM 
(Figur  4). A k t i v a t i o n s f a k t o r  I ve r / inde r t  dagegen  das  
P o t e n t i a l  n ich t .  Die be iden  en twick lungsphys io log i sch  
a k t i v e n  F r a k t i o n e n  des s o g e n a n n t e n  <~ G e h i r n h o r m o n s  ~> der  
Insek ten ,  A k t i v a t i o n s f a k t o r  I u n d  II ,  bes i t zen  o f fenbar  
un te r sch ied l i ehe  zellul/ire W i r k u n g s m e c h a n i s m e n .  Akt i -  
v a t i o n s f a k t o r  I b e w i r k t  eine S t e u e r u n g  der  R N S - S y n -  
these.  A k t i v a t i o n s f a k t o r  I I  s che in t  f iber Permeabi l i t~i ts-  
bee inf lussung  zu wirken.  

Summary. 2 p r o t h o r a c o t r o p i c a l  fac tors  ( ac t iva t ion  
fac to r  I a n d  II)  h a v e  been  o b t a i n e d  b y  gel f i l t r a t ion  
t echn iques  f rom b ra ins  and  corpora  ca rd iaca  of t he  
cockroach  Periplaneta americana. I n  c o n t r a s t  to  ac t iva -  
t ion  fac to r  II ,  a c t i v a t i o n  fac to r  I caused  s ign i f ican t  
inf luence  of R N A  synthes is .  The  1RNA p a t t e r n  of p ro tho -  
racic  g lands  s t i m u l a t e d  b y  a c t i v a t i o n  fac to r  I as demon-  
s t r a t e d  b y  po lyac ry l amide  gel e lec t rophores is  consis ts  of 
d i f fe rent  k inds  of RNA.  Shor t  t i m e  i n c u b a t i o n  revea led  
effects on  s R N A  synthes is ,  whi le  long t i m e  i n c u b a t i o n  
d e m o n s t r a t e d  p r e d o m i n a n t l y  increase  of r i bosomal  R N A  
synthes is .  M e a s u r e m e n t s  of t he  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  of 
t he  p ro tho rac i e  g land  cells of t he  wax  m o t h  Galleria 
mellonella i nd ica t ed  an  increase  b y  a c t i v a t i o n  fac to r  I I ;  
a c t i v a t i o n  fac to r  I was w i t h o u t  a n y  vis ible  effect. Our  
resul t s  d e m o n s t r a t e  for t he  f i rs t  t i m e  t h a t  the  two 
a c t i v a t i o n  fac tors  induce  d i f fe ren t  effects a t  cel lular  level.  
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