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No 22. Georg Benz, Bern. — Regionale Vertellung der
Kathepsinaktivitit im Schwanz von gefutterten und
hungernden Xenopus-Larven

(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Bern.)

I. EiNLEITUNG.

Die Untersuchungen von JENSEN, LEHMANN und WEBER (1956)
und DevucHAR, WEBER und LeEamMaNN (1957) haben gezeigt, dass
die Aktivitdt der intrazelluldren Proteinasen oder Kathepsine im
regenerierenden Schwanz der Xenopuslarve stark ansteigt. Die
gleichen Autoren fanden auch in den nicht amputierten Kontroll-
schwinzen eine schwach erhohte Kathepsinaktivitit. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war, eine Erkldrung fiir diesen Anstieg der
Proteinasenaktivitdt im Kontrolltier zu finden.

Die oben erwidhnten Autoren hielten die Tiere wihrend der
ganzen Versuchsdauer ohne Futter bei 18° C in destilliertem Wasser.
Bis zum Versuchsbeginn sind die Tiere bei ca. 21° C geziichtet
worden. Der Temperaturwechsel konnte fiir den Anstieg der
Kathepsinaktivitat nicht verantwortlich gemacht werden, da
eigene Vorversuche gezeigt haben, dass das Herabsetzen der
Temperatur um 3° keinen Einfluss auf die Kathepsinaktivitat
oder hochstens eine sehr geringe Abschwiichung derselben bewirkt.

Es wurde daher die Arbeitshypothese aufgestellt, dass der
Nahrungsmangel die erhohte Kathepsinaktivitdt der Kontrolltiere
bewirke. JENSEN et al. und DEucHAR et al. haben fir ihre Unter-
suchungen 2 mm lange Schwanzstiickchen verwendet, die sie
vom 8.—10. mm vor der Schwanzspitze herausgeschnitten hatten.
In unseren ersten Versuchen haben wir darum ebenfalls Schwanz-
stiicke von 2 mm Lénge untersucht. Da zugleich die Regenerations-
fahigkeit der Hungertiere getestet werden sollte, wurden die Stiicke
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allerdings vom 6.—8. mm vor der Schwanzspitze herausgeschnitten.
Spiter sind die Versuche erweitert worden; es wurden auch ganze
Schwinze untersucht, und zur Abklarung der Frage, ob die von
den obigen Autoren verwendete Schwanzregion ein gutes Bild
iiber den physiologischen Zustand des Schwanzes geben, wurde
die Kathepsinaktivitiat in den verschiedenen Schwanzregionen be-
stimmt. Ferner wurde erwartet, dass die Versuche etwas mehr
Aufschluss tiber die Funktion des Kathepsins im lebenden Gewebe
ergeben.

II. MAaTERIAL UND METHODEN.

1. Zucht und Auswahl der Tiere.

Xenopuslarven von 26—29 mm Lénge, die unter Standard-
bedingungen geziichtet worden sind (LEEMANN und BRETSCHER,
1952, DETTELBACH, 1954), wurden zu je 5 in Glasbecher mit ca.
200 ml glasdestilliertem Wasser gegeben und pro Glas eine der
Grosse der Tiere angemessene Menge Brennesselfutter (75 g Bren-
nesselpulver pro Liter Wasser) zugesetzt. Die fiir eine Versuchs-
serie verwendeten Tiere stammten immer von der gleichen Ablage.
Es wurde darauf geachtet, dass die Larven in jedem Glas die gleiche
durchschnittliche Léange hatten und dass die einzelnen Tiere nicht
mehr als 1 mm von diesem Mittelwert abwichen.. Die Gléser
wurden im 18°-Thermostaten aufbewahrt. Jeden Tag wurde neues
Futter zugegeben und jeden zweiten Tag erhielten die Tiere frisches
Wasser. Gewdhnlich sind die Tiere 4 Tage lang im 18°-Thermo-
staten gefiittert worden, bevor mit dem eigentlichen Versuch
begonnen wurde (Standard-Konditionierung). Am Tag des eigent-
lichen Versuchsbeginns (Tag O der Hungerversuche) wurde die
Hilfte der Tiere in neue Glidser mit frischem glasdestilliertem
Wasser umgesetzt, wihrend die iibrigen Tieren weiterhin téglich
Futter erhielten.

2. Herstellung der Schwanzhomogenate.

Schwanzstiicke bestimmter Grosse, oder ganze Schwinze, meist
von 10 Tieren, wurden in einem konisch geschliffenen Mikrohomo-
genisator mit wenig Wasser homogenisert und das Homogenat mit
einer bestimmten Menge Wasser verdiinnt.
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3. Bestimmung des Stickstoffs und der Kathepsinaktivitdt.

Von den Homogenaten wurden mit einer Carlsberg-Konstrik-
tionspipette (11,7 wl) Stichproben genommen und zwar gewdhn-
lich 3 Stichproben fiir die Stickstoftbestimmung und 5 Stichproben
fiir die Kathepsinbestimmung. Die Homogenate bestimmter
Schwanzabschnitte wurden so verdiinnt, dass eine Stichprobe
ungefdhr einer Schwanzschnitte entsprach. Der Stickstoffgehalt
wurde nach der Ultramikrokjeldahl-Methode von Bokrr and
SHEN (1954) bestimmt. Zur Bestimmung der Kathepsinaktivitit
wurde die nach Duspiva (1939) modifizierte, kolorimetrische
Methode von Axsox (1937) mit Casein als Substrat, verwendet.
(vgl. DEucHAR et al. 1957). Bei dieser Methode wurde pro Ansatz
eine Homogenatstichprobe mit 50 ul 29%iger Casein-Harnstoff-
Lésung + 50 pl Duspiva-Puffer (pH 4,8—5) gut vermischt und
18 h bei 40° C inkubiert. Das unverdaute Casein wurde hierauf mit
1 ml 59,1ger Trichlor-Essigsdure gefillt und abzentrifugiert. Vom
Uberstehenden wurde 1 ml abpipettiert, mit 1 ml Reagens nach
Forix und Cocartiev und 1 ml 13,59%iger Na,CO,-Losung
versetzt und gut gemischt. Nach 1 h wurde die entstandene Blau-
tarbung mit dem Beckman-Spektrophotometer (Modell B) bei einer
Wellenldnge von 780 mu gemessen. Die Ansiitze fiir die Blindwerte
sind gleich behandelt worden, nur ist bei diesen anstatt der Homo-
genatstichprobe ein entsprechendes Volumen Wasser zugesetzt
worden. Zur Umrechnung der Extinktionswerte in Kathepsin-
Einheiten (KE) wurde die von WEBER (1957b) publizierte Kathep-
sinumsatz-Kurve verwendet.

JII. EXPERIMENTE UND RESULTATE.

Vorversuche.

1. Versuch: Von je 10 gefiitterten resp. gehungerten
Xenopuslarven wurden nach 0, 5, 8, 11, 15, 18 und 21 Tagen das
Schwanzstiick vom 6.—8. mm vor der Schwanzspitze heraus-
geschnitten und homogenisiert. Im Homogenat wurden die Kathep-
sinaktivitdt und der Stickstoffgehalt pro Stichprobe (entsprechend
einer Schwanzschnitte) bestimmt. Durch Umrechnung der gemes-
senen Kathepsinaktivitat in Kathepsin-Einheiten (KE) und Division
der KE durch die Stickstofimenge (ug/Stichprobe) wurde die spezi-
fische Kathepsinaktivitit errechnet (SKA = KE pro ug Stickstoff).



340 G. BENZ

Die geftitterten Tiere erhielten tédglich vom 0.—8. Tag = 0,25 ml,
vom 9.—15. Tag = 0,5 ml und vom 16.—21. Tag = 1 ml Brennes-
selfutter pro Glas. Abb. 1 zeigt die Resultate dieses Versuchs.
Es zeigt sich, dass die SKA in den Hungertieren hoher ist als in
den gefiitterten Tieren, dass sie aber offenbar sehr stark oscilliert
(vgl. dazu Abb. 6, Zwischenstiick). Die gefiitterten Tiere haben
etwas zu wenig Futter erhalten; ihre SKA steigt dementsprechend
ebenfalls etwas an.
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Tage nach Versuchsbeginn

ABB. 1.

Spezifische Kathepsinaktivitat in einem 2 mm langen Schwanzstick (6.—8. mm
vor der Schwanzspitze) der Xenopuslarve. @ @® = gehungerte Tiere,
O— — O = gefiitterte Tiere.

2. Versuch: Von je 5 gehungerten Tieren wurde 0, 5, 8,
11, 18, und 21 Tage nach Versuchsbeginn der ganze Schwanz
(18 mm) abgeschnitten und die SKA im Homogenat dieser Schwiinze
bestimmt. Die Resultate sind in Abb. 3 (Kurve H2) eingetragen.
Der Versuch zeigt, dass im Verlauf der Hungerszeit eine Zunahme
der SKA im Schwanz erfolgt, wobei auch hier, allerdings viel
schwicher als im 1. Versuch, Oscillationen auftreten.

3. Versuch : Schwinze von unbehandelten Xenopuslarven
wurden in einzelne Abschnitte aufgeteilt, in die Schwanzspitze
(0.—6. mm) und weiter bis zur Basis in lauter 2 mm lange Schnitten.
In den Homogenaten sind die Kathepsinaktivitit und der Stick-
stoff bestimmt worden. Die Ergebnisse sind in Abb. 2 wiederge-
geben. Von gleichen Tieren sind Schwanzquerschnitte hergestellt
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worden. Unten in Abb. 2 ist fir jede Region des Schwanzes der
zugehorige Querschnitt eingezeichnet worden. Aus der Abbildung
ist ersichtlich, dass in der Schwanzspitze mehr Kathepsin pro
Stickstoff-Einheit vorhanden ist als in der Schwanzbasis und dass
zwischen diesen bieden Punkten ein ziemlich gleichmiissiges Gefille
der SKA festgestellt werden kann.
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Schwanzbasis Schwanzspitze

ABB. 2.

Spezifische Kathepsinaktivitat in verschiedenen Regionen des Schwanzes von
Xenopuslarven. Unten sind Querschnitte aus den verschiedenen Schwanz-
regionen eingezeichnet.

4. Versuch: Um das Wachstum, resp. den Stickstoffzu-
wachs (nach DeucHaRr et al. ist der Stickstoffgehalt direkt pro-
portional dem Trockengewicht) in den verschiedenen Schwanz-
regionen zu bestimmen, sind die Schwiinze von 20 Larven mit
Carmin 6, 8, 10, 12, 14 und 16 mm vor der Schwanzspitze markiert
worden. Die Carminkorner wurden mit Hilfe einer in einen Glasstab
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eingeschmolzenen Minutien-Nadel den narkotisierten Tieren ein-
gestochen.

Die Halfte der Tiere wurden sofort getitet, die Schwinze an
den markierten Stellen entzwei geschnitten und von je 10 gleichen
Abschnitten sind Homogenate gemacht und deren Stickstoff
bestimmt worden. Die restlichen Tiere wurden wihrend 20 Tagen
gefiittert und dann deren Schwinze ebenfalls an den markierten
Stellen entzwei geschnitten. Wiederum sind von den einzelnen
Schwanzabschnitten Homogenate gemacht und deren Stick-
stoffgehalt bestimmt worden. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 einge-
tragen. Wird die Stickstoffmenge der einzelnen Schwanzabschnitte
bei den frisch markierten Tieren als 100 angenommen, so ergibt
die Stickstoffmenge der entsprechenden Abschnitte von gefiitter-
ten Tieren die Stickstoffzunahme in 20 Tagen oder deren Wachstum.
Tab. 1 zeigt, dass der Schwanz an der Basis relativ rascher wichst
als an der Spitze.

TaseLLE 1.

Stickstoffgehalt der verschiedenen Schwanzabschnitte
und deren Zuwachs in 20 Tagen.

N-Gehalt bei N-Gehalt nach N-Zuwachs
SehrTRnE s Versuchsbeginn 20 Tagen

in pg in pg in pg in %
Spitze = 0.— 6. mm 4,67 12,45 7,78 166
6.— 8. mm 5,33 13,48 8,14 152
8.—10. mm 9,21 24 41 13,20 164
10.—12. mm 15,58 48,60 33,01 211
basal = 12.—14. mm 36,01 118,39 82,37 228

5. Hauptversuch: Am Tag 0 (Versuchsheginn), sowie
nach 4, 8, 12, 16 und 20 Tagen wurde von je 10 gefiitterten resp.
gehungerten Tieren der Schwanz amputiert und in die folgenden
4 Abschnitte (vgl. Skizzen in Abb. 7 unten) aufgeteilt : Schwanzspitze
(0.—6. mm), Zwischenstiick (6.—8. m), Mittelstiick (8.—16. mm)
und Schwanzbasis (16. mm—After). Die 10 sich entsprechenden
Abschnitte wurden jeweils zu einem Homogenat verarbeitet und
von den Homogenaten der Stickstoff und die Kathepsinaktivitit
bestimmt. Die Resultate sind in den Abbildungen 3—7 und in
Tabelle 2 dargestellt.
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Spezifische Kathepsinaktivitat ganzer Schwinze von Xenopuslarven. H 1 und
H 2 = Hungertiere. F 1 = gefiitterte Tiere.
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Abb. &. Stickstoffmenge in Schwinzen von gefitterten (F) und gehun-
gerten (H) Xenopuslarven.

Abb. 5. Kathepsinmenge in Kathepsineinheiten (KE) in Schwinzen von
gefiitterten (F) und gehungerten (H) Xenopuslarven.
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Wie die Abb. 3 zeigt, sinkt die SKA des Schwanzes wihrend
der ersten 4 Hungertage, steigt dann aber wihrend der weiteren
Hungerzeit stark an. Bei den gefiitterten Tieren ist wihrend des
Wachstums ein schwaches Absinken der SKA festzustellen (vgl.
WEesBEeR 1957a, b).

Aus Abb. 4 ist ersichtlich, dass der Gesamtstickstoff in den
gefiitterten Tieren ziemlich linear zunimmt, wéihrend er in den
Hungertieren schwach abnimmt. Abb. 5 zeigt, dass wihrend des
Wachstums der gefiitterten Tiere die Kathepsinmenge (ausge-
driickt in KE) der Stickstoffmenge entsprechend zunimmt. Ganz
anders liegt der Fall bei den Hungertieren. Nach einem anféngli-
chen Absinken der Kathepsinmenge steigt sie am 8. Hungertag
auf einen Wert der etwa 209, hoher liegt als der Ausgangswert
und bleibt dann konstant. Die fortwdhrende Zunahme der SKA
in den Hungertieren beruht also vom 8. Tag an nicht auf einer
Zunahme der absoluten Kathepsinmenge, sondern auf dem Absin-
ken des Stickstoffgehaltes.

Betrachten wir die Werte der einzelnen Schwanzregionen (Abb.
6), so erhellt, dass die hohe SKA des ganzen Schwanzes nach 20
Tagen Hunger vor allem auf die starke Zunahme der SKA in der
vorderen Schwanzhilfte zuriickzufithren ist. Die Spitze und die
anschliessenden 2 mm des Schwanzes weisen im Gegensatz dazu
eine sehr starke Oscillation der SKA-Werte auf (vgl. Abb. 1), die
auch im grossen Mittelstiick noch schwach angedeutet ist.

Wie Abb. 7 zeigt, ist in gefiitterten Tieren der starke Gradient
der SKA von der Schwanzbasis zur Spitze sehr gut reproduzierbar.
Wihrend der ganzen Versuchsdauer sind keine wesentlichen Ande-
rungen in der SKA der verschiedenen Schwanzregionen zu verzeich-
nen. Ganz anders verhilt sich die SKA in Hungerschwiinzen. Nach
einer Hungerperiode von 8 Tagen ist die SKA im ganzen Schwanz
ziemlich stark angestiegen. Nach 12 Hungertagen finden wir in
der Schwanzspitze eine stark verminderte SKA, wihrend diese
im Basisstiick weiterhin ansteigt. Wir finden deshalb am 12. Tag
in allen Schwanzregionen eine ungefihr gleich hohe Kathepsin-
aktivitiat pro Stickstoffeinheit. Bis zum 20. Hungertag entsteht
wieder ein SKA-Gradient, der nun allerdings ein umgekehrtes Ge-
falle aufweist als derjenige der gefiitterten Tiere. Diesen Gradienten-
verschiebungen entsprechend ist auch der Eiweissabbau in den
Schwanzregionen verschieden. Als Mass fiir den Eiweissabbau
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Spezifische Kathepsinaktivitat (Ordinate) in verschiedenen Schwanzregionen

von Xenopuslarven.

Hungertiere, — — — gefiitterte Tiere.

kann der Stickstoffverlust im Schwanzgewebe betrachtet werden.
Tab. 2 gibt Auskunft iber das Ausmass dieser histolytischen
Vorginge. Es zeigt sich, dass in der Schwanzspitze vor allem in
den ersten 8 Hungertagen Eiweiss abgebaut wird und dass diese
Prozesse im Basisgewebe erst spéter einsetzen.

Rev. Svisse pE Zoor., T. 64, 1957. 23
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Spezifische Kathepsinaktivitat (Ordinate) in verschiedenen Regionen des
Schwanzes von gefiitterten und gehungerten Xenopuslarven. Unten ist ein
Operationsschema eingezeichnet aus dem die Grosse der zur Untersuchung
gewonnenen Schwanzstiicke abgelesen werden kann. Das Fragezeichen
beim Basisstiick der gefiitterten Tiere bedeutet, dass die Grosse dieses
Stiickes variiert und zwar nimmt es im Verlauf des Versuches zu. Die Zahlen
bei den einzelnen Kurven bedeuten Tage nach Versuchsbeginn.

TABELLE 2.

Stickstoffgehalt der verschiedenen Schwanzregionen in pg
nach 0, 8 und 20 Hungertagen.

| Schwanzregion N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt | Abnahme in Spatere
am Tag 0 am Tag 8 | am Tag 20 [d.ersten8 Tg.! Abnahme
Spitze . . . 3,18 2,05 1,97 359, 39,
Ziwischenstiuck 3,20 2,45 2,32 249, 3%
Mittelstiick 60,87 48,96 38,22 209%, 179%
Basis 48,01 48,76 27,83 09, 429

IV. DisKuUSSION UND ZUSAMMENFASSUNG.

Die Kathepsinbestimmungen an Schwinzen von Xenopus-

larven ergeben folgende Resultate:

1. Die spezifische Kathepsinaktivitit (S. 339) ist in den
verschiedenen Schwanzregionen verschieden hoch. Von der Basis,












