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t 
l t ~  get ten,  dass  dieses Sys t em,  wo v o r h a n d e n ,  mi t  der  Aus-  

b i ldung  des S t r o m a - G r a n a m u s t e r s  in e inem,  wie auch  
gea r t e t en ,  k au s a l em Z u s a m m e n h a n g  s teh t .  

E.  HEITZ 

NIax-Planck-Inst i tut  ]itr Biologic, Tiibingen, den 
12. September 1956. 

Summary  

The  s a m e  per iodical  s t r u c t u r e  of t he  so-cal led  p r i m a r y  
g r an u m,  as found  in Chlorophytum, Aspidistra and  o t h e r  
m o n o c o t y l e d o n s ,  is shown  to  be p r e s en t  in a d i co ty l edon  
also. There  m u s t  exis t  a causal  connec t i on  b e t w e e n  t h a t  
la t t ice  and  t h e  d e v e l o p m e n t  of t he  l amel la r  s t r o m - g r a n a  
p a t t e r n ,  as was f i rs t  sugges t ed  by LEYON ~. 

I I 

A b b i l d u n g  1 zeigt  deu t t i ch  d iese lben r l iuml ich-per io-  
d i schen  Sys teme ,  wie sic bei  Chlorophytum u n d  Aspidi-  
stra g e f u n d e n  wurden .  Sic s t ehen  in d i r ek t e r  V e r b i n d u n g  
mi t  d e m  L a m e l l a r s y s t e m  der  G r a n a  und  des S t roma .  
LEYON 2 h a t  bei  A spidistra Stad ien  gefunden ,  die I(ir e ine 
B i ldung  der  S t r o m a l a m e l l e n  v o n d e r  K r i s t a l l g i t t e r s t r u k -  
t u r  aus  sp rechen ,  i n  unse re r  A b b i l d u n g  s ind ausser  den  
S t r o m a l a m e l l e n  auch  schon  Grana lame l l en  v o r h a n d e n .  
Wei t e r e  U n t e r s u c h u n g e n  mi issen  zeigen, wie die kompl i -  
z ie r ten  Bi lder  en tw ick lungsgesch i ch t l i ch  zu d e u t e n  sind.  

MI~HLETALER ha t  bei  Lil ium, Fritillaria und  Zea Mais  ~ 
B e o b a c h t u n g e n  ge lnach t ,  die  v o l l k o m m e n  d e n e n  an 
C hloroph ytum und  A s pidistra e n t s p r e c h e n .  

Mit der  v o r s t e h e n d e n  Not iz  ist  die Kr i s t a l lg i t t e r -  
s t r u k t u r  (oder, wie m a n  es vo r s i ch t ige r  n e n n e n  mag,  ein 
m i n d e s t e n s  zweiper iod isches  Sys tem)  auch  bei  e iner  
D i k o t y l e d o n e  nachgewiesen .  D a m i t  k a n n  es als ges icher t  

7 K.  MUHLETALER (mfindliche Mitteihmg). 

Xanthine Dehydro~enase in Bovine 
Blood Serum 

In  earl ier  s tud ie s  of t he  d i s t r i b u t i o n  of x a n t h i n e  
d eh y d ro g en as e ,  t h e r e  was a lack of re ference  to  its pres-  
ence in bloodL H o w e v e r ,  BLAUCH and  K o c h  found  t h a t  
t h e  add i t ion  o~[ x a n t h i n e  to  b lood  of t h e  r a t  and  gu inea  
pig resu l ted  in an  increase  of its uric acid con t en t s .  
These  au t h o r s  conc luded ,  there fore ,  t h a t  x a n t h i n e  oxid-  
ase was the  e n z y m e  respons ib le  for th is  process  '~. The  
b lood  of o t h e r  an i ma l s  t e s t e d  (man,  horse,  cow, goat)  
a p p e a r e d  to  be devo id  of t h i s  e n z y m e  3. 
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Fig. 1.--Increase production of uric acid and tetrazolium reduction 

by bovine serum incubated with xanthine at 37" C. 

In  t h e  course  of some  e x p e r i m e n t s  w i th  x a n t h i n e  
ox idase  in t h e  b lood  of severa l  an ima l s  4, we found  t h a t  
bov ine  se rum,  w h e n  in t h e  p re sence  of x a n t h i n e ,  is ab le  
to  r educe  the  t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  chlor ide  to  some  
e x t e n t :  th i s  process  be ing  due  to  a dehydrogenase .  A 
more  de ta i l ed  s t u d y  was t h e n  u n d e r t a k e n  to  d e m o n -  
s t r a t e  t h a t  x a n t h i n e  d e h y d r o g e n a s e  is the  e n z y m e  of t h e  
bov ine  b lood  se rum.  

1 E. J. MORGAN, Biochem, J. 20, 1~282 (1926). 
2 M. B. BLAUCH and F. C. KOCH, J. biol. Chem. 1Jo, .15.9 (1989). 
3 W. H. COLE, W. H. ELLETT, and N. A. WOr~ACK, J. Lab. clin. 

Med. 16, 918 (1931). T. KAWACHt, Hukuoka Aeta reed. if4, 694 
0953). 

4 G. G. VILLELA, O. R. AFFONSO, E. ]~IITIDIERI, and L. P. RI- 
BEmO, An. Acad. Brasil. Ci. (in press). 
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B o v i n e  b lood  s e r u m ,  w h e n  i n c u b a t e d  w i t h  x a n t h i n e  
a t  37°C in  a w a t e r  b a t h  p r o d u c e d  ur ic  ac id  w h i c h  
i n c r e a s e s  w i t h  t h e  t i m e  of i n c u b a t i o n .  T h e  s lope of t h e  
c u r v e  s h o w e d  i t  to  be  of the  s a m e  t y p e  as  t h a t  o b t a i n e d  
w i t h  t h e  r e d u c t i o n  of t h e  t e t r a z o l i u m  d y e  (Fig. 1). Ur ic  
ac id  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e t h o d  of BLAUClt a n d  
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Table 

Inhibitors 

No inhibitor 
6-pteridylaldehyde . 
Aminopterine . . . 
Sodiumazide  . . . 
Xant l lopter inc .  . . 
p-Aminophenol  . . 
KCN 
Borate 

Final 
concen~ 
tration 

mg/ml 

S e r u m  enzyme 
Bovine serum preparation 

~g % t*g % 
for- inhi- for- inhi- 

mazan bition mazan bition 

22.31 
0.01 1 '30 
0-01 6.11 
0.0133 17,08 
0-01 21.56 
0-0133 19.44 
0-0564 8-68 
1 - 3 3  

-- 14"70 -- 
94.17 0 100, 
72'62 0'41 97.20 
23.44 5.24 64.36 

3.37 6'53 55-59 
12-87 10-82 26-40 
61-10 8-02 45.45 

-- 9-92 32-52 

Effect of various inhibitors on bovine serum dehydrogenase and on 
its enzyme preparation. - Each Thunberg tube contained 1 ml of 
bovine serum or 1 ml of the serum xanthine oxidase preparation. 
0-89/zM of triphenyltetrazolium chloride, 760/tM of xanthine, the 
amount of the inhibitor indicated in the table and sodium pyrophos- 
phate buffer pH 8"6, total volume 3 ml. Blanks were run simultane- 

ously. 

Fig. 2.--Increase tetrazolium reduction expressed in micrograms 
formazan with increasing temperatures. 

KOCH ~ a n d  t h e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  b y  t h e  t e c h n i q u e  
of VILLELA, t h e  r e s u l t s  e x p r e s s e d  in  m i c r o g r a m s  of 
f o r m a z a n  p r o d u c e d  s. T h e  e n z y m e  a c t i v i t y  p r e s e n t e d  a 
m a x i m u m  w h e n  i t  w a s  i n c u b a t e d  a t  55°C, fo l lowed b y  
a n  i n a c t i v a t i o n  b e t w e e n  5 5 - 6 0 ° C .  T h e s e  r e s u l t s  a re  
s h o w n  in  F i g u r e  2. 
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Fig. K--Absorption spectrum of bovine serum xanthine dehydro- 
genase in presence and absence of xanthine; the difference curve 

represents the change in spectrum as the enzyme 
is reduced by xanthine. 

5 M. B. BLAVCU and F. C. KOCH, J. biol. Chem. 130, 443 (1939). 
6 G. G. VILLELA, Rev. Brasil. Biol. 14, 455 (1954). - O. R. AF- 

FONSO, ]:~. I~fITIDIERI, L. P. RIBEIRO~ and G. G. VILLELA~ Proc. Soc. 
Exp. Biol. Med. 90, 527 (1955). 

S u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  to  d e m o n -  
s t r a t e  t h e  i n h i b i t i o n  of t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  b y  s e v e r a l  
k n o w n  i n h i b i t o r s .  A speci f ic  i n h i b i t i o n  w a s  o b t a i n e d  
c h i e f l y  w i t h  2 - a m i n o - 4 - h y d r o x y - 6 - p t e r e i d i n e c a r b o x a l -  
d e h y d e  ( 6 - p t e r i d y l a l d e h y d e )  a n d  a m i n o p t e r i n e  wich  in-  
h i b i t s  s t r o n g l y  x a n t h i n e  o x i d a s e  as  s h o w n  b y  KALCKAR 
et al.L 

A n  a c t i v e  f r a c t i o n  w a s  p r e p a r e d  f r o m  b lood  s e r u m  
u s i n g  t h e  t e c h n i q u e  of WESTERFELD et al. s. B l o o d  s e r u m  
w a s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  a m m o n i u m  s u l f a t e  i n  d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  a n d  t h e  f ina l  p r e c i p i t a t e  w a s  d i s s o l v e d  
a n d  d i a l y z e d  in c e l l o p h a n e  b a g s  a t  low t e m p e r a t u r e s .  
T h e  a c t i v i t y  of t h e  pu r i f i ed  p r e p a r a t i o n  w a s  t e s t e d  b y  
t h e  p r o d u c t i o n  of u r i c  ac id  a n d  b y  t h e  r e d u c t i o n  of 
t r i p h e n y l t e t r a z o l i u m  ch lo r ide  w h e n  i n c u b a t e d  w i t h  
s o d i u m  x a n t h i n e .  T h e i n h i b i t i o n w i t h  6 - p t e r i d y l a l d e h y d e ,  
a m i n o p t e r i n e ,  c y a n i d e ,  s o d i u m  azide,  x a n t h o p t e r i n e ,  
p - a m i n o p h e n o I  a n d  b o r a t e  w a s  a s s a y e d  a n d  t h e  r e s u l t s  
a re  s u m m a r i z e d  in  t h e  t ab le .  As  t h e  t a b l e  s h o w s ,  t h e  
i n h i b i t i o n  of t h e  a c t i v i t y  w a s  c o m p a r a b l e  to  t h a t  ob-  
t a i n e d  w i t h  t h e  o r ig ina l  s e r u m .  

T h e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  w a s  s u b m i t t e d  to  s p e c t r o -  
p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s  be fo re  a n d  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  of 
x a n t h i n e ,  s h o w i n g  a c h a r a c t e r i s t i c  d e c r e a s e  of t h e  m a x i -  
m u m  a t  410 m / ,  c o r r e s p o n d i n g  to  t h e  r e d u c e d  x a n t h i n e  
o x i d a s e  (Fig. 3). T h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  
were  p e r f o r m e d  in  a B e c k m a n  D U  a p p a r a t u s .  T h e  
p r e s e n t  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  m a x i m a  
are  s i m i l a r  t o  t h o s e  p u b l i s h e d  for  x a n t h i n e  d e h y d r o -  
g e n a s e  of c h i c k e n  l ive r  b y  WESTERFELDL 

G. G. VILLELA, O. R .  AFFONSO, 
a n d  E.  MITIDIERI x° 

Biochemical Laboratory, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de 
Janeiro, Brasil, Ju l y  13, 1956. 

7 H. M. KALCKAR, N. O. KJELDGAARD, and H. KLE~OW, Biochim. 
Biophys. Aeta 5, 586 (I950). 

8 D. A. RICHER% R. VANDERLINDE~ and W. W. WESTERFELD, 
J. biol. Chem. 186, 26t (1950). 

9 C. N. REMY, D. A. RICHERT, R. J. DolSV, I. C. WELLS, and 
W. W. WESTERFELD, J. biol. Chem. 217, 293 (1955). 

x0 Fellow from Conselho Nacional de Pesquisas. 



[15. XlI.  1956] Kurze Mitteilungen - Brief Reports 479 

Rdsumd 

Le s6rum s a n g u i n  des  bov id6s  c o n t i e n t  des  q u a n t i t 6 s  
61ev6es de x a n t h i n e  d~hydrog6nase .  On  l ' a  d 6 m o n t r 6  p a r  
le dosage  de l ' ac ide  ur ique  et  la r 6duc t i on  du t r i ph6ny l -  
t 6 t r azo l i um apr~s i n c u b a t i o n  avec  de  la x a n t h i n e .  Des  
exp6r iences  c o m p l 6 m e n t a i r e s  fa i tes  avec  d i f f6ren ts  inhi -  
b i t eu r s  de la x a n t h i n e  ox idase  e t  la p r e p a r a t i o n  d ' u n e  
f rac t ion  ac t ive  d o n n a n t  le spec t r e  d ' a b s o r p t i o n  de la 
x a n t h i n e  ox idase  o n t  conf i rm6 les r6su l t a t s  o b t e n u s  avec  
le s6 rum non  t ra i t6 .  

l a u b e n  j e d o c h  n icht ,  t iber  den  W i r k u n g s m e c h a n i s m u s  
yon  l p r o n i a z i d  auf  den  5 H T - S t o f f w e c h s e l  des  Geh i rns  
s ichere  Schli isse zu z iehen.  U m  dar i ibe r  n~heres  zu e r f ah -  
ren,  w u r d e  in der  vo r l i egenden  Arbe i t  u n t e r s u c h t ,  wie s ich 
der  5 H T - G e h a l t  des  Geh i rns  i p r o n i a z i d b e h a n d e l t e r  
Tiere  wl ih rend  e iner  1Angeren Ze i tpe r iode  n a c h  R e s e r p i n  
u n d  bei  v e r s c h i e d e n e n  R e s e r p i n d o s e n  verhAlt  ; fe rner ,  ob  
I son iaz id  u n d  Ip ron iaz id  die  5 H T - K o n z e n t r a t i o n  im  
Geh i rn  u n d  die W i r k u n g  y o n  R e s e r p i n  auf  d e n  5HT-  
Geha l t  des  Geh i rns  un t e r sch i ed l i ch  bee inf lussen .  

B e e i n f l u s s u n g  d e s  5 - H y d r o x y t r y p t a m i n -  

s t o f f w e c h s e l s  t m  G e h i r n  d u r c h  

I s o n i k o t i n s f i u r e h y d r a z i d e  

R e s e r p i n  b e w i r k t  bei  K a n i n c h e n  A b n a h m e  des  5- 
H y d r o x y t r y p t a m i n .  (5HT, S e r o t o n i n ) - G e h a l t e s  im Ge- 
h i rn  i n n e r t  einer" h a l b e n  S t u n d e  n a c h  I n j e k t i o n ;  0,~ 
5HT wi rd  f r e igese tz t  u n d  d u r e h  V¢irkung de r  Mono-  
a m i n o x y d a s e  zu 5 -Hydroxy indo less igs&ure  a b g e b a u t L  
Dabe i  t r i t t  S e d a t i o n  ein. D u t c h  I sop ropy l - i son iko t i n -  
s ~ u r e h y d r a z i d  ( Ip ron iaz id ,  3larsi t id) ,  das  die  Mono-  
a m i n o x y d a s e  in  vitro u n d  in vivo h e m m t  *, w e r d e n  zen-  
t r a l e  W i r k u n g e n  von  R e s e r p i n  abgeschw~icht  oder  auf-  
gehoben .  E s  k a n n  a u c h  ein Z u s t a n d s b i l d  e n t s t e h e n  wie 
n a c h  5 - H y d r o x y t r y p t o p h a n - A p p l i k a t i o n .  Diese Amino -  
s&ure pas s i e r t  im Gegensa t z  zu 5HT die B l u t - H i r n -  
S c h r a n k e  gut u n d  wi rd  im Gehi rn  zu 5HT d e c a r b o x y -  
t iert .  Dabe i  k o m m t  L yse rg s~ u re -d i i t t hy l amid  (LSD)-  Ordinate: 
a r t ige  W i r k u n g  z u s t a n d e  3. I s o n i k o t i n s i t u r e h y d r a z i d  Abszisse: 
( Isoniazid ,  Rimi /on) ,  das  die M o n o a m i n o x y d a s e  viel  
wen ige r  s t a r k  h e m m t  4 als Ip ron iaz id ,  ve rRnde r t  die  links: 
R e s e r p i n w i r k u n g  n ich tL  o . . . . . . . . .  o 

F r i ihe re  U n t e r s u c h u n g e n  h a b e n  gezeigt ,  dass  d u r c h  
I p r o n i a z i d b e h a n d l u n g  der  5 H T - G e h a l t  des  Geh i rns  an-  o ............. o 
s t e ig t  u n d  dass  bei  i p r o n i a z i d b e h a n d e l t e n  K a n i n c h e n  1 h ~ D 
n a c h  R e s e r p i n i n j e k t i o n  der  5 H T - G e h a l t  im Geh i rn  n i c h t  
wesen t l i ch  u n t e r  die N o r m  abf~l l t  8. Diese B e f u n d e  er- rechts: 

O . . . . . . . . .  O 
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BROIUE, Science 122, 284 (1955). 
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(1956) im Druck. - B. B. BRODm, A. PLETSCHER und P. A. SttORE, 
J. Pharmaeol. exp. Ther. 116, 9 (1956). - M. CHRSSIN, ]3. DOBNICK, 
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Abb. 1. Beeinflussung des 5HT-Gehaltes im Gehirn yon Ratten 
durch Reserpin, Iproniazid und Isoniazid bzw. Kombination yon 

Iproniazid]Reserpin und Isoniazid/Reserpin. 

5HT-Konzentration in 7[g Gehirn 
Zeit in Stunden 

100 mg/kg Iproniazid subkutan, 16 h vor der ersten 
Messung. 
3 mg/kg Rcserpin intraperitoneal zur Zeit 0. 
3 mg/kg Reserpin intraperitoneal, zur Zeit 0, 16 h nach 
100 mglkg Iproniazid subkutan. 

100 mg]kg Isoniazid subkutan 16 h vor der ersten 
Messung. 
3 mg/kg Reserpin intraperitoneal zur Zeit 0, 16 h n a c h  
100 mg/kg Isoniazid subkutan. 

Ffir jede Messung wurden die Gehirne yon zwei Tieren verwendet. 

Methodik.  R a t t e n ,  Miiuse u n d  K a n i n c h e n  w u r d e n  m i t  
Ip ron iaz id ,  I son iaz id  ode r  R e s e r p i n  sowie mi t  K o m b i n a -  
t i o n e n  I p r o n i a z i d ] R e s e r p i n  ode r  I s o n i a z i d / R e s e r p i n  be-  
h a n d e l t .  Die  I p r o n i a z i d -  u n d  I son iaz iddos i s  b e t r u g  
1 Mal 100 m g / k g  (freie Base),  bei R a t t e n  und  Miiusen 
s u b k u t a n ,  be i  K a n i n c h e n  in t r avenSs .  Die Rese rp indos i s  
w a r  v e r s c h i e d e n  je n a c h  T i e r a r t  u n d  V e r s u c h s a n o r d n u n g  
u n d  wird  sp~ te r  angegeben .  Bei  der  K o m b i n a t i o n s -  
b e h a n d l u n g  er fo lg te  die  I n j e k t i o n  von  Ip ron i az id  bzw.  
I son iaz id  10 b is  16 h vo r  de r  Rese rp in in j  ekt ion.  Die Tiere  
w u r d e n  in  v e r s c h i e d e n e m  In te rva l l ,  m a x i m a l  4 Tage  
n a c h  Rese rp in - ,  I son iaz id -  ode r  I p r o n i a z i d z u f u h r  ge t6 t e t ,  
R a t t e n  u n d  M&use d u r c h  D e k a p i t a t i o n ,  K a n i n c h e n  d u r c h  
L u f t e m b o l i e .  N a c h  H o m o g e n i s i e r u n g  des  so fo r t  e n t -  
f e r n t e n  Geh i rns  in 0,1 n-HC1 erfolgte  E x t r a k t i o n  des  
5HT in B u t a n o l  bei  p H  10, :Reex t rak t ion  in 0,1 n-HC1 
u n d  s p e k t r o p h o t o f i u o r i m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  n a c h  
E ins t e l l en  des E x t r a k t e s  auf  3 n m i t  k o n z e n t r i e r t e r  HC1; 
2 des a k t i v i e r e n d e n  L ich te s  = 295 m/ , ,  ~. des  emi t t i e r -  


