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Xanthindehydrogenase  be im Wildtyp 
und bei den Mutanten white and brown 

yon Drosophila melanogaster 1 

Die Augenfarbmutanten white (w; 1-1,5) and brown 
(bw; 2-104,5) akkumulieren wie der Wildtyp w~ihrend der 
Metamorphose Isoxanthopterin und I-Iarns~ure. Beim 
Wildtyp werden die erreichten Konzentrat ionen dieser 
Verbindungen im K6rper dauernd beibehalten, withrend 
sie bei w und bw rasch abnehmen und 4 d nach dem 
Schltipfen im K6rper nicht mehr nachzuweisen sind ~-6. 
Das Fehlen yon Harns~iure Und Isoxanthopterin in ~ilteren 
Imagines k6n'nte darauf beruhen, dass das Enzym 
Xanthindehydrogenase nicht oder in einer inakt iven 
Form Vorhanden ist. Dieses Ferment  katalysiert  die Oxy- 
dation yon 2-Amino-6-oxypteridin zu Isoxanthopterin 
bzw. Hypoxanthin  zu Xanthin  und Haxns~ure L 

In der vorliegenden Arbeit best immten wir die Aktivi t~t  
dieses Enzyms im Laufe der Entwicklung, wobei wir im 
wesentlichen die yon G'I~ASSMAN und MITCHnLI. s angege- 
bene Methode verwendeten. 40 mg gleichaltrige, auf 
Standardfut ter  aufgezogene Drosophila-M~innchen (ver- 
puppungsreife Larven (L III) ,  i d bzw. 3 d alte Puppen 
(P~ und Pa), 1 d bzw. 10 d alte Imagines (I~ und I:0)) des 
Wildstammes Sevelen bzw. der Mutanten white und brown 
wurden in einem kleinen Glas-Homogenisator in 1 ml eis- 
kal tem Sigma-Tris-Puffer (pH 8,00) homogenisiert und 
mit  40 mg pulverisierter Koh le  (Carbo adsorbens Sieg- 
fried) versetzt. Nach 30 rain Stehen bei l ° C w u r d e  w~ih- 
rend 20 rain mit  20000 g bei I°C zentrifugiert. Alle 
fluoreszierenden Stoffe sind je tz t  quant i ta t iv  an die 
Kohle adsorbiert, was dutch Chromatographie eines 
Teiles des Oberstehenden kontrolliert  wurde. 0,5 ml des 
~3berstehenden wurden sodann mit  0,02 ml 10 -a M 2- 
Amino-6-oxypteridin and 0,02 ml 10-a M Methylenblau 
20 min lang bei 25°C inkubiert, Nach Ablauf dieser Zeit 
wurde die Reakt ion .dutch Eintauchen in siedendes 
Wasser gestoppt. Vom Reaktionsgemisch wurden 0,05 ml 
auf Chromatographiepapier Wha tman  Nr. 1 aufgetragen 
und aufsteigend eindimensional chromatographiert  (n- 
Propanol:  1% Ammoniak 2:1). Als Mass fiir die Enzym- 
akt ivi t~t  verwendeten wir die Menge des entstandenen 
Isoxanthopterins,  dessen Fluoreszenzintensit~it  direkt 
vom Papier gemessen wurde ~. 

Die Ergebnisse gehen aus der Figur hervor, deren 
Punkte  Mittelwerte aus je zwei Ans/itzen darstellen. Auf- 
fiillig ist zun~chst, dass offenbar keine wesentliehen 
Unterschiede in der Aktivit / i t  der Ext rakte  verschiedener 
Genotypen bestehen. Allen untersuchten Genotypen ist 
sodann gemeinsam der Anstieg. beim Metamorphose- 
beginn, der pupale Abfall der Aktivit / i t  und der an- 
schliessende Anstieg w/ihrend des Imaginal-Lebens. 

Nach diesen in vitro erhobenen Befunden haben also die 
Mutanten w u n d  bw zeitlebens die F/ihigkeit, 2-Amino- 
6-oxypteridin in Isoxanth0pterin umzuwandeln. Diese 
Annahme konnte best~i±igt werden durch folgenden in  
vivo-Versuch: 0,5 ~tl einer 5 .  10 -*M L6sung yon 2- 
Amino-6-oxypteridin in Wasser wurden in 6 d alte white- 
Fliegen injiziert. Die Fliegen wurden anschliessend in den 
25 ° C-Thermostaten zuriickgebracht und nach 6 bzw. 12 h 
in  toto zusammen mi t  einem kteinen Tropfen (1-2 bd) 
LSsungsmittel  aui  Chromatographiepapier zerrieben. 
Diese Methode hat  gegenfiber dem iibliehen ~trockenen,~ 
Auftragen der Fliegen den Vorteil, dass die Fraktionen 
weniger am Star tpunkt  liegen bleiben. Zur Kontrolle 
wurden unbehandelte white-Fliegen des gleichen Alters 
mitchromatographiert .  Diese :Fliegen enthalten erwar- 
tungsgemAiss ~ keine tluoreszierenden Stoffe, w~ihrend in 
den injizierten Tieren Isoxanthopterin in betr~chtlichen 
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Mengen (erheblich mehr, als der Wildtyp normalerweise 
enthAlt) gebildet worden ist, und zwar schon naeh 6 h 
, Inkuba t ion ,  bei M~nnchen und VCeibchen. (Einige fiir 
die Chromatographie nicht verwendete injizierte Fliegen~ 
staxben nach rund 12 h; der Grund dieses Absterbens 
wurde nicht untersucht.) 

Ffir das Fehlen yon Isoxanthopterin und Harns~ure in 
w- und bw-Imagines kann somit kaum ein Fehlen yon 
Enzym-Akt iv i t~ t  verantwortl ich gemacht werden. Unsere 
Beobachtung deekt sich mit  den Ergebnissen neuerer 
Untersuehungen unseres Institutes*, in denen u. a. dutch 
Ftitterungsversuche gezeigt werden konnte, dass 10 d alte 
w- und bw-Imagines imstande sind, Isoxanthopterin und 
Harns~ure zu synthetisieren. Die beiden Verbindungen 
werden fortw~hrend mi t  den Spiitexkreten wieder aus- 
geschieden 4. Merkwiirdigerweise scheiden aber sowohl w 
als auch bw nicht mehr Isoxanthopterin und Harnsiiure 
aus als der Wildtyp. Dies gilt sowohl fiir die Meconien 1°,11 
wie auch fiir Sp~itexkrete a. Der Grund, weshalb adulte w- 
und bw-Tiere trotzdem keine Harnsliure enthatten, 
scheint darauf zu beruhen, dass die Uricase-Aktivit~t in 
w u n d  bw grosset ist als beim "Wildtyp; die gebildete 
Harnsiiure wird demnach dauc'rnd abgebaut, oder nicht 
abgebaute Restmengen k6nnen auch sofort ausgeschieden 
werden. Fiir das Fehlen yon Isoxanthopterin in w- und 
bw-Imagines scheint der niedrige Gehalt an der Vorstufe 
2-Amino-6-oxypteridin verantwortl ich zu sein. Diese 
Verbindung wird in den Meconien yon w in gr6sseren 
Mengen ausgeschieden als beim Wildtypl0,1L Diesem 
Befund entspricht auch die Beobachtung von HADORN 
und MITCHELL 2, wonach  w-Abdomina weniger 2-Amino- 
6-oxypteridin enthalten als der Wildtyp. 
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Summary.  Mature  larvae ,  one d a y  and  three  days  old 
pupae ,  one day  and  ten  days  old adu l t  Drosophila melano- 
ga.ter males  were  assayed in vitro for  t he  enzyme,  xan -  
th inedehydrogenase .  Very  h igh  e n z y m e  a c t i v i t y  was  
found in wi ld type  and  bo th  w and bw t h r o u g h o u t  t he  
per iod inves t iga ted .  Also 6 days  old white flies p roved  to  
be  able  to  fo rm i soxan thop te r in  f rom 2-amino-4-oxy-  

p te r id ine  in an  in vivo assay. The  resul ts  are  discussed wi th  
regard  to  the  absence of i soxan thop te r in  and  uric acid  in 
white and brown imagines .  
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Spontaneous Potentials from Explants of Embryo 
Chick Pons (Myelencephalon) in Culture x 
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Fig. 1. Lower Trace: Record of spontaneous potentials from Pons 
after 5 h'in culture. X axis -Vertical lines I see apart. Yaxis - Hori- 
zontal lines It]~ ptV apart. Upper Trace: Control of dead cerebellar 
tissue under identical conditions and with identical time and ampli- 

tude scales. 
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Fig. 2. Lower Trace: Record of spontaneous potentials from Pons 
after 36 h in culture. X axis - Vertical lines 1 see apart. Y axis - Hori- 
zontal lines 11]s [].V apart. Upper Trace: Control of dead cerebellar 
tissue under identical conditions and with identical time and ampli- 

tude scales. 

Spontaneous  po ten t ia l s  h a v e  been  demons t r a t ed  in ex-  
p lan t s  f rom the  pon t ine  f lexure of t h e  mye lencepha lon  a t  
t he  level  of t h e  midd le  cerebel lar  peduncles  and  the  5th, 
6th, and  7th crania l  ne rve  nuclei  of  11 d a y  chick embryos  
us ing techniques  and  supe rna t an t  s imi lar  to  those  used to  
d e m o n s t r a t e  spontaneous  potent ia l s  f rom e x p l a n t s 0 f  chick 
e m b r y o  cerebel lum in t issue cul ture  in K a h n  tubes  ~. T h e  
exp lan t s  used in th is  work  were  1 m m  th ick  coronal  slices 
of mye lencepha l i c  tissue. The  cont ro l  used was  dead  
cerebel lar  t issue exp lan ted  in to  a K a h n  t u b e  in t he  same 
m a n n e r  as t h e  myelencepha l ic  t issue and k e p t  side by  side 
w i t h  t he  tubes  con ta in ing  t h e  l iv ing cu l tu re  mate r ia l  in 
t he  same  incuba to r  w i t h  ident ica l  ampl i f ica t ion  and  
recording  appara tus .  The  l iv ing myelencepha l ic  t issue 
g a v e  po ten t i a l s  w i th  the  same form and  magn i tude  and 
the  cont ro l  gave  no potent ia l s  a t  all  in each recording 
channe l  where  t h e y  were tr ied.  

F igure  1 shows the  form of t he  potent ia ls  5 h a f te r  t he  
explan ta t ion .  T h e y  consis ted of  a complex  combina t ion  of 
re la t ive ly  s imple signals aga ins t  a background  of a 
r epe t i t ive  signal  of a b o u t  5 ttV coming  a t  in terva ls  of 
abou t  l l /z  sec. La rge r  po ten t ia l s  of a re la t ive ly  s imple 
fo rm and a magn i tude  of abou t  15 t~V were super imposed 
on the  repe t i t ive  lesser signals w i th  a t endency  to  occur  in 
pairs of which  the  ind iv idua l  members  were  abou t  2 sec 
apar t .  These pairs occurred a t  abou t  10 sec intervals ,  

F igure  2 shows the  fo rm of the  po ten t ia l s  36 h a f te r  ex-  
p lan ta t ion .  The  smal l  r e p e t i t i v e  signal  had  now dis- 
appeared  and  t h e  larger  signals h a d  become  less in 
a m p l i t u d e - - 4 - 5  [~V and  t h e  t e n d e n c y  to  occur  in pairs  is 
st i l l  p resen t  though  t h e  member s  of  the  pairs  are  fur ther  
apa r t  (5-10 sec). The  pairs  themse lves  are  a t  in tervals  of  
a b o u t  20 sec. This  a c t i v i t y  con t inued  for more  t h a n  120 h 
a f te r  explan ta t ion .  

Zusammen/assung.Vorkommen und  F o r m  spon taner  Po-  
t en t i a l en  aus M y e n c e p h a l o n - E x p l a n t a t e n  (Nucle i -Region 
der  Kran ia lne rven  5-7) 11 Tage  a l te r  H i i h n c h e n e m b r y o -  
nen  in Gewebeku l tu r  werden  beschrieben.  Die  Regis t r ie -  
rung  erfolgte  wAhrend m e h r  als -120 h, 
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