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Xanthindehydrogenase beim Wildtyp
und bei den Mutanten white and brown
von Drosophila melanogaster?

Die Augenfarbmutanten whife (w; 1-1,5) und brown
(bw; 2-104,5) akkumulieren wie der Wildtyp wihrend der
Metamorphose Isoxanthopterin und Harnsdure. Beim
Wildtyp werden die erreichten Konzentrationen dieser
Verbindungen im Korper dauernd beibehalten, wihrend
sie bei w und bw rasch abnehmen und 4 d nach dem
Schliipfen im Korper nicht mehr nachzuweisen sind?2-%.
Das Fehlen von Harnséure und Isoxanthopterin in dlteren
Imagines konnte darauf beruhen, dass das Enzym
Xanthindehydrogenase nicht oder in einer inaktiven
Form vorhanden ist. Dieses Ferment katalysiert die Oxy-
dation von 2-Amino-6-oxypteridin zu Isoxanthopterin
bzw. Hypoxanthin zu Xanthin und Harnsdure?.

In der vorliegenden Arbeit bestimmten wir die Aktivitit
dieses Enzyms im Laufe der Entwicklung, wobei wir im
wesentlichen die von Grassman und MiTcHELL® angege-
bene Methode verwendeten. 40 mg gleichaltrige, auf
Standardfutter aufgezogene Drosophila-Minnchen (ver-
puppungsreife Larven (L III), 1 d bzw. 3 d alte Puppen
(P und P,), 1 d bzw. 10 d alte Imagines (I, und I,,)) des
Wildstammes Sevelen bzw. der Mutanten whife und brown
wurden in einem kleinen Glas-Homogenisator in 1 ml eis-
kaltemm Sigma-Tris-Puffer (pH 8,00) homogenisiert und
mit 40 mg pulverisierter Kohle (Carbo adsorbens Sieg-
fried) versetzt. Nach 30 min Stehen bei 1°C wurde wih-
rend 20 min mit 20000 g bei 1°C zentrifugiert. Alle
fluoreszierenden Stoffe sind jetzt quantitativ an die
Kohle adsorbiert, was durch Chromatographie eines
Teiles des Uberstehenden kontrolliert wurde. 0,5 ml des
Uberstehenden wurden sodann mit 0,02 ml 10-3 M 2-
Amino-6-oxypteridin und 0,02 ml 10-3 M Methylenblau
20 min lang bei 25°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde die Reaktion durch Eintauchen in siedendes
Wasser gestoppt. Vom Reaktionsgemisch wurden 0,05 ml
auf Chromatographiepapier Whatman Nr. 1 auifgetragen
und aufsteigend eindimensional chromatographiert (#-
Propanol:19%, Ammoniak 2:1). Als Mass fiir die Enzym-
aktivitit verwendeten wir die Menge des entstandenen
Isoxanthopterins, dessen Fluoreszenzintensitit direkt
vom Papier gemessen wurde?,

Die Ergebnisse gehen aus der Figur hervor, deren
Punkte Mittelwerte aus je zwei Ansitzen darstellen. Auf-
fallig ist zunichst, dass offenbar keine wesentlichen
Unterschiede in der Aktivitdt der Extrakte verschiedener
Genotypen bestehen. Allen untersuchten Genotypen ist
sodann gemeinsam der Anstieg beim Metamorphose-
beginn, der pupale Abfall der Aktivitit und der an-
schliessende Anstieg wihrend des Imaginal-Lebens.

Nach diesen in vitro erhobenen Befunden haben also die
Mutanten w und bw zeitlebens die Fihigkeit, 2-Amino-
6-oxypteridin in Isoxanthopterin umzuwandeln. Diese
Annahme konnte bestitigt werden durch folgenden in
vivo-Versuch: 0,5 ul einer 5-10-2 M Tosung von 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 folo zusammen mit einem kleinen Tropfen (1-2 pl)
Losungsmittel auf Chromatographiepapier zerrieben.
Diese Methode hat gegeniiber dem iiblichen «trockenens
Auftragen der Fliegen den Vorteil, dass die Fraktionen
weniger am Startpunkt liegen bleiben. Zur Kontrolle
wurden unbehandelte white-Fliegen des gleichen Alters
mitchromatographiert. Diese Fliegen enthalten erwar-
tungsgemiss?® keine fluoreszierenden Stoiffe, wihrend in
den injizierten Tieren Isoxanthopterin in betrichtlichen
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Mengen (erheblich mehr, als der Wildtyp normalerweise
enthilt) gebildet worden ist, und zwar schon nach 6 h
«Inkubation» bei Midnnchen und Weibchen. (Einige fiir
die Chromatographie nicht verwendete injizierte Fliegen.
starben nach rund 12 h; der Grund dieses Absterbens
wurde nicht untersucht.)

Fiir das Fehlen von Isoxanthopterin und Harnsédure in
w- und bw-Imagines kann somit kaum ein Fehlen von
Enzym-Aktivitit verantwortlich gemacht werden. Unsere
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen neuerer
Untersuchungen unseres Institutes?, in denen u. a. durch
Fiitterungsversuche gezeigt werden konnte, dass 10 d alte
w- und bw-Imagines imstande sind, Isoxanthopterin und
Harnsiure zu synthetisieren. Die beiden Verbindungen
werden fortwihrend mit den Spitexkreten wieder aus-
geschieden*. Merkwiirdigerweise scheiden aber sowohl w
als auch bw nicht mehr Isoxanthopterin und Harnsdure
aus als der Wildtyp. Dies gilt sowohl fiir die Meconien 19:11
wie auch fiir Spatexkrete4. Der Grund, weshalb adulte w-
und bw-Tiere trotzdem keine Harnsiure enthalten,
scheint darauf zu beruhen, dass die Uricase-Aktivitit in
w und bw grosser ist als beim Wildtyp; die gebildete
Harnsidure wird demnach dauernd abgebaut, oder nicht
abgebaute Restmengen kénnen auch sofort ausgeschieden
werden. Fiir das Fehlen von Isoxanthopterin in w- und
bw-Imagines scheint der niedrige Gehalt an der Vorstufe
2-Amino-6-oxypteridin verantwortlich zu sein. Diese
Verbindung wird in den Meconien von w in grosseren
Mengen ausgeschieden als beim Wildtyp%1l. Diesem
Befund entspricht auch die Beobachtung von HADORN
und Mircuerr?, wonach w-Abdomina weniger 2-Amino-
6-oxypteridin enthalten als der Wildtyp.
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Swummary. Mature larvae, one day and three days old
pupae, one day and ten days old adult Drosophila melano-
gaster males were assayed in vitro for the enzyme, xan-
thinedehydrogenase. Very high enzyme activity was
found in wildtype and both w and bw throughout the
period investigated. Also 6 days old while flies proved to
be able to form isoxanthopterin from 2-amino-4-oxy-

Spontaneous Potentials from Explants of Embryo
Chick Pons (Myelencephalon) in Culture?
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pteridine in an ¢» vivo assay. The results are discussed with
regard to the absence of isoxanthopterin and uric acid in
white and brown imagines.

H. UrspPruNG1®

Zoologisch vergleichend-anatomisches Imstitut der Univer-
sitdt Zirvich (Schweiz), 23. Februar 1967,
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Fig. 1. Lower Trace: Record of spontaneous potentials from Pons

after 5 h'in culture. X axis —~ Vertical lines 1 sec apart. Y axis - Hori-

zontal lines 11/, uV apart. Upper Trace: Control of dead cerebellar

tissue under identical conditions and with identical time and ampli-
tude scales,

Spontaneous potentials have been demonstrated in ex-
plants from the pontine flexure of the myelencephalon at

the level of the middle cerebellar peduncles and the 5th,

6th, and 7th cranial nerve nuclei of 11 day chick embryos
using techniques and supernatant similar to those used to
demonstrate spontaneous potentials from explants of chick
embryo cerebellum in tissue culture in Kahn tubes® The
explants used in this work were 1 mm thick coronal slices
of myelencephalic tissue. The control used was dead
cerebellar tissue explanted into a Kahn tube in the same
manner as the myelencephalic tissue and kept side by side
with the tubes containing the living culture material in
the same incubator with identical amplification and
recording apparatus. The living myelencephalic tissue
gave potentials with the same form and magnitude and
the control gave no potentials at all in each recording
channel where they were tried.

Figure 1 shows the form of the potentials 5 h after the
explantation. They consisted of a complex combination of
relatively simple signals against a background of a
repetitive signal of about 5 wV coming at intervals of
about 11/, sec. Larger potentials of a relatively simple
form and a magnitude of about 15 uV were superimposed
on the repetitive lesser signals with a tendency to occur in
pairs of which the individual members were about 2 sec
apart. These pairs occurred at about 10 sec intervals,

Fig. 2. Lower Trace: Record of spontaneocus potentials from Pons

after 36 h in culture. X axis — Vertical lines 1 sec apart. Y axis - Hori-

zontal lines 13/, uV apart. Upper Trace: Contral of dead cerebellar

tissue under identical conditions and with identical time and ampli-
tude scales,

Figure 2 shows the form of the potentials 36 h after ex-
plantation. The small repetitive signal had now dis-
appeared and the larger signals had become less in
amplitude—4-5 pV and the tendency to occur in pairs is
still present though the members of the pairs are further
apart (5-10 sec). The pairs themselves are at intervals of
about 20 sec. This activity continued for more than 120h
after explantation.

Zusammenfassung.Vorkommen und Form spontaner Po-
tentialen ans Myencephalon-Explantaten (Nuclei-Region
der Kranialnerven 5-7) 11 Tage alter Hithnchenembryo-
nen in Gewebekultur werden beschrieben. Die Registrie-
rung erfolgte wihrend mehr als 120 h.

A. W. B. CUNNINGHAM
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versity of Texas Medical Branch,Galveston (Texas), January
16, 1961.
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