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S H R  was  no t  s ta t i s t ica l ly  significant .  T H  ac t iv i ty  in vas 
deferens  of SH ra ts  was also higher  t h a n  t h a t  of Wis ta r -  
K y o t o  rats:  D B H  act ivi t ies  in mesenter ic  vessels and  vas  
deferens  and  T H  act ivi t ies  in mesenter ic  vessels and  b ra in  
were n6t  s ta t i s t ica l ly  d i f ferent  be tween  W i s t a r - K y o t o  
ra ts  and  SH ra ts  w i thou t  NaC1 adminis t ra t ion .  

W h e n  NaC1 was admin i s t e red  to  SH rats,  D B H  and  
T H  act ivi t ies  in mesenter ic  vessels were increased signif- 
i can t ly  abou t  2-3 fold. In  contras t ,  the  increase in b o t h  
enzyme act iv i t ies  in adrenals  and vas deferens  was no t  
s ta t i s t ica l ly  significant .  These results  suggest  t h a t  the  
e leva ted  se rum D B H  ac t iv i ty  af ter  NaC1 m a y  be ma in ly  
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der ived f rom the  blood vessels,  and  are cons is tent  wi th  
the  concept  t h a t  s y m p a t h e t i c  nerve  ac t iv i ty  m a y  be 
increased in blood vessels dur ing  the  rap id  increase of 
blood pressure  by  NaC1 admin i s t r a t i on  in SH ratsS. 

Zusammen/assung. Nachweis ,  dass  Dopamin- /%Hydro-  
xylase-Akt iv i t / i t  und  Tyros in -Hydroxy la se -Ak t iv i t g t  in 
Mesenterialgef/ issen s p o n t a n  h y p e r t o n e r  R a t t e n  nach  
Kochsa lzgaben  im Tr inkwasser  e rh6ht  sind. 
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G e w e b e k u l t u r e n  aus  A l k a l o i d p f l a n z e n  IV. 1 Macleaya microcarpa ( M a x i m . )  Fedde  

T i s s u e  Cul tures  of A lka lo id  P lants  IV. 1 Macleaya microcarpa ( M a x i m . )  Fedde  

Die Papave racee  Macleaya microcarpa enth/ i l t  wie die 
nahe  v e r w a n d t e  M. cordata die Haupta lka lo ide  P ro t o p i n  
und  Al lokryp top in  sowie das gef/~rbte Sanguinar in  2. Diese 
Alkaloide werden  s u c h  in isolierten Kalli  yon  M. cordata- 
E x p l a n t a t e n  gebi ldet  und  sind dor t  in einzelnen, gelb 
gef/ i rbten Zellen angere icher t  3,~. Eine  l~berft ihrung des 
Kal lusgewebes  in Dauerku l tu r  erfolgte b isher  nicht .  
Es  ist aber  wesent l ich  zu prtifen, ob die F/ihigkeit  zur 
Alkaloidbi ldung bei for t laufender  Subkul t iv ie rung er- 
ha l t en  bleibt .  Wi r  ber ich ten  daher  fiber Un te r suchun g en  an 
mehrj / ihr igen Gewebekul tu ren  yon M. microcarpa. 

Material und Methoden. Stengel  (2~ 3-8 mm) yon  M. 
microcarpa-Pflanzen im K n o s p e n s t a d i u m  wurden  nach  
Steri l isieren mi t  ges/ i t t igter  Chlorkalkl6sung (30 min) in 
1,0-1,5 cm lange Stticke geschni t t en  und  auf den m i t  
Agar  (8 g/l) verfest. igten N~thrmedien la,  l b  und  2 
(Tabelle) bei  25~ und  12 h /Tag  Fluoreszenzl icht  (1000- 
1200 Lux) gehal ten.  Nach  9 Wochen  wurden  die gebilde- 
t en  Kall i  r u m  E x p l a n t a t  ge t r enn t  und  se lbs tgndig  
kul t ivier t .  In  A b s t g n d e n  yon  3 Wochen  erfolgte eine 13ber- 
t r agung  auf neues  Nghrmed ium.  

Die Alka lo idex t rak te  aus Gewebe- und Pf l anzenmate r i a l  
wurden  in i iblicher Weise gewonnen  und  gereinigt.  Zur 
Er fassung  ausgeschiedener  Alkaloide wurden  die N/ihr- 
med ien  homogenis ier t ,  alkalisiert  und  ersch6pfend mi t  
Chloroform ext rah ie r t .  DC der  gereinigten E x t r a k t e  
erfolgte an Kieselgel G (Merck)-Schichten mi t  Benzol /  
Methano l  (8:2). Zur kombin ie r t en  q u a n t i t a t i v e n  Allo- 
k r y p t o p i n / P r o t o p i n - B e s t i m m u n g  wurden  die entspre-  
chenden,  u n b e h a n d e l t e n  DC-Zonen isoliert. Lage und  
Gr6sse der  Al lokryptopin-  und  Pro top in -F lecke  wurden  

durch  Be t r ach t en  un te r  U V -L i ch t  und  m i t  Hilfe ange- 
f~irbter Verg le ichssubs tanzen  auf demse lben  DC ermi t te l t .  
Die a lkaloidhal t igen Kiese lge lproben wurden  durch  
Zugabe yon  Kieselgel G auf  ein Gewicht  yon 500 mg 
gebrach t  und  mi t  0,3 ml  Essigs~iure (99%ig) versetz t .  
Nach  Auffiillen mi t  konzen t r i e r t e r  Schwefels~iure zu einem 
Gesamtvo lumen  yon  jeweils 10 ml  wurden  die P roben  
60 min  bei 80~ im Wasse rbad  gehal ten  und  bei 534 n m  
gegen eine Nul lprobe mi t  500 mg alkaloidfreiem Kieselgel 
G vermessen.  Von j edem Material  wurden  P roben  m i t  
un terschied l ichen  Alka lo idmengen  zur Messung gebracht .  
Da das Verh~iltnis yon  P ro t o p i n  zu Al lokryptop in  n ich t  
genau b e k a n n t  war, w u r d e n  nur  Messungen, deren  
E x t i n k t i o n e n  im Schn i t tbe re ich  der  E ichkurven  beider  
Alkaloide lagen, ausgewert .  

Die l i ch tmikroskopischen  U n t e r s u c h u n g e n  erfolgten an 
H a n d s c h n i t t e n  yon  Gewebekul turen ,  die in erka l tende  
Agarl6sungen (2-5% ig) bei  48 ~ e ingebe t t e t  wurden.  Als 
F~illungsreagenz fiir Alkaloide d iente  J o d - J o d k a l i um 
(Mandel-Reagenz,  10%ig). 
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Zusammensetzung der verwendeten N/ihrmedien 

Mineralstoffe Vitamine und Aminos~iuren Vitamin B1 2.4-D IES Kinetin Gibberellinsfiure ApfelsAure 
nach KOBLITZ und HAGEN 7 (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

la .  MURASHIGE und SKOOG 5 + 

lb. 2~[URASHIGE und SKOOG 5 + 
2. HELLER 6 @ 

0,3 1,0 -- 0,2 0,1 50 
0,3 -- 10,0 0,4 0,1 50 
0,3 -- 2,0 0,2 0,1 50 
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Ergebnisse und Diskussion. Kall i  en t s tanden  nur  an 
E x p l a n t a t e n  auf dem Medium l a  (Tabelle). Bei  der an- 
schliessenden tZult ivat ion des Kallusgewebes auf diesem 
N~hrmed ium waren die Zellw~nde zunXchst i iberwiegend 
braun  gefArbt und s tark s t ruktur ier t .  Ers t  nach 3 Mona- 
t en  en ts tand  ohne VerXnderung der Kul tu rbed ingungen  
hellgelber, lockerer, wfichsiger Kallus. E r  wurde auch auf 
die N/ihrlnedien l b  und 2 (Tabelle) fibertragen. Dieses 
Mater ia l  verzehnfacht  sein Fr ischgewicht  w~hrend einer 
Subkul tur .  Es bi ldet  Alkaloide, die teilweise in das Medium 
abgegeben werden. Wie bei der  als Ausgangsmater ia l  
ve rwende ten  M. microcarpa t re ten  vor  a l lem Pro top in  und 
Al lokryptopin  auf. Auch das gegenseitige Verh~tltnis dieser 
Alkaloide entspr icht  im wesent l ichen dem in der in tak ten  
Pflanze. Sanguinar in  ist  in der Gewebekul tur  unregel-  
mAssig vorhanden.  W~Lhrend einer Subkul tu r  produzieren 
die Zellen 0,20 his 0,25% ihrer  Trockensubs tanz  an 
Pro top in  und Allokryptopin.  Als Analysenwer t  ffir die 
gesamte  M. rnicrocarpa-Pflanze fanden wi t  0,32% der 
Trockensubs tanz  an Pro topin  und Al lokryptopin  (BlXtter 
0,17%, Stengel  0,16~ Wurze l  1,6~ Die Biosynthese-  
leis tung der Gewebekul tur  ist  also vergle ichbar  nfit  der 
Produktivit~Lt der Gesamtpflanze.  

Die yon NEUMANN und MOLLER 3 beschriebenen gelben 
Zellen k6nnen l ichtmikroskopisch nachgewiesen werden. 
Sic ergeben bei Behandlung  der Gewebeschni t te  mi t  
Mandel -Reagenz  einen Niederschlag,  der auf eine AnhXu- 
fung yon Alkaloiden schliessen 1Xsst. Ihre  F~Lrbung wird 
jedoch nicht,  wie frfiher angenommen  3, durch Sanguina- 
rin allein verursacht ,  denn auch Sanguinarin-freie  Gewe- 
bekul turen  en tha l ten  gelbe Zellen. Der  veran twor t l i che  
gelbe Farbs tof f  besi tz t  nach seinem Verhal ten  bei der 
Isol ierung yon Alkaloiden aus der Gewebekul tur  keinen 
Alkaloidcharakter .  T ro tzdem weist  sein V o r k o m m e n  auf 
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9 Institut ffir Biochemie der Pflanzen der AdW, 401 Halle (SaMe), 

DDR. 

die Bi ldung und Speicherung yon Alkaloiden hin (Signal- 
faktor) : Die Selekt ion und Kul t iva t ion  yon in tens iv  bzw. 
schwach gef~Lrbten Teilen der M. microcarpa-Gewebekul- 
tu ren  t i ihrt  in der Regel  zu alkaloidreichen bzw. alkaloid- 
a rmen Gewebekul tur-Linien,  die beispielsweise 0,40% 
bzw. 0,10% Pro top in  und Al lokryptopin  bezogen auf die 
Trockensubs tanz  der Zellen besitzen. Linien mi t  ver-  
schiedenem Alkaloidgehal t  unterscheiden sich nicht  
grunds/t tzl ich in ihrer Wachstumsintensi tS,  t. 

Gewebekul turen  aus M. microcarpa geh6ren dami t  
nicht  nur  zu den wenigen Gewebekul turen  yon  Alkaloid-  
pflanzen,  die Alkaloide in messbaren Mengen bilden, 
sondern ges ta t ten  im Zusammenhang  mi t  dieser Fgh igke i t  
kont inuier l iche Unte r suchungen  fiber Differenzierungs-  
vorg/inge. Sie weisen zugleich auf die Bedeu tung  yon 
Signalfaktoren ffir die Selekt ion s aueh bei e inem yon  der 
in tak ten  Pf lanze abgele i te ten Sys tem hin. 

Summary. Tissue cultures of the  Papaveracee  Macleaya 
microcarpa re ta ined the  capabi l i ty  of synthesiz ing al- 
kaloids (protopine, a l locryptopine,  sanguinarine) for 3 
years af ter  ini t ia t ion.  The alkaloids are accumula ted  in 
single, yel low-coloured cells scat tered in the  tissue. The  
colour of these cells is cont inuously  produced by  a yel low 
p igment  wi thou t  alkaloidal  propert ies .  The  orange 
alkaloid sanguinar ine occurs only irregularly.  Never the-  
less, selection of deep and weak coloured pieces of tissue 
cultures led to lines wi th  a high and a low con ten t  of 
alkaloids, respect ively.  
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Glutathione Perox idase  Act iv i ty  of Inorganic  Se l en ium and Se leno-DL-Cys te ine  

In  the  course of evolut ion,  biological  systems have  
seized upon the  re la t ive ly  meager  ca ta ly t ic  ac t iv i ty  of 
cer ta in  metals,  and have  grea t ly  amplif ied their  ac t iv i ty  
by  incorpora t ion  into a complex  organic matr ix .  For  
example,  inorganic iron has the  capac i ty  to decompose 
hydrogen  peroxide wi th  a ca ta ly t ic  coefficient of 10 -5. 
This  'ca ta lase '  ac t iv i ty  is amplif ied 1000-fold by incorpo- 
ra t ion  of the  iron into a porphyr in  ring, and is b rought  to 
its u l t imate  efficiency, an ac t iv i ty  108 to 10 l~ t imes  as 
great  as t ha t  of iron alone by  the  addi t ion  of the  protein 
moie ty  of the  enzyme,  cata lasel .  

I t  has recent ly  been demons t ra ted  t h a t  selenium forms 
an integral  pa r t  of the  g lu ta th ione  peroxidase molecule,  
in rats  2, sheep 3, cat t le  4, and man  5. We  now demons t ra te  
t l la t  inorganic selenium also has well-defined gluta th ione 
peroxidase act ivi ty ,  a lbei t  at  a level  considerably lower 
than  t h a t  of the  enzyme,  g lu ta th ione  peroxidase.  

Sodium selenite was obta ined  f rom J.T.  Baker,  and 
seleno-DL-Cystine and seleno-DL-methionine were pur-  
chased f rom Sigma Chemical  Corporation.  The  hemoly-  
sate and all selenium compounds  were dissolved in a 
solut ion conta ining 0.7 m M  fl -mercaptoethanol  and 2.7 
m M  E D T A ,  p H  7.0. Presumably ,  the  seleno-DL-cystine 
was reduced to seleno-DL-cysteine by  the  /5-mercapto- 
e thanol  and GSH.  Assays of g lu ta th ione  peroxidase 

ac t iv i ty  were carried out  by l inking the  format ion  of 
oxidized g lu ta th ione  (GSSG) to the  oxida t ion  of N A D P H  
through  g lu ta th ione  reductase,  according to the  principle 
original ly described by  PAGLIA and VALENTINE% The 
complete  assay sys tem for G S H - P x  conta ined Tris-HC1, 
0.1 M, p H  8.0 (25~ E D T A ,  0.5 raM;  GSH,  2.0 m M ;  
g lu ta th ione  reductase,  1 U / m l ;  N A D P H ,  0.2 r aM;  t- 
bu ty l  hydroperoxide ,  0.7 raM. The ' G S H - P x  ac t iv i ty '  of 
each p repara t ion  was de termined  by  measur ing  a t  37 ~ 
the  decrease in optical  dens i ty  at  340 nm of the  comple te  
system against  a b lank  f rom which only the  source of 
' enzyme '  (hemolysate,  sodium selenite, seleno-DL-cysteine 
or o ther  tes t  substance) has been omit ted .  An addi t iona l  
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