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Summary .  Silybin and s i lychr is t in  non-compe t i t i ve ly  inh ib i t  the  horse rad i sh  peroxidase  in vitro.  Si lydianin on the  
o the r  h a n d  is a compe t i t ive  inhib i tor  of the  enzyme.  

I m  R a h m e n  unserer  U n t e r s u c h u n g e n  zur Funk t i on  yon  
Si lymar in  a in der  Pf lanze  k o n n t e n  wir zeigen, dass  dessen 
H a u p t k o m p o n e n t e n  Silybin (I), Si lydianin (II) und  
Si lychris t in  (III) den Sauers to f fhausha l t  von  pf lanzl ichen 
Geweben  in s ignif ikanter ,  dosisabh~tngiger Weise ver-  
~tndern ~. Aufgrund  dieses Befundes  s te l l ten  wir die H y p o -  
these  auf, dass I - I I I  in Pf lanzen  mi t  e inem oder  mehre ren  
E n z y m e n  des o x y d a t i v e n  Stoffwechsels  interfer ieren.  
Eine  essentielle l~olle im Stoffwechselgeschehen yon  
Pf lanzen  spielen Peroxidasen .  Diese greifen sowohl in den 
K a t a b o l i s m u s  von  phenol i schen  Na tu r s to f fen  als auch in 
den  des pr imiiren P h y t o h o r m o n s  IndolessigsAure (IAA) 
ein 3. Ziel der  vor l iegenden  U n t e r s u c h u n g e n  war  es, die 
v e r m u t e t e  In t e r ak t i on  2 zwischen den Po lypheno len  I - I I I  
und  e inem der  IndolessigsAure-Oxidase (IAA-Oxidase) 
v e r w a n d t e n  E n z y m ,  der  Meer re t t i chperox idase  (horse- 
rad ish  peroxidase ,  HRP)4 ,  a n h a n d  einer  Model l reakt ion 
mi t  e inem einfachen Subs t r a t  (Guajacol) wel ter  abzu-  
s ichern 6. 
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Material und Methodik. Zur A n w e n d u n g  k a m e n  wasser-  
16sliche Der iva te  yon I - I I I  (Na-Salze der  Dihemi-  
succinate) ,  die sich bei der  DC als e inhei t l ich erwiesen% 
sowie die im H an d e l  erhiil t l iche Meer re t t i chperox idase  
(E .C . I . l l . I . 7 ) ,  Re inhe i t sg rad  II  (Boehringer,  Mannheim) .  
L6sungen  des E n z y m s  (1 mg H R P / m l  Puffer) sowie stei- 
gende Mengen des Subs t ra tes  und  der  E f fek to ren  I - I I I  
(Figuren 1-3) w u rd en  mi t  Puf fe r  (0,1 M K-phospha t ,  p H  
7,0) auf 2,96 ml  ergAnzt und  bei 25~ inkubier t .  Der  
S t a r t  der  R e a k t i o n  erfolgte du rch  Zugabe yon  0,04 ml  
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Strukturen yon Silybin (I), Silydianin (II) und Silychristin (III). 
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Fig. 1. Dixon-Transformation der Messdaten nach Einfluss von 
Silybin (I) auf das Standardsystem. 
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Fig. 2. Dixon-Transformation der Messdaten naeh Einfluss yon 
Silydianin (II) auf das Standardsystem. 
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Fig. 3, Dixon-Transformation tier Messdaten naeh Einfluss yon 
Silyehristin (III) auf das Standardsystem. 

HaO 2 ( E x t i n k t i o n  0,400 bei  240 nm).  Der  zei t l iche Ver lauf  
de r  E x t i n k t i o n s z u n a h m e ,  bei  436 n m  gegen L u f t  ge- 
messen,  wurde  3 m i n  lang  au fgeze ichne t  und  d a r a u s  die 
mi t t l e r e  E x t i n k t i o n  (Lk E /min)  be rechne t .  Zur  B e s t i m m u n g  
des W i r k u n g s t y p s  sowie zur  A b l e i t u n g  der  e n z y m k i n e t i -  
s chen  P a r a m e t e r  w u r d e n  die Messda t en  n a c h  L i n e w e a v e r  
u n d  B u r k  7 bzw. n a c h  D i x o n  s t r a n s f o r m i e r t  u n d  die op t i -  
m a l  angepas s t en  Ge raden  d u r c h  Reg re s s ions r echnung  
e rmi t t e l t .  Die r echner i sche  A u s w e r t u n g  erfolgte  m i t  dem 
R e c h n e r  C Y B E R  73 des I n t e r f a k u l t ~ r e n  1Rechenzentrums 
de r  Unive r s i tAt  W i e n  n a c h  e igenen P r o g r a m m e n  9. 
Ergebnis. Die O x y d a t i o n  von  Gua jaco l  in G e g e n w a r t  yon  
H R P  und  H202 folgt  der  M i c h a e l i s - M e n t e n - K i n e t i k  10. Bei  
k o n s t a n t e r  H 2 0 2 - K o n z e n t r a t i o n  wurde  Km = 6,3 �9 10 -~ 
Mol/1 u n d  Vmax = 0,114 / k E / m i n  e rmi t t e l t .  
Die  Ta t sache ,  dass  bei  s t e igenden  K o n z e n t r a t i o n e n  yon  I 
der  K m - W e r t  bei  6,7 �9 10 -4 Mol/1 (s = 0,44) liegt,  d e u t e t  
auf  e inen  ' n i c h t k o m p e t i t i v e n  H e m m u n g s m e c h a n i s m u s  
bin .  Ki  be t r / ig t  4,8 �9 10 -~ Mol/1 (s = 0,41) (F igur  1). Die 
Kor re l a t i onskoe f f i z i en t en  (r) der  Regress ionsge raden  s ind 
in be iden  D a r s t e l l u n g s a r t e n  --> 0,983. 
S te igende  K o n z e n t r a t i o n e n  yon  I I  ru fen  ebenfa l l s  eine 
H e m m u n g  der  H R P  hervor ,  wobei  die W i r k u n g  von  I I  
u m  r u n d  eine Z e h n e r p o t e n z  s t a r k e r  is t  als die yon  I. Da  
Vmax = 0,119 / k E / m i n  (s = 0,007) s ich p r a k t i s c h  n i c h t  
/ inder t  u n d  die Ge raden  (r > 0,874) sich in e inem P u n k t  
im zwei ten  Q u a d r a n t e n  des K o o r d i n a t e n s y s t e m s  schnei-  
den, is t  die H e m m u n g  d u r c h  I I  k o m p e t i t i v e r  N a t u r  
(F igur  2). K~ = 4,8 �9 10 .5 Mol/1 (s = 0,85). 
Die d u r c h  I I I  v e r u r s a c h t e  H e m m u n g  der  H R P  is t  n i ch t -  
k o m p e t i t i v  u n d  l iegt  in der  G r 6 s s e n o r d n u n g  von  I 
(Figur  3). K m =  7 , 3 ' 1 0  -~ Mol/1 (s = 0,086) u n d  Kl  = 
7,1 �9 10 .4 Mol/1 (s = 0,36). Die Kor re l a t ionskoef f i z i en ten  
(r) der  Ge raden  s ind in be iden  D a r s t e l l u n g e n  > 0,993. 
Diese in v i t ro  g e w o n n e n e n  Befunde  zeigen, dass  die Sily- 
m a r i n k o m p o n e n t e n  I - I I I  die t - IRP deu t l i ch  u n d  dosis- 
a b h g n g i g  h e m m e n .  E ine  ana loge  W e c h s e l w i r k u n g  m i t  
der  IAA-Oxidase  in v i v o  l iegt  s o m i t  auf  der  H a n d .  Wi r  
k o n n t e n  inzwischen  a u c h  auI  a n d e r e  Weise  zeigen, dass  
I - I I I  auI  d e n  A b b a u  der  I A A  Ein f luss  zu n e h m e n  ver-  
m 6 g e n  9. 
Dar i ibe r  h i n a u s  s t e h t  dieses E r g e b n i s  in gu t e r  Dbere in -  
s t i m m u n g  m i t  unse r en  f r i iheren B e f u n d e n :  A n  e inem 
p f l anz l i chen  T e s t s y s t e m  11 h a t t e n  wir  bei  I u n d  I I I  e inen 
g le ichal t r igen,  bei  I I  j edoch  e inen  a n d e r s a r t i g e n  H e m m -  
t y p u s  b e o b a c h t e t L  Die Fes t s t e l lung ,  dass  I - I I I  im 
p f l anz l i chen  O r g a n i s m u s  auf  mo leku l a r e r  E b e n e  un te r -  
sch iedl ich  wi rken ,  erla/ilt durcla die enzymolog i schen  
U n t e r s u c h u n g e n  eine zusgtz l iche  Sti i tze.  Der  Einf luss  
y o n  I - I I I  auf  die Pf lanze  is t  hochspez i f i sch  u n d  k a n n  n u r  
m i t  der  u n t e r s c h i e d l i c h e n  Moleki i lgeometr ie  de r  be t re f -  
f enden  V e r b i n d u n g e n  e rk lg r t  werden .  
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