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s u r e m e n t  of glucose (S igma Techn ica l  Bul le t in  No. 510) 
and  l a c t a t e  5. P r e v i o u s l y  descr ibed  m e t h o d s  were used 
for t he  m e a s u r e m e n t s  of r egene r a t i on  of G S H  b y  i n t a c t  
red cells 6 and  t he  s t a b i l i t y  of G S H  in t h e  presence  of 
a c e t y l p h e n y l h y d r a z i n e  7. 
Results and discussion. The  resu l t s  ( table) show t h a t  
glucose c o n s u m p t i o n  ave raged  4.99 4- 0.24 ~xM/h g l i b  
in t h e  cells of red  kanga roo  c o m p a r e d  to  3.36 4- 0.29 
in those  of g rey  kangaroos ,  t h e  dif ference be ing  s ta t i s -  
t i ca l ly  s ign i f ican t  (p < 0.01). Differences  in t he  l ac t a t e  
p r o d u c t i o n  b y  t h e  red cells were also s ign i f ican t  be tween  
t h e  2 species (p < 0.002). 

Metabolism of glucose and reduced glutathione (GSH) in the red 
blood cells of red and grey kangaroos 

Red kangaroos Grey kangaroos p 
(N = 5) (N = 5) 

Glucose consumption 
(~M/h glib) 4.99 • 0.24 3.36 • 0.29 0.01 
Lactate production 
(p~M/h glib) 10.87 4- 0.72 5.88 -4- 0.35 0.002 
GSH regeneration 
(~M/min glib) 0.275 4- 0.029 0.038 4- 0.017 0.001 
GSH stability 
(y,M/h glib) 0.052 4- 0.007 0.040 4- 0.008 NS 

Results are means -4- SEM. 

G S H  r e g e n e r a t i o n  in t he  red  ceils of b o t h  the  species 
of kanga roo  p roceeded  l i nea r ly ;  more  t h a n  90% of the  
or ig ina l  G S H  was  r egene ra t ed  in less t h a n  30 m i n  in 
red  k a n g a r o o  a n d  a b o u t  60 min  in grey  kangaroo .  Mean  
G S H  r e g e n e r a t i o n  of 0.275 4- 0.029 ~ M / m i n  g l i b  in  t he  
red  cells of r ed  kanga roos  was s ign i f i can t ly  h igher  
( p <  0.001) t h a n  0.038 • 0.017 o b t a i n e d  in grey k a n g a -  
roos ( t a b l @  As s h o w n  in t he  tab le ,  t he re  was no s ign i f ican t  
di f ference in t he  G S H  s t a b i l i t y  be tween  the  2 species 
of the  kangaroo .  
The  a c t i v i t y  of g lucose -6 -phospha te  dehyd rogenase  and  
severa l  o t h e r  e n z y m e s  of glucose m e t a b o l i s m  is h igher  
in the  red  b lood  ceils of g rey  t h a n  those  of red  kanga roos  
a n d  yet ,  as shown  in the  tab le ,  glucose u t i l i za t ion ,  l a c t a t e  
p roduc t ion ,  a n d  G S H  r egene ra t i on  ra tes  are s ign i f i can t ly  
l o w e r  in  t he  red  b lood  cells of g rey  t h a n  those  of red  
kangaroos .  The  reason  for th i s  pa radox ica l  r e l a t ionsh ip  
be tween  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  glucose m e t a b o l i s m  is n o t  
ye t  c lear  b u t  i t  m a y  poss ib ly  be  re la ted  to the  level  of 
g lycolyt ic  i n t e r m e d i a t e s  a n d / o r  differences  in p e r m e a b i l i t y  
of the  red  ceils to  glucose. S tudies  in  th i s  d i rec t ion  m a y  
he lp  u n d e r s t a n d i n g  t he  e v o l u t i o n a r y  i n t e r r e l a t i onsh ips  
be tween  t he  d i f fe ren t  species of marsupia l s .  
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Summary. Seedl ings of Lepidium sativ~m L. c o n t a i n  4 pe rox idase  i soenzymes .  The i r  de -novo- syn thes i s  is s igni f icant ly  
depressed  in t he  presence  of 3 �9 10-s moles/1 s i lybin,  s i lyd ian in  a n d  s i lychr i s t in  in the  i n c u b a t i o n  m e d i u m  respect ively .  

I n  f r i iheren Mi t t e i l ungen  1, 2 f iber unsere  U i i t e r s u c h u n g e n  
zur  F u l l k t i o n  y o n  (~ S i lymar in  ~> in der  P f l anze  h a t t e n  wir  
be r i ch te t ,  dass  Silybil i  (I), S i lyd ian in  (II)  u n d  Si lychr i s t in  
( I I I ) ,  die z u s a m m e n  das  biologisch a k t i v e  Pri l iz ip de r  

�9 F r t i ch t e  de r  Mar iend i s te l  (Silybum marianum Gaert l i . )  
da r s t e l l en  3, das  W a c h s t u m  voli  Kres seke iml ingen  ill 
spezi f ischer  Weise  beeinf lussen.  Die W i r k u n g e n  yon  I 
bis  I I I  s ind  dos i sabh~ng ig  u n d  lassen sowohl  bei  de r  
Aktivit~Lt der  e inze lnen  V e r b i n d u n g e l i  als a u c h  bei  der  
K o m b i l i a t i o n  derse lbel i  u n t e r e i n a n d e r  m a r k a l i t e  U n t e r -  
schiede  e r k e n n e n  1. Als Ursache  fiir d iesen Ef fek t  yon  
I his  I I I  ha t t e l l  wi r  e ine I n t e r a k t i o n  de r  Wi rks to f f e  m i t  
d e m  M e t a b o l i s m u s  des prim~,ren P h y t o h o r m o n s  Indo l -  
essigs~ure (IAA) in B e t r a c h t  gezogen 4 u n d  diese Ver-  
m u t u n g  a u c h  expe r imen te l l  ges t i i t z t  2, ~ So erweisen sich 
I - I I I  in v i t ro  als spezif ische Inh ib i to r e l i  de r  Meer re t t i ch -  
P e r o x i d a s e  2, eines E n z y m s ,  das  m i t  de r  IndolessigsAure-  
Oxidase  ( IAA-Oxidase)  der  P f l anzen  n a h e  v e r w a n d t  is t  5. 
Der  d u r c h  die I n h i b i t i o n  der  I A A - O x i das e  v e r m i n d e r t e  
A b b a u  de r  I A A  muss  d a h e r  zwangsl~uf ig  zu e iner  Ver-  
s tArkung  der  speziel len W i r k u n g e n  des P h y t o h o r m o n s  
ff ihren.  

I n  dieser  A r b e i t  f t ihren  wi t  dell Nachweis ,  dass  unse r  
T e s t o b j e k t  e, Ke iml inge  de r  Ga r t enk re s se  (Lepidium sati- 
vum L.), m e h r e r e  Pe rox ida se - I soenzyme  e n t h ~ l t  u n d  dass  
die D e - n o v o - S y n t h e s e  de rse lben  d u r c h  die T e s t s u b s t a n z e n  
I - I I I  s ign i f ikan t  h e r a b g e s e t z t  wird. 
Material und Methodik. T e s t s u b s t a n z e n  u n d  Tes t sys t em.  
Zur  A n w e n d u n g  k a m e n  stabi le ,  wasser l6sl iche D e r i v a t e  
yon  I b i s  I I I  (Na-Salze  de r  Dihemisucc ina te )7 .  Als Tes t -  
o b j e k t  w u r d e n  Ke iml inge  v o n  Lepidium sativum L., Sor te  
, c resson  Iris6*, b e n u t z t .  E i n e  genaue  Besch re ibung  dieses 
Tes t sy s t ems  I i n d e t  s ich a n  ande re r  Stelle 6. Fo lgende  
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Peroxidaseaktivitfit in Kressekeimlingen in den Stadien A und B 

Entwicklungs- Enzymaktivit~it Hemmung 
stadium (A E/min/mg Protein) (%) 

A 0,70 
Bo 4,03 
B1 2,27 
BI~ 2,57 
BIII 3,17 
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Strukturen von Silybin (I), Silydianin (II) und Silychristin (III). 

Peroxidase-Isoenzymmuster yon Kressekeimlingen (Lepidium sa- 
tivum L.). 
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Strukturen von Silybin (I), Silydianin (II) nnd Silychristin (III). 

En twick lungss tad ien  der  Keimlinge werden unterschie-  
den:  A = Anzuch t s t ad ium (30 h in aqua  font. bei 26 ~ 
B = embryonales  W a c h s t u m  (auf A folgende 24 h in 
0,02 M Phospha tpuf fe r  p H  = 6), und zwar ohne Zusatz 
(Bo, Kontrolle)  bzw. un te r  Zusatz von  jeweils 3 . 1 0  -3 
Mol/1 der  Tes tsubs tanzen I (BI), I I  (BII) und I I I  (BIII). 
Enzympf i tpara t ion .  Die yon Samenschale  und anhaf ten-  
dem Schleim befrei ten Keimlinge  (S tad ium A) bzw. die 
in den zu tes tenden  Medien (BI-BIII) und im Kontrol l -  
med ium (Bo) angezogenen Keiml inge  (Versuchsmenge 
e twa 1 g) wurden  in 6 ml  0,1 M Phosphatpuffer ,  p H  = 7, 
un ter  Eiski ihlung homogenisiert ,  f i l t r ier t  und bei 50 000 • g 
zentr ifugiert .  Der  Cber s t and  wurde bei 4~ 20 h lang 
gegen 0,01 M Puffer  dialysier t  und das Dia lysa t  zur 
Akt iv i t~tsmessung,  P ro te inbes t immung  8 und Disk-Elek-  
t rophorese b e n u t z t .  
Aktivit~ttsmessung. 1 ml  Guaj acoll6sung (1,5 �9 10- ~ Mol/l), 
i ml H~O~ (1,5 �9 10 -2 Mol/l) und 0,9 M Phosphatpuffer, 
pH = 7, wurden bei 30~ mit 0,i ml Dialysat versetzt. 
Die Extinktion wurde 3 rain lang bei 436 nm gegen Luft 
aufgezeichnet und daraus die mittlere Extinktionszu- 
nahme  (AE/min) berechnet .  Die erhal tenen Wer te  wurden  
auf den jeweiligen Pro te ingeha l t  des Dialysates  bezogen 
(AE /min /mg  Protein).  
Diskelektrophorese.  Die Dia lysa te  wurden  in Minicon- 
E inhe i ten  25fach konzent r ie r t  und auf Polyacry lamid-Gel  
aufgetrennt .  Ger~it: Modell 1200 der Fa.  Canalco, Rock-  
ville, Maryland,  U S A  9. Die Auf t rennung  erfolgte nach  
Maurer  1~ mi t  Gelsystem Nr. 1 (4 mA/R6hrchen ,  Laufze i t  
1,5 h) fiir anodisch und mi t  Gelsys tem Nr. 5 (1,5 m A ;  
Laufze i t  3,5 h) fiir kathodisch wandernde  Isoenzyme.  
Jedes Gelr6hrchen (LS.nge 70 ram, Durchmesser  6 mm) 
wurde  mi t  1 ml  Trenngel  und mi t  0,3 ml  Sammelgel  
beschiekt.  Das E n z y m k o n z e n t r a t  wurde direkt  auf  das 
Sammelgel  aufget ragen (25 ~zl/R6hrchen) und mi t  
E lek t rodenpuf fe r  i ibersehichtet .  Detekt ion.  Die Trenngele  
wurden  nach Siegel et al. n in e inem Gemisch aus 5 ml 
Guajacoll6sung, 5 ml H20  , und 5 ml  Phospha tpuf fe r  
20 rain inkubier t ,  wobei  die I soenzyme als ro tbraune  
Banden  s ichtbar  wurden.  
Resultat. Die pflanzliche Peroxidase (E.C. 1.11.1.7) t r i t t  
auch im vorl iegendem Tes tob jek t  in mul t ip le r  ~ o r m  auf. 
Auf Grund ihrer unterschiedl ichen Wanderungsgeschwin-  
digkei t  und Lauf r ich tung  k6nnen 3 kathodisch (EI-E3) 
und 1 anodisch migrierendes I soenzym (E4) nachgewiesen 
werden (Figur). 
Die Zymogramme  der Stadien A und B erscheinen 
qua l i t a t iv  gleichartig. Eine  semiquan t i t a t i ve  Auswer tung 
ergab lediglich, dass die Aktivi tXt  der I soenzyme E 2 - E  4 
mi t  for tscbrei tender  En twick lung  der  Keimlinge stark 
zunimmt .  Die Gesamtaktivi t /~t  der  Peroxidase  ist in den 
mi t  den Tes tsubs tanzen I - I I I  behandel ten  Keimlingen 
deut l ich niedriger als in den unbehande l t en  Kontrol len  
(Tabelle). Da im vor l iegenden Fal l  die Enzymakt iv i t / i t ,  
bezogen auf den Prote ingehal t ,  in den mi t  I - I I I  behandel-  
ten  Keimlingen s ignif ikant  absinkt,  ist  der  Schluss zu- 
l~ssig, .dass die S i lymar inkomponenten  nieht  nur, wie 
bereits  frfiher festgestel l t  3, ats Inhib i toren  der  Peroxidase 
wi rksam sind, sondern dass sie auch in einer noch nicht  
gekl/ ir ten Weise die De-novo-Synthese  des E n z y m s  in 
der Pf lanze beeintr/ ichtigen.  
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