Phytochemistry, 1975, Vol. 14, pp. 417-422. Pergamon Press. Printed in England.

UEBER DEN ABBAU VON FLAVONOLEN
DURCH PFLANZLICHE PEROXIDASEN*

WOLFGANG HOSEL, GUDRUN FREY and WOLFGANG BARZ

Lehrstuhl fiir Biochemie der Pflanzen der Universitiit, 44 Miinster/Westfalen, Deutschland
(Eingegangen 26 Juni 1974)

Key Word Index—Plant peroxidases; flavonols; degradation products: isoelectric focusing; isoenzymes; IAA oxi-
dase.

Abstract—Peroxidases have been shown to catalyse the degradation of flavonols via 2,3-dihydroxyflavanones
to benzoic acids. Incubation of (U-'#C)-kaempferol with pure horseradish peroxidase leads to the same reaction
products (2,3,4,5,7,4'-pentahydroxyflavanone, p-hydroxybenzoic acid, '*CO,, several polar, water soluble catabo-
lites) as given by enzyme preparations from various plant species. Further reactions of flavonols and their glyco-
sides with peroxidases are discussed. All peroxidase isoenzymes of Sinapis alba and Cicer arietinum, obtained
by isoclectric focusing, have been shown to degrade flavonols at the same rate. The peroxidase catalysed degrada-
tion of polyphenols is discussed in relation to TAA oxidase.

Zusammenfassung—Fiir den frither mit Enzymen aus hoheren Pflanzen beschriebenen Abbau von Flavonolen
iiber 2,3-Dihydroxyflavanone zu Benzoesiduren wurden Peroxidasen als verantwortliche Enzyme erkannt. Beim
Abbau von (U-'*C)-Kimpferol mit reiner Meerrettich-Peroxidase entstehen dieselben Produkte (2,3,5,.7,4'-Penta-
hydroxyflavanon, p-Hydroxybenzoesiure, '“*CO, und mehrere polare, wasserlosliche Katabolite) wie mit
Enzymen aus zahlreichen hoheren Pflanzen. Weitere Reaktionsmoglichkeiten von Flavonolen und ihren Glyko-
siden mit Peroxidasen werden besprochen. Alle durch isoelektrische Fokussierung erhaltenen Peroxidase-Isoen-
zyme aus Sinapis alba und Cicer arietinum besitzen vergleichbare Fihigkeiten zum Flavonolabbau. Der Peroxi-

dase-katalysierte Polyphenolabbau wird im Zusammenhang mit der TAA-Oxidase diskutiert.

EINLEITUNG

Flavonole sind in hoheren Pflanzen stoffwechsel-
aktive Verbindungen [1], die fortlaufendem
Umsatz und Abbau unterliegen. Fiir die katabolen
Stoffwechselwege der Flavonole Kimpferol und
Quercetin konnen durch Arbeiten mit pflanzlichen
Enzymen [2,3] wie auch mit Zellsuspensionskul-
turen hoherer Pflanzen [3] genauere Angaben
gemacht werden. Der im zellfreien System unter-
suchte Abbau fiihrt iiber 2,3-Dihydroxyflavanone
[2] zu eciner ‘Spaltung des Flavonoidgeriistes,
wobei aus dem B-Ring die entsprechenden Ben-
zoesiuren entstehen [3]. Diese enzymatische Akti-
vitdit fir Flavonol-Umsetzung (“fu-Enzymakti-
vitit”) ist im Pflanzenreich offensichtlich weit ver-
breitet, da sie in allen bisher untersuchten Pflanzen
[4] nachgewiesen wurde. Offensichtlich gleichar-
tiger Abbau von Flavonolen erfolgte in pflanz-
lichen Zellsuspensionskulturen (Cicer arietinum,
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Glycine max, Phaseolus aureus, Petroselinum hor-
tense). Neben den Benzoesduren aus dem B-Ring
wurden bei Applikation von '*C-Flavonolen
betrichtliche Mengen an '*CO, freigesetzt [3].
Die weite Verbreitung der fu-Enzymaktivitit in
Pflanzen, verschiedene chemische Aspekte sowie
zahlreiche Hinweise auf die Umsetzung von
phenolischen Substraten mit pflanzlichen Peroxi-
dasen [5-10], veranlaBten uns, den von uns nach-
gewiesenen Abbau der Flavonole auf die Einwir-
kung von Peroxidasen zuriickzufiihren. In der vor-
liegenden Arbeit berichten wir iiber die Identitit
von fu-Enzymaktivitit mit Peroxidasen sowie iiber
die Auftrennung von Peroxidase-Isoenzymen und
deren Fiahigkeit zum Flavonolabbau.

ERGEBNISSE
Identitdit von fu-Enzym und Peroxidase

Inkubiert man Flavonolaglyka, z. B. Kdmpferol
(Kurve A in Abb. 1) mit Meerrettich-Peroxidase
(abgekiirzt HRP) in Gegenwart von H,O,, so
konnen im Bereich von 200-450 nm genau die
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Acnderungen  der UV-Absorption  beobachtet
werden, die {ir die Inkubation von Flavonolag-
lyka mit fu-Enzym beschriecben wurden [2.37]. In
incr ersten Reaktion entsteht das 2.3.5.7.4'-Penta-

¢
hvdroxvilavanon (Kurve B in Abb. da

1) das im wei-
teren Inkubationsvertauf weiter umgesetzt wird (C.
D in Abb. 1). Die Umwandlung von Kiampferol in
das 2.3.5.7 4-Pentahydroxytflavanon verliuft dabet
wic bei der fu-cnzymatischen Rcaktion wicder
wesentlich schneller als dessen weitere Umsetzung.
| pg HRP setzte i 1 min 0.5 umol Kidmplerol in
Gegenwart von 0.4 ymol H,O, vollstindig i das
23574 -Pentahydroxyflavanon um, das sciner-
seits in demsclben Inkubationsansatz innerhalb
von vier Stunden fast vollstindig weiter umgesetzt
wurde. Durch Erhohung der H,O, Konzentration
konnte die Reaktionsgeschwindigkeit weiter gestei-
gert werden. Bei der chromatographischen Unter-
suchung des Inkubationsansatzes am Ende der In-
kubation (D in Abb. 1} ist als Hauptabbauprodukt
des B-Rings wieder die entsprechende Benzoesiiure
[3]. bet Kampferol die p-Hydroxybenzoesiure.
nachweisbar.  Wird  2.3.5.7.4-Pentahydroxyfla-
vanon (isoliert und gereinigt nach [2]) mit HRP
and H.O, versetzt. so zeigt sich dersclbe Verlauf
wie in Abbildung 1 (B, C. D). der bereits i das
fu-Enzym beschricben wurde [2]. Eine Produkt-
analyse crgab auch in diesem Fall identische
Ergebnisse. '

Dic Umwandlung der Flavonole durch fu-
Enzym aus Pflanzen sowie durch HRP findet nur
in Gegenwart von H,O, statt. Katalase hemmt
Jeweils schon in geringer Konzentration (I pg/ml)
dic Flavonol-Umsetzungen vollstindig. Die friiher
beschrichenen fu-enzyvmatischen Reaktionen., die
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Abb. 1. Verlauf der UV-Absorption bei der Inkubation von

Kimpferol mit Meerrettich-Peroxidase und H,O, in Phos-

phatpuffer. pH 7.5. (A) bei Beginn. (B) nach | min. (C) nach I
Stunde. (D) nach 4 Stunden.

ohne H,O, durchgefthrt worden waren [2.3].
konnen  durch H.O.-Zusatz  stark  gesteigert
werden und ebenso kann der Verlust an fu-cnzy-
matischer Aktivititnach Ammounsulfatfidliung. bzw.
nach Sephadex G 25 Filtration des Proteins {11]
durch Zusatz von H,O, wicder vollstdndig aufge-
hoben werden. Dic genannten Griinde sprechen
dafir. dafl dic enzymatische Umwandlung der
Flavonole durch Pcroxidasen katalysiert wird.
Quantitative Untersuchungen deuten daraufl hin.
dafl die Reaktionsgeschwindigkeit von H.O.-
Gehalt des Inkubationsansatzes abhiingt. H.O,
aber in einer geringeren als der stochiometrisch
notwendigen Menge fiir die Flavonolumsetzung
bendtigt wird.

Fehlen dev optischen Aktivitir des 2.3.5.7.4'-Pentu-
hyvdroxyflavanon

Ber der Umwandlung der Flavonole in die 2,3-
Dihydroxyflavanone [2] entstehen an den Posit-
ionen 2 und 3 des Flavanongeriistes zwel asymme-
trische Kohlenstoffatome. Im Falle einer stercospe-
zifischen Reaktion sollte cine optische Aktivitiit
des cntstchenden Produktes meBbar sein. Ger-

cinigtes  2.3.5.7.4-Pentahydroxvflavanon  zeigte

jedoch keinerlei optische Aktivitit. Diese Tatsache

1st nicht iiberraschend. da Reaktionen von Peroxi-
dasen nicht stercospezifisch erfolgen {127 und
andererseits auch die 7ykhische Halbketalstruktur
der 2.3-Dihvdroxyflavanone leicht razemisiceren
sollte.

Abbau von (U-"*C)-Kdmpferol durch Meerrettich-
peroxidase

Bei Inkubation von (U-'*C)-Kidmplerol [3] mit
HRP und H,O, konnte am Ende der Inkubation
(entsprechend Spektrum D in Abb. ) folgende
Radioaktivititsverteilung gemessen werden:

(a) Ca 1", der Radioaktivitiit wurde im Verlauf
der Inkubation als *CO, freigesetzt,

(b) Ungefidhr 30°, der Radioaktivitdt licllen sich
durch Acther aus dem Inkubationsansatz extra-
hieren, dic Hauptmenge der Radioaktivitit war
dabel in p-Hydroxybenzoesiure enthalten. AuBer-
dem war bei Diinnschichtchromatographic  des
Actherextraktes eine zweite. stirker polare Sub-
stanz, allerdings in bedeutend geringerer Menge 7u
beobachten.

(c) Die Radioaktivitit des wiissrigen Riickstands
war in mehreren  stark  polaren  Substanzen
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enthalten, die offensichtlich keine pheonlische
Struktur mehr besaBlien. Die Strukturen dieser
Substanzen. die aus dem A-Ring bzw. aus dem
heterozyklischen  Teil des  Flavonoidgeriistes
stammen, sind noch unbekannt, an threr Aufkla-
rung wird gearbeitet.

Der Abbau von (U-'*C)-Kidmpferol mit Peroxi-
dasen aus der Kichererbse verliel genauso wie mit
HRP vorstehend beschrieben.

Weitere Reaktionen von Flavonolen mit Peroxi-
dasen

Aufler den oben beschriebenen Reaktionen be-
wirken Peroxidasen in Gegenwart von H,O, mit
Flavonolen offensichtlich auch noch weitere
Umwandlungen. So erfolgt beim Abbau von Quer-
cetin wahrscheinlich ein weiterer Angriff an der o-
Dihydroxystruktur des B-Rings. denn Protocate-
chusdure ist als Abbauprodukt nicht oder nur in
Spuren nachweisbar. Auf welcher Stufe des
Abbaus eine Reaktion am B-Ring erfolgt, ist un-
klar, denn auch Protocatechusidure selbst kann mit
Peroxidase und H,O, reagieren [13].

Die Bildung der 2,3-Dihydroxyflavanone erfolgt
nur, wenn die 3-Hydroxylgruppe der Flavonole
frei  vorliegt.  Flavonol-3-Glykoside  zeigen
dagegen diese Reaktion nicht [3,11]. Inkubiert
man jedoch Flavonol-3-Glykoside mit HRP in
Gegenwart von H,O,, so zeigt sich, dal} auch sie
umgewandelt werden, denn es erfolgen deutliche
Verdnderungen in ihrem UV-Spektrum, wobel vor
allem das Maximum bei 350 nm fast vollstindig
verschwindet. Dabei werden Quercetin-3-Glyko-
side, z. B. Rutin, bedeutend schneller umgesetzt als
Kiampferol-3-Glykoside, dies deutet wiederum auf
einen Angriff der Peroxidase an der o-Dihydroxy-
struktur hin. Die Reaktionen der Flavonol-3-Glyk-
oside laufen im Gegensatz zu denen der Flavonol-
Aglyka um Groflenordnungen langsamer ab und es
sind auch bedeutend hohere Konzentrationen an
Peroxidase und H,O, notwendig.

Flavonolumsetzung mit Peroxidase-1soenzymen

Nachdem der Abbau von Flavonolen iiber 2,3-
Dihydroxyflavanone durch Peroxidase bewiesen
war, haben wir durch Auftrennung von pflanz-
lichen Peroxidasen in die Isoenzyme festgestelit,
ob diese Reaktion eine generelle Fihigkeit von
Peroxidasen ist oder ob dazu nur einzelne Isoen-
zyme befihigt sind; eine solche Spezififdt konnte
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Peroxidase-Isoenzyme

aus Sinapis alba Keimlingen (A) und Zellkulturen von Cicer

arietinum (B), aufgetrennt durch isoelektrische Fokussierung

auf Sephadex G 75 beschichteten Gelplatten. Die Auftren-

nungen erfolgten in zwei voneinander unabhingigen Liufen,
die Detektion erfolgte jeweils mit o-Dianisidin.

bei den Umwandlungen von Scopoletin [7] und
Ferulasdure [8] durch Peroxidase Isoenzyme von
Nicotiana tabacum Zellkulturen gezeigt werden.
Die Peroxidase-Isoenzyme von Sinapis alba [14]
sowie von Zellsuspensionskulturen von Cicer arie-
tinum [ 3] wurden durch isoelektrische Fokussier-
ung an Sephadex G 75 superfine beschichteten
Gelplatten [15] aufgetrennt. Die Detektion
erfolgte einerseits direkt auf der Platte mit o-
Dianisidin (eine schematische Darstellung der Per-
oxidase Isoenzymbanden aus den beiden unter-
suchten Pflanzen zeigt Abb. 2), zum anderen
wurden die aufgetrennten Isoenzyme mit Puffer
eluiert und nach Entfernung der Ampholine die
Aktivitit fiir o-Dianisidin und fir Kémpferol
gemessen. Es zeigte sich, daB} alle mit o-Dianisidin
aktiven  Peroxidase-Isoenzyme  auch  mit
Kimpferol als Substrat aktiv waren, wobel sich die
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Tabelle 1. Vergleich der spezifischen—-sowie der Gesamtaktivitdt der in Abb. 2 dargestellten Peroxidase-Isoenzyme von, Sinapis
alba Keimlingen (A) und Cicer arietinum Zellkulturen (B); Kimpferol und o-Dianisidin dienten als Substrate. Dic Nummerierung
der Isoenzyme entspricht der in Abb. 2

Enzymaktivitit mit Kdmpferol

Enzymaktivitdt mit o-Dianisidin

Protein Spez. Akt. Gesamtakt. Spez. Akt. Gesamtakt.
(Isoenzyme) (u#mol/1 min x mg) (umol/mh (U/ min x mg) (U/mb)
Keimlinge von Sinapis alba (a)
Ausgangsrohsaft 374 260 1300 8800
2 12,5 15 512 615
4 10.1 21 393 825
7 5.3 10,5 89 177
8 7.9 16,5 175 368
10 0.8 1.5 50 45
11 1.7 2,65 6 10
12 1.1 1.9 s 6
Zellsuspensionskulturen von Cicer grietinum (b)
Ausgangsrohsaft 253 760 9700 29000
2 32 32 514 314 .
3 21 44 619 1300
5 LS 2.8 31 5K
6 1.6 28 6.2 11
7 56.5 130 210 4900
8 8.6 8.6 180 180
9 3.3 5.6 3335 57
10 1.4 3.6 14 36

[soenzyme in ihrer relativen Aktivitdt gegen o-
Dianisidin und Kédmpferol gleich verhielten. daf3
heiflit hohe Aktivitdt bei o-Dianisidin war mit
hoher Aktivitit bei Kdmpferol gekoppelt und
umgekehrt (Tabelle 1).

Man kann also schlieBen, dal alle Peroxidase-
Isoenzyme (zumindest die aus S. alba und C. arie-
rinum) die Fihigkeit zum Flavonolabbau besitzen.

Verteilung der Peroxidase-Aktivitit in der Kicher-
erbsenpflanze

Im Hinblick auf die ubiquitdre Verteilung von
Peroxidasen im Pflanzenreich erscheint es
verniinftig. dall die Flavonolumwandelnde Enzy-
maktivitit in allen frither untersuchten Pflanzen
nachgewiesen wurde [4]. Die friiher in den ver-
schiedenen Organen der Kichererbsenpflanze
gemessenc stark unterschiedliche Verteilung dieser
Enzymaktivitit [4] war jedoch mit dem generellen
Vorkommen von Peroxidase in allen Pflanzen-
teilen {16] nicht zu vercinbaren. Eine erneute Be-
stimmung, diesmal allerdings unter Zusatz von
H,0,, ergab sodann (Tabelle 2), daB die fu-Enzym-
aktivitit gleichmidBig dber alle Organe der
Kichererbse verteilt ist.

Die frither gemessene unterschiedliche Vertei-
lung beruhte offensichtlich auf einem unterschied-
lichen endogenen H,0,-Gehalt der Protein-

priaparationen, wahrscheinlich bedingt durch unter-
schiedlich hohe Mengen von Katalase.

DISKUSSION

Die Ergebnisse in Abb. 2 und Tabelle | bew-
eisen, daB3 alle Peroxidasen die generelle Fihigkeit
zum Flavonolabbau besitzen. Dabei sind neben
dem Abbau liber 2,3-Dihydroxyflavanone zu Ben-
zoesduren und weiteren. noch nicht identifizierten
Produkten des A-Rings und des Heterozyklus,

Tabelle 2. Vergleich der spezifischen-—sowie der Gesamtperox-

idaseaktivitdt der verschiedenen Organe cines acht Tage alten

Keimlings von Cicer arietinum. als Substrat wurde Kiimplerol
verwendet

Enzymaktivitdt mit Kaempferol
Gesamtaktivitiit

Spez. Akt (pumol1 g

Pflanzenorgan {umol/mg. Prot.) Frischgewicht)
Knospen 9.3 124
Juengere

Blaetter 10.2 127
Acltere

Blaetter 7.8 8t
Blattsticle 10.9 a2
Stengel 10.0 67
Hypokotyl 55,0 208
Kotyledonen 15.9 327
Wurzeln 17.9 60
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offensichtlich auch noch weitere Reaktionsmog-
lichkeiten sowohl bei Flavonolaglyka als auch bei
Flavonolglykosiden moglich. Der Peroxidase-
katalysierte Flavonolabbau kann sogar bis zu CO,
fithren, wobei jedoch nicht alle Schritte enzyma-
tischer Natur zu sein brauchen. Insgesamt stellt
sich der Abbau von Flavonol durch Peroxidasen
als ein sehr komplexes Bild verschiedener Reak-
tionsmoglichkeiten dar. Die grofle Breite der
Reaktionsmoglichkeiten von Peroxidasen ist ja
von einer groflen Zahl phenolischer Substrate be-
kannt, wobei neben anabolen Stoffwechselwegen
und Polymerisationsreaktionen (Ligninbildung)
auch Abbaureaktionen vorkommen. So bestehen
z. B. verschiedene Reaktionsmoglichkeiten bei
Chalkonen [35,17], Benzoesduren [13], Auronen
(18], Flavanonen [19] und selbstverstiandlich bei
synthetischen Substraten [107], wodurch sich unter
anderem auch die Schwierigkeiten bei der Struk-
turaufkldrung der zahlreichen Reaktionsprodukte
erkldren. Der Abbau von Auronen durch Peroxi-
dase [ 18, 20] erfolgt im Prinzip nach dem gleichen
Schema wie der der Flavonole, da sich vergleich-
bare Abbauprodukte bilden.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Beweise fiir
einen Polyphenolabbau durch Peroxidasen sind
im Zusammenhang mit der mehrfach beschrie-
benen Schutzfunktion von Polyphenolen auf die
TAA-Oxidase von Bedeutung. In solchen Fillen ist
wohl ein vorrangiger Abbau der Polyphenole an
Stelle der Indolylessigsiure durch Peroxidase
anzunehmen [217].

In unseren fritheren Untersuchungen haben wir
fiir den Abbau von Flavonolen durch fu-Enzym, d.
h. durch Peroxidasen, eindeutig einen Verbrauch
von molekularen Sauerstoff nachgewiesen [2].
Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen von Sano [22], der den Einflufl von Querce-
tin auf die kinetischen Daten des oxidativen [AA-
Abbaus durch Peroxidase aus Pisum sativum un-
tersuchte und dabei nur fiir die IAA-Oxidation
nicht aber fiir den Quercetinabbau Verbrauch von
molekularem Sauerstoff feststellen konnte. Auch
der Hinweis, dall Quercetin zu einer blau-violetten
Verbindung abgebaut wird, steht im volligen
Gegensatz zu unseren Untersuchungen. Da der
Autor die IAA-Oxidaseaktivitit durch Messung
des Sauerstoffverbrauchs bestimmte, berechtigt die
u. E. falsche Annahme, daB3 der Quercetinabbau
keinen Beitrag zum Sauerstoffverbrauch leistet, zu

erheblichen Bedenken gegen die Aussagekraft der
angefiihrten Ergebnisse.

Ob der in Cicer arietinum gemessene Umsatz
von Flavonolen [23] oder der in Tabakpflanzen
beobachtete Flavonolabbau [24] mit der Wirkung
von Peroxidasen zusammenhingt, ist bisher noch
unklar. Der bei pflanzlichen Zellkulturen
gemessene starke Abbau der Flavonolaglyka [3] ist
dagegen mit ziemlicher Sicherheit zum groBen Teil
auf die Aktivitdt von Peroxidasen zuriickzufiihren.
Es kann gegenwirtig noch nicht gesagt werden,
welche physiologische Bedeutung dem Abbau von
Flavonolen durch Peroxidasen zukommt.

Scopoletin und Ferulasidure werden als physio-
logische Substrate der Peroxidase von Nicotiana
tabacum, vielleicht im Zusammenhang mit deren
IAA-Oxidasefunktion, angesehen, da in dieser
Pflanze spezifische Isoenzyme fiir die beiden Sub-
strate vorliegen [7,8]. Da wir spezifische Peroxi-
dase-Isoenzyme der Flavonolumsetzung dagegen
bei unseren Untersuchungen nicht nachweisen
konnten, muf3 die physiologische Bedeutung dieser
Reaktion in weiteren Untersuchungen kritisch
tiberpriift werden. Dies gilt ebenfalls fiir die bisher
noch nicht strukturell aufgeklidrten Flavonolkata-
bolite aus den Peroxidasereaktionen.

EXPERIMENTELLES

Chemikalien und Gerite. Meerrettich-Peroxidase
(E.C. 1.11.1.7), Katalase und die Vergleichsproteine fiir die isoe-
lektrische Fokussierung wurden von der Fa. Boehringer,
Mannheim, bezogen. Die benutzten Phenole stammten von der
Fa. Roth, Karlsruhe. Die Herstellung von (U-'*C)-Kiampferol
wurde bereits beschrieben [3]. Die Messung der optischen
Aktivitdt wurde mit einem Polarimeter P141 der Firma Perkin-
Elmer durchgefiihrt. die Enzymumsetzungen wurden in einem
Unicam SP 800- oder einem Zeiss PMQ I1-Spektralphotometer
gemessen. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte in einer
Trennkammer der Fa. LKB, Stockholm, mit einem Steuergerit
der Fa. Ortec, Oak Ridge, U.S.A.

Pflanzenmaterial. Die Keimlinge von Sinapis alba wurden un-
ter dunkelrotem Lichtangezogen [ 14] und nach 96 Stunden auf-
gearbeitet. Anzucht und Haltung der verwendeten Zellkul-
turen von Cicer arietinum entsprachen fritheren Angaben [3].

Herstellung der Enzympriparation. 1 g Frischpflanzenmater-
ial oder 0,3 g Acetontrockenpulver wurden mit [ g Quarzsand
und 4 ml Kaliumphosphatpuffer (0. M, pH 7,5) 10min im
Mérser homogenisiert und das Homogenat 30 min bei 50000 g
zentrifugiert. Der Ueberstand wurde bis zu einer Konzentration
von 0,] M mit dem Katalaschemmstoff 3-Amino-1,2.4-triazo}
(AT) versetzt und | Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert,
wodurch Katalase fast vollstindig gehemmt wird [25,26].
Anschliefend erfolgte eine Ammonsulfatfallung bis zu 809,
Sittigung. der Niederschlag wurde in Phosphatpufler (0.05 M,
pH 7.0,0,1 M an AT) aufgenommen und mit Hille der Zentrifu-
gentechnik durch Sephadex G 25 fine filtriert. Alle Arbeitsginge
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wurden bei 4 durchgefiihrt. Das Scphadex G 25 fine-Filtrat
wurde in die Inkubationsansidtze sowie fir die isoelcktrische
Fokussierung eingesetsL.

Enzyimatische  Flavonolumsetzung. 0.2 pmol Flavonol, i
0.1 mi Acthylenglykolmonomethyliither geldst. wurden mit
1.7ml Tris HCE (0.1 M, pH 7.5) oder Citrat-Phosphatputler
(0.1 M. pH 53 und mit 0.1 ml Peroxidaselosung  versetzt.
AnschlicBend wurde dic Enszymreaktion durch Zugabe von
0.1 ml H,O,-Losung (4 mmolar) gestartet, bei Zimmertempera-
tur direkt in Kiivettenhalter inkubiert und die Aenderung der
UV-Absorption in bestimmten Zeitabstinden registriert. Bei
quantitativen Messungen wurde dic Abnahme der Flavonoles-
tinktion bei 366 nm dirckt mit cinem Schreiber registriert und
dic Anfangsgeschwindigkeit bestimmt. wobei quantitative Bes-
ummungen ausschlieflich im Citrat Phosphatpufler (pH 3.5
durchgefthrt wurden.

Messung der Peroxidaseaktivitdr mit o-Dianisidin. Der Inku-
bationsansatz bestand aus 0.05 mi ciner 0,59 jigen o-Dianisidin-
1osung (180 pgmot). 275 ml Acctatpuffer (0.05 M. pH 5.4) sowie
0.1 ml Peroxidaselosung und gestartet wurde mit 0.1 mi einer
H,O,-Losung (0.1 M). Dic Zunahme der Extinktion bei 546 nm
wurde dirckt mit einem Schreiber registriert und dic Anfangs-
geschwindigkeit in AE/min ermittelt.

Reinigung  des  23.574-Pentahivdroxyflavanon.  Dic Rei-
nigung dieses Kampferol-Abbauproduktes zur Messung der
optischen Aktivitit wurde wie beschrichen {2] durchgeliihrt
und i Methanol (ca 20 mg 10 ml) zur Messung gebracht.

Abbau von (U-"*Cy-Kiimpferol durch Peroxidase. U.135 ymol
(U-"C)-Kiamplerol (Gesamtradioaktivitiit 90000 dpm) wurden
mit 1 pg Peroxidase und 04 gmol H,O, entsprechend dem
oben geschrichenen Ansatz in cinem luftdicht abgeschlossenen
Gefid 60 min inkubiert. wobei das sich entwickelnde '*CO,
durch ecin in dem Gefils befindliches Auffanggefiaf3 in ciner
Losung  aus  Acthanolamin/Aethylenglykolmonomethylither
(1:2) absorbicrt wurde. Am Ende der Tnkubation wurde dic
Radioaktivitiit in der Absorptionslosung gemessen und der In-
kubationsansatz mit Acther extrahiert. Der Actherextrakt
sowie der wiissrige Riickstand wurden durch Dimnschichtchro-
matographic in den {rither beschricbenen Laufmittelsystemen
[2] und dic Radioaktivititsverteilung durch Scanning bes-
timmt.

Isoclekerische Fokussierung. Die Trennung der Peroxidase-
[soenzyme  durch isoclektrische
Sephadex G 75 superfine beschichieten  Diinnschichtplatten
(20 % 40 cm) entsprechend der Methode von Delincée und
Radola [15] durchgeftihrt. Die Konzentration am Ampholinen
{pH 3 10) im Gel war 27, dic Dauer der Fokussierung unter
Kiihlung der Platte auf 4 betrug 18 Stunden bei 800 Volt
(13 mA), Zur Kontrolle der Fokussierungen wurden jeweils die
gefédrbten Proteine Cytochrom C. Myoglobin und Ferritin mit
aufgetragen. Nach Beendigung der Fokussierung wurden die
Peroxidase-lsoenzyme entweder durch Firbung cines mit o-
Dianisidin und H,0, getriinkten Papierstreifen detektiert oder
nach Llution mit Puffer und Entfernung der Ampholine durch
Filtration an einer kleinen Sephadex G 25 fine-Siiule nach den
oben beschrichenen Methoden auf ihre Aktivitit untersucht.
Dic Inaktivierung der Peroxidasen bei der isoelektrischen Fo-
kussierung war betriichtlich, da nur jeweils ca 30°, der
cingesetzten Gesamtaktivitit nach der Trennung cluiert werden
konnten.

Nach Abschlufy unscrer experimentellen Arbeiten crhiclien
wir i ciner personlichen Mitteilung Kenntnis. dall von W.

Fokussicrung  wurde auf

Schreiber vergleichbare Ergebnisse mit Flavonolen und Peroxi-
dasen erhalten worden waren (vergl (1974) FEBS-Letters 41,
50).

Anerkennungen - Herrn Doz, Dr. P. Schopfer und Frau .
Plachy. Freiburg, danken wir fur dic Maglichkeit. die isoelek-
trischen Fokussicrungen unter ihrer Anleitung in threm Labor
durchzuliihren. Herrn Dr. Ullrich. Freiburg. danken wir far die
Messung der optischen Aktivitit. Herrn Dr. Wellmann, Frei-
burg, fiir die wertvollen Hinweise hinsichtlich der Peroxidasen.
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der
Chemischen Industric danken wir fir finunziclle Unterstiit-
zungen.
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