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Die Isolierung von Meerrettichperoxydase

K.G. PAUL

Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska avdelningen, Stockholm, Schweden

Eine vereinfachte Methode zur Isolierung von Meerrettichper-
oxydase wird beschrieben. Die Ausbeute an Aktivitit, mit der
Mesidinmethode gemessen, ist hoher als 40 % des Rohauszuges. Durch
Chromatographie auf Karboxymethylzellulose kann das Enzym in vier
Komponenten aufgetrennt werden.

Meerrettichperoxydase (MRP) interessiert als Haminproteid und ist auch
ein praktisch verwendbares Mittel fiir gewisse Oxydationen. Sie wird
ebenfalls als zuverlassige Vergleichsubstanz benutzt, wenn man vor der Frage
steht, ob ein beobachteter Stoffwechselvorgang moglicherweise durch Peroxy-
dase katalysiert werden kann. In diesen Fillen und fiir die Aufklirung des
Peroxydasemechanismus ist es notwendig, reinste Enzympriparate zu ver-
wenden. So fanden z.B. Paul und Avi-Dor ! in Versuchen iiber Harnsdureoxy-
dation, dass Allantoin nicht nachzuweisen war, wenn MRP, die etwa 1 9,
Héamin enthielt, verwendet wurde. Der Nachweis gelang nur mit der kristalli-
sierten Peroxydase mit 1.26 9, Hamin.

MRP wurde zum erstenmal von Theorell 2 kristallisiert. Diese Methode
ist jedoch etwas miihsam, und verschiedene Autoren 3~5 haben andere Darstel-
lungsverfahren angegeben, die vom Verfasser nachgepriift wurden. Die Ergeb-
nisse gehen aus dem folgenden hervor.

METHODEN UND MATERIALIEN

Die Aktivitatsbestimmungen wurden nach der Mesidinmethode ¢ ausgefiihrt. Die
unten in Molen angegebenen Peroxydasemengen sind also auf dltere Aktivitdtsbestim-
mungen mit 'reinen’’ Pridparaten bezogen. Die Guajacolmethode ? wurde ebenfalls ver-
sucht, erwies sich aber in den ersten Stufen der Reinigung ebensowenig zuverlissig wie die
Purpurogallinmethode — Ausbeuten uber 100 % kamen vor. Mit steigender Reinheit
der Peroxydase normalisierten sich die Ausbeuten. Man sieht bei den Aktivitdtsbestim-
mungen an Rohauszugen, dass die zunéchst auftretende Farbe bald verschwindet; dies
kann nicht die Folge einer Peroxydasehemmung sein, offenbar findet auch eine Ent-
farbung des Oxydationsproduktes durch die Verunreinigungen in den Rohauszugen statt.

Bei den Héminbestimmungen ® wurde der Wert 8 = 8,0 x 107 cm? x Mole™! fiir den
molaren Absorptionskoeffizienten des a-Bandes des Pyridinhdmochromogens benutzt *.

. 1 1 I, ¢ = Konzentration in Molen pro cm?3,
B="7xgXIF W _ gipichtdicke der Kiivette in om.

Acta Chem. Scand. 12 (1958) No. 6



MEERRETTICHPEROXYDASE 1313

Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. Zur Bestimmung des Trockengewichts
wurde 6 Std auf 105° und zur Aschenbestimmung 1 Std auf 500°C erhitzt.

Das Verhiiltnis @ zwischen den Extinktionen bei 403 mu (Maximum der Héminbande)
und etwa 280 mu (Maximum der Eiweissbande) wurde ebenfalls bestimmt. Die zu unter-
suchende Losung wurde, wenn notig, mit 0,1 M Phosphatpuffer von pH 7 verdiinnt.

ARBEITSGANG

1. Extraktion und erste Ammoniumsulfatfdllung

Fein zerteilter Meerrettich (26,2 kg) wurde zweimal mit 39,3 und einmal
mit 19,7 1 destilliertem Wasser, jedesmal wenigstens vier Stunden unter gele-
gentlichem Umriihren oder iiber Nacht, bei Zimmertemperature extrahiert. Die
Extrakte wurden vom Riickstand mittels Gaze getrennt und ohne weitere
Behandlung bis auf etwa das halbe Volumen in Vacuum eingeengt. Der
scharfe Meerrettichgeruch verschwand dabei. Der Extrakt wurde m Glas-
zylindern im Kéltezimmer einige Stunden oder iiber Nacht stehengelassen.
Die Fliissigkeit, die noch triibe, aber von grossen Partikeln frei war, wurde
abgehebert, der Bodensatz mit etwas Wasser ausgewaschen und zentrifugiert.
Die vereinigten Losungen wurden mit Ammoniumsulfat auf 40 9%-ige Sattigung
gebracht (230 g Ammoniumsulfat pro Liter Flissigkeit, +4°C). Der Nieder-
schlag, der nur wenig Aktivitit enthielt, wurde abzentrifugiert und ohne
erneute Extraktion verworfen. Das Gesamtvolumen des nicht ganz klaren
Extraktes war dann 39,6 1. Nach der Aktivititsbestimmung enthielt es
30,0 uMole MRP.

Die Beobachtung 3,°, dass die Menge einer mit Wasser extrahierbaren Substanz,
wahrscheinlich von Kohlenhydratnatur, mit der Jahreszeit schwankt, wurde bestétigt;
die Schwierigkeiten, die mit der Aufarbeitung von herbstgeernteten Wurzeln verkniipft
sind, wurden jedoch durch die zweistufige Ammoniumsulfatbehandlung (2. Stufe, siche
unten) beseitigt. Bei unmittelbarer Sittigung des Rohextraktes mit Ammoniumsulfat
fillt zwar MRP aus, die Trennung des Niederschlags und der Mutterlauge ist aber schwie-
rig, was auch bei den fritheren Methoden anscheinend der Fall war.

Die Behandlung des Rohextraktes mit Alkohol-Chloroform ¢ wurde zweimal versucht.
Es wurden keine Verluste beobachtet (Ausbeute 98 und 104 9%, Mesidinmethode), der
Reinigungseffekt war absr miissig (1,22 und 1,18). Diese Behandlung wurde daher nicht
weiter ausgefiihrt.

Ein aus praktischen Griinden wichtiger Befund war, dass die Dauer der Extraktion
kritisch ist. Bei der kiirzeren Extraktionszeit von z.B. dreimal dreissig Minuten ist zwar
die Ausbeute an Peroxydaseaktivitit fast unveréndert, aber der Niederschlag nach dem
zweiten Alkoholzusatz (siehe unten) kann nur mit Schwierigkeit in Lésung gebracht wer-
den. Die darauf folgende Ammoniumsulfatfillung gibt einen sehr klebrigen Nieder-
schlag, was auch von Keilin und Hartree 3 gefunden wurde. Die Behandlung mit Dowex-2
bewirkt nur eine unbedeutende Reinigung.

Wihrend der Extraktion farbt sich allm#éhlich der Meerrettichbrei graubraun. XEx-
trakte aus solchen verfirbten Breien sind meistens leicht zu reinigen. Auch wenn ein
Kausalitidtszusammenhang zwischen der Verfirbung und der Leichtigkeit, mit der der
Brei aufzuarbeiten ist, vielleicht nicht besteht, ist doch die Reife’’ des Breies Voraus-
setzung fiir eine einfache Reindarstellung der Peroxydase.

Es ist zweckmiissig, die Wurzeln wihrend 2 —4 Tagen in fliessendem Leitungswasser
liegen zu lassen. Dadurch wird die Ausbeute erhéht und das Zerkleinern erleichtert.
Physiologische Kochsalzlésung ¢ als Extraktionsmittel fiir solche mit Wasser behandelte
‘Wurzeln hat gegeniiber dem Wasser keine besonderen Vorteile.
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2. Ausféllung mit Ammoniumsulfat

Die 39,6 1 MRP-Losung, die schon an Ammoniumsulfat zu 40 %, gesittigt
war, wurden mit weiteren 12,0 kg Salz versetzt, wodurch 85 %, Sittigung
erreicht wurde. Der Niederschlag war leicht abzuzentrifugieren. Die vollig
inaktive Mutterlauge wurde verworfen. Der Niederschlag wurde in etwas
0,01 M Phosphatpuffer von pH 7 aufgelost und im Kiltezimmer bis zur Sulfat-
freit eit gegen Wasser dialysiert und weiter iiber Nacht gegen 0,04 M Acetat-
puffer (K-Salz) von pH 5. Die MRP-Losung wurde in der Kélte zentrifugiert
und der graue Bodensatz einmal mit Acetatpuffer gewaschen. Die vereinigten
Losungen ergaben 1 210 ml, die 22 uMole MRP enthielten. @ = 0,21. Trocken-
gewicht 13,3 und Asche 0,3 mg/ml.

Die Dialyse wurde die ganze Zeit {iber in ziemlich kleinen Glasgefiissen mit oft erneuer-
tem Wasser durchgefiihrt, da rohe Peroxydasepriiparate Zellophan angreifen, wodurch
die Schlauche zerbrechlich werden. Zur Sicherheit wurde auch bei jeder Priparation
nach einigen Stunden die Innenfliissigkeit in frische Schlduche iibergefiihrt.

3. Alkoholfdallung

Anderthalb Volumen (1,8 1) von 96 9%,-igem Aethylalkohol von —13°C
wurden langsam unter mechanischem Umriihren der eiskalten MRP-Losung
zugesetzt. Der graue Niederschlag wurde in der Kélte abzentrifugiert, in etwas
Wasser aufgelost, mit Alkohol umgeféllt und der Niederschlag verworfen. Die
vereinigten Losungen wurden mit 2,5 Volumen kaltem Alkohol (3,2 1) versetzt.
Der braune MRP-Niederschlag wurde auf der Zentrifuge gesammelt, in einer
minimalen Menge Wasser aufgelost und gegen Wasser dialysiert. Nach zwei
Tagen wurde die Losung scharf zentrifugiert, der graue Niederschlag mit etwas
Wasser gewaschen und verworfen. Das Volumen der MRP-Loésung war dann
147 ml mit einem Trockengewicht von 11.30, Asche 0,50 und Hamin 0,090 mg
pro ml. Die Gesamtmenge MRP betrug nach der Aktivititsmessung 21,0
nach dem Hamingehalt 20,4 uMole. @ = 1,72. Die Losung wurde durch
Gefriertrockung auf etwa 50 ml konzentriert.

Nach der Alkoholbehandlung wurden Schwankungen im Reinheitsgrad von @ = 0,9—
1,7 und im Hé&mingehalt von 0,53—0,80 9, in verschiedenen Priparationen gefunden.
Es ist gelegentlich notwendig, einige Tropfen gesittigter KCl-Lésung zuzusetzen, um die
Koagulation des Kolloids nach dem zweiten Alkoholzusatz zu beschleunigen.

Die Abtrennung des Niederschlags nach dem zweiten Alkoholzusatz kann bei grossen
Mengen von Meerrettich zeitraubend werden. Das folgende Verfahren kann dabei be-
nutzt werden. Die MRP-Losung, die mit 0,04 M Acetatpuffer von pH 5 im Gleichgewicht
steht, wird wie oben beschrieben mit 1,5 Volumen Alkohol versetzt und der Niederschlag
abzentrifugiert. MRP in der Mutterlauge wird dann auf Karboxymethylzellulose (siehe
unten) adsorbiert, entweder durch Riihren oder in einer Séule. MRP wird mit 0,1 M
Acetatpuffer von pH 5 in Abwesenheit von Alkohol eluiert. Die Wahl zwischen dem erst-
genannten Verfahren mit vier Volumen Alkohol und der Zellulosemethode wird von den
zugénglichen Zentrifugen bestimmt. Der erste Weg wird vom Verfasser empfohlen.

4. Behandlung mit Anionenaustauscher

Vorbehandlung des ITonenaustauschers. Kaufliches "Dowex-2, 8—10 9, cross
linking, 200—400 mesh”, wurde mit dem zehnfachen Volumen von etwa
molarer Salzsdure bis zum Aufhoren der Gasentwicklung (etwa 24 Std) geriihrt,
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Tabelle 1. Reinigung der Meerrettichperoxydase mit Dowex 2. Fiir Einzelheiten

siehe Text.
% vom Ansatz nach der

Fraktion Volumen Q Lichtabsorption

ml bei 403 mu
I1 22 2,45 41
I 2 42 2,49 46
I 3 7 2,21 10
97
II 1 26 2,48 78
II 2 19 2,18 15
II 3 12 1,87 2
95
T 1 32 2,62 4
IIr 2 35 2,68 78
I 3 19 2,47 14
IIT 4 23 1,83 4
100

mehrmals mit Wasser gewaschen, abgenutscht und endlich in 0,05 M Tris
HCI-Puffer von pH 8,6 aufgeriihrt. Das Chromatographierohr wird mit Puffer
beschickt, die Austauschersuspension eingegossen und die_Séule bis zum pH-
Gleichgewicht mit dem Puffer gewaschen.

Dleselbe Saule kann mehrmals benutzt werden, wenn sie mit dem Puffer
jedesmal nach der Verwendung bis zur Lichtabsorptionsfreiheit bei 280 mu
gewaschen wird. Es ist jedoch vorzuziehen vor dem Waschen das oberste
Zehntel der Séule zu entfernen und die entsprechende Menge frischer Dowex
einzufiillen.

Die MRP-Loésung wurde mit dem Tris-Puffer ohne Dialyse auf 147 ml
verdiinnt und in drei Portionen (I 50, IT 50, III 47 ml) durch eine Séule (60 X
2,7 cm) von Dowex-2 mit einer Geschwindigkeit von 22—26 ml pro Stunde
filtriert. Fraktionen wurden manuell gesammelt, wenn sich das Eluat braun
zu féarben begann (Tabelle 1). Die Fraktionen I 1—2, IT 1—2 und III 1—3
wurden vereinigt. Das Gesamtvolumen war nach dem Waschen 201 ml mit
@ 2,56. Nach der Aktivititsbestimmung enthielt die Losung 17,2 uMole MRP.

Die Bedingungen fiir die Reinigung der Peroxydase mittels Dowex-2 sind nicht kri-
tisch. Der Puffer kann innerhalb der Grenzen 0,02—0,10 M Tris und pH 7,6 —8,6 va-
riieren. Die Priparatmenge kann ohne Verschlechterung des @-Werts hoch gehalten
werden (<<2 mg pro cm?® der Siule), ebenso die Durchlaufgeschwindigkeit (<5 ml pro
cm?/Stunde). Bei grisseren Ansitzen oder schnellerem Filtrieren werden zwar die Be-
gleitpigmente zuriickgehalten, eine farblose Verunreinigung wird aber nicht entfernt.

5 Ammoniumsulfatfallung

182 ml der obengenannten Losung wurden mit festem Ammoniumsulfat ver-
setzt (41,8g, 40 9, Sattigung). Ein kleiner, jedoch inaktiver Niederschlag wurde
auf der Zentrifuge abgeschieden, und die Mutterlauge mit 69,2 g Ammonium-
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sulfat versetzt (88 9,Sattigung). Nach einigen Stunden im Kiihlschrank wurde
scharf zentrifugiert, die Peroxydase in 0,01 M Phosphatpuffer von pH 7
aufgeldst und gegen Wasser einige Tage lang dialysiert.

Analyse: Volumen 18,5 ml, @ 3,03. Trockengewicht 33,80 mg, Asche 0,05
mg, Hamin 0,404 mg und Eisen 33,4 ug, alles pro ml. Der Stickstoffgehalt war
13,3 %. Die Aktivitatsbestimmung gab die Gesamtmenge von 10,5 uMolen
MRP *.

Bei vorsichtigem Zusatz von Ammoniumsulfat kristallisiert MRP zum Teil. Es ist
aber zu empfehlen, die Peroxydase mittels Ammoniumsulfat quantitativ auszufillen und
in diesem Zustand in geschlossenen Gefissen im Eisschrank aufzubewahren. Die Aktivi-
tét bleibt dabei jahrelang nahezu unverandert, und die Peroxydase kann bei Bedarf
weitergereinigt werden.

6. Chromatographie. auf Karboxymethylzellulose
(CMC)

Vorbehandlung des Ionenaustauschers. Zellulose ("Whatman cellulose pow-
der, standard grade”), die nach Peterson und Sober 1 karboxyliert ist, wird
mit Puffer (30 ml 1 M Essigsdure 4+ 15 ml 1 M NaOH + Wasser auf 1 1)
im Kéltezimmer bis zum Gleichgewicht geriihrt. Das Rohr wird mit Puffer
gefiillt, die Karboxymethylzellulose eingegeben, und man lisst sie ohne
Druck bis zu konstantem Volumen sedimentieren. Danach wird die Saule
einige Stunden lang mit kaltem Wasser gewaschen.

Grossere Anséitze als 8 mg Substanz pro cm?® Siule wurden nicht unter-
sucht, wahlt man jedoch Mengen bis zu dieser Konzentration, so werden die
Chromatogramme identisch. Fig. 1 zeigt ein Beispiel fiir das Verfahren. Die
gegen Wasser dialysierte MRP-Losung wird verwendet, und man beginnt die

D‘ 03 ,‘ 97 T T L T T T
0:6 - 1
04111 A B c D .
-ﬁ-

02f -
- ) s, .\'.\. 3

0.0 1 g 1 \I o—— 4 t
0 50 100 150
kAgt-Puffer Fraktion Nr.

Fig. 1. Chromatographie von Meerrettichperoxydase auf Karboxymethylzellulose. Aus-

gangsmaterial: 0,50 ml einer gegen Wasser dialysierten Losung mit log (I,/I) = 29,5 bei

403 mu, @ = 2,44. Ansatz etwa 8 mg. Siule 210 x 9 mm. Durchlaufgeschwindigkeit

5,9 ml pro cm? pro Stunde. 20 Min. pro Fraktion. Samtliche Fraktionen ohne Verdiinnung
in Beckman DU-Spektrophotometer gemessen.

* Wegen Unfall ging hier in dieser Preparation etwa ein Drittel verloren. Diese Stufe ist sonst
praktisch ohne Verluste.
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Tabelle 2. Analysen der vier Meerrettichperoxydasen.

A B C D
Hémin ! 1,04 1,28 1,44 1,36
Asche 2 7,1 2,9 1,8 2,4
Stickstoff 1 11,07 13,41 13,24 13,08
Q 3,53 2,92 3,31 3,13
Aktivitdt nach
der Guaiacolprobe ? 0,019 0,080 0,075 0,077
der Mesidinprobe 4 0,48 1,28 1,25 1,25

Elution mit Wasser. Etwa ein Viertel des Enzyms wird nicht zuriickgehalten,
wandert aber schnell abwéarts. Diese Fraktion, als MRP A bezeichnet, wird
gegen Wasser dialysiert und im gefrorenen Zustand getrocknet. Das Eluat
bleibt dann farblos, und die MRP-Bande im obersten Teil der Sdule bewegt
sich nicht.

Das Chromatogramm wird dann mit demoben beschriebenen Acetatpuffer
weitereleuiert, wobei drei Fraktionen MRP B, C und D erhalten werden.
Sie werden gegen Wasser iiber Nacht dialysiert und danach, zwecks Kon-
zentrierung, auf drei Siulen adsorbiert (wie oben CMC in Puffer, mit Wasser
ausgewaschen). Diese Saulen kénnen klein sein, z.B. fir 500 mg MRP C in
1200 ml 50 X 9 mm. Nach Adsorption und Waschen mit Wasser wird mit
Acetatpuffer (30 ml 1 M Essigsdure 4+ 20 ml 1 M NaOH 4 Wasser auf 1 1)
eluiert, die Peroxydasen gegen Wasser dialysiert und endlich analysiert

Die Aschenwerte sind auffallend hoch. MRP A und C wurden elektrophore-
tisch untersucht und zeigten dabei eine Verunreinigung, die noch bei pH 4.6
anodisch wanderte. Sie machte in A einen Drittel, in C weniger als zehn Pro-
zent aus. Versuche, die saure Fraktion, die von Kohlenhydratnatur sein
diirfte, chromatographisch, auch auf Dowex 2-Borat, abzutrennen, sind bisher
nicht erfolgreich geworden. Es ist von Interesse, dass Paraperoxydase aus
MRP A bei pH iiber 9, besonders in Boratbuffer, leicht gebildet wird, aus den
anderen Peroxydasen aber nicht. Peroxydase und Paraperoxydase waren auf
Dowex-2 bei pH 7, Phosphatpuffer, leicht zu trennen. Paraperoxydase be-
wegte sich dabei etwas langsamer.

Der Befund von Jermyn und Thomas 1! iiber die Uneinheitlichkeit der Meerrettich-
peroxydase ist somit bestédtigt worden. Die vier Peroxydasen A, B, C und D werden
am besten innerhalb der pH-Grenzen 4,2—4,9 getrennt. Bei niedrigeremn pH bewegen
sich C und D kaum, bei héherem pH wandern B, Cund D als eine Fraktion. Wenn die
Séule nicht mit Wasser gewaschen wird, bleibt A unveridndert, B kommt aber als eine
zwar gut begrenzte und fast symmetrische aber weit ausgedehnte Bande heraus.

Drei MRP-Priparationen aus herbstgeernteten Wurzeln gaben nahezu konstante
Mengenverhéltnisse zwischen den vier Peroxydasen und zwar verhielt sich A:B:C:D wie
2:1:4:1. Die relativen @-Werte der vier Peroxydasen sind auch ziemlich konstant. A hat

1 In 9 des aschefreien Trockengewichtes.

2 In 9 des Gesamttrockengewichtes.

3 In 1/t min-1, wo ¢t = Zeit fur die Steigerung des D70 mit 0.050. 6.9 x 10~¢ gMole von MRP-
Hamin in der Kuvette.

4 Inl/t min-1, wo ¢ = die Zeit, in der Dygo = 0.450 erreicht wird. 10-* gMole von MRP-Hamin
in der Kuvette.
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immer den hochsten und B den niedrigsten @-Wert. Das Spektrum von A variiert stark
mit dem pH und @-Werte iiber 4,5 sind fiir Losungen in Acetatpuffer beobachtet worden.
Wenn die Zellulosesédule mit grossen Mengen beladen war, konnte zweimal eine kleine
und sehr ausgedehnte, aber deutlich begrenzte Fraktion E beobachtet werden. Es wurde

kein Versuch gemacht, sie zu isolieren.

Diese Arbeit wurde von Statens naturvetenskapliga forskningsrdd unterstiitzt. Fraulein

A. Hartkoorn sei sehr wertvolle Assistanz gedankt.

bk
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