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Summary

Separation and purificatioe of three peroxidase-isoenzyme groups (Gj, fast migrating
anodic; Gy, slow migrating asodic; Gy, slow migrating cathodic) was accomplished by
ion-exchange chromatography. Chromatographic separation of the groups was controlled
by disk-electrophoresis and by isoelectric focusing. Molecular weights were estimated by
©DS-gelelectrophoresis and by chin layer chromatography. The results of both methods
are similar. Gy has a molecular weight of about 27,000, Gy of 43,000 and Gy of 47,0C0.
By affinity chromatography with Concanavalin A-sepharose it was shown that the enzymes
of the three peroxidase groups are all glycoproteins. While heat inactivation of G, was
measured at 50 °C, inactivation of Gy and Gyj; did not take place before 70 °C. Absorption
spectra of the three groups were typical for ferriperoxidases with the maximum of the
Soret band at 401 nm.

Key words: peroxidase, isoemxymes, biocheminaly characterization, callus cltsres, Nico-
tiana tabacum.

Einleitung j
Die Peroxidase-Isoenzyme sind bei Tabak-Geweben nach disk-elcktro;phoreti-
scher Trennung in maximal 4 Gruppen angeordnet, die sich in ihrer Wanderungsge-

schwindigkeit deutlich unterscheiden (MADER et al,, 1975b). Untersuchungen zur

*) MW = Molekulargewiche, DE = Disk-Elektrophorese, IEF = Isoelektrische Fokussie- -
rung, IP = Isoelckrrischer Puxke.
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236 A. NesseL und M. MADER

Lokalisation haben gezeigt, dafl die Gruppen verschiedenen Kompartimenten
Zelle zuzuordnen sind (MADER et al.,, 1975 a; MADER, 1976). Es ist anzuneh
dap mit der unterschiedlichen Lokalisation auch verschiedene Funktionen verkn
sind.

Kay et al. (1967) haben die physikalischen, chemischen und biochemischen E;
schaften der Meerrettich-Peroxidasen, die nach elektrophoretxscher Trennung
Gruppen auftreten, analysiert. Sie zeigten, dafl die Isoenzyme innerhalb
Gruppe nur geringfiigig differierten, zwischen den beiden Gruppen aber deu
Unterschiede bestanden.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Lokalisation sollten die Eigenschaften
Tabak-Peroxidasegruppen untersucht werden, um weitere Hinweise zu ihrer biolg
gischen Funktion zu erhalten. Tabak-Kallus bor sich fiir diese Untersuchungen a4

kommen im Kallus vor. Die Gruppen bestehen hier alle in der Regel aus einer
ken Haupt- und 1-2 wesentlich schwicheren Nebenbanden. Sie sind somit we

samtakeivitit ist im Kallus wesentlich hoher als in den «natiirlichen» Geweben _ 3
von den sauren Proteinen ist die Peroxidase das vorherrschende. 3

physikalischen und chemischen Eigenschaften der Peroxidase-Gruppen befaf,
len im 2. Teil die Substratspezifititen der Gruppen und ihre mdgliche Bedeu
fiir die natiirliche Rolle der Peroxidase-Isoenzyme behandelt werden.

Material und Methoden

Kalluskulturen wurden aus Sprofistiicken von Nicotiana tabacum var. BURLEY auf
Medium nach MurasHiGE and Sk0oG (1962) angezogen und subkultiviert (16 h Liche,
Lux, 25 °C). h

Extraktion: 30g Kallus wurden mit 60 m! Acetatpuffer (0,05 M, pH = 4,6) mit det
Ultra Turrax 3 X2 'min “im’ Eisbad zerkleinert. Der Gewebebrei wurde durch vier Lag
Verbandsmull geprefit; der Prefsaft anschlieBend bei 4 °C 20 min mit 12000g abze
fugiert. Der Uberstand ergab den Rohextrakt. E

Aktivititsmessung: Zur Bestimmung der Peroxidase-Aktivitit wurde der Test
nach SiEGEL and Garston (1967) verwendet. Je nach Aktivivit wurden 10-100 ul Perax
dase-Enzymlosung zugegeben, die Messung erfolgte bei 470 nm im Zelss-Photometer PMG
I, T = 25 °C; Mefdauer 2 min, Ablesevorgang alle 15 sec.

Protembemmmung wurde nach Lowry (1951) durchgefuhrt, die Proteine wurden
der Firbung mit TCA aus den Extrakten ausgefillt und mit SDS wieder aufgenommen-4

lonenaustauscbchromatograph:e Die siulenchromatographische Trennung der Peroxiz}
dase-Isoenzymgruppen wurde mit Whatman Cellulose (pre swollen) durchgefihrt; CM-52
fir Kationenaustausch und DE-52 fiir Anionenaustausch. 60-70 ml Rohextrake wurdeg;
auf die CM-Siule (15 X 3 cm) gegeben. Mit Acetatpuffer (0,05 M pH = 4,6) wurde nach
gewaschen. Es wurden 30 Fraktiionen zu je 5ml aufgefangen. Die Fraktionen 7-20 en
hielten Peroxidaseaktivitit und ergaben zusammen den Durchfluf der CM-Siule. Dieser
enthielt die anodischen Peroxidase-Isoenzymgruppen G; und Gy Die beiden kathodxscba,
Gruppen Gyj; und Gy wurden von der CM-Cellulose gebunden.
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» Peroxidase-Isoenzymgruppen des Tabaks 237

“ie Elution der Gruppe Gyyy wurde mit 0,125 M NaCl (in 0,05 M Acetatpuffer pH = 4,6)

- senommen. Mit hherer NaCl-Konzentration war Gy (aber durch Gyjp verunreinigt und
- - relativ geringer Aktivitit) zu cluieren.

Der Durchfluf der CM-Siule (mit den Gruppen Gy und Gyj) wurde mit Ammoniuin—
,uifar (80%e Siuigung) ausgefille, mit 10ml Tris/HCl-Puffer (0,05 M, pH =.8,5) aufge-
sommen und 15h bei einmaligem Pufferwechsel gegen denselben Puffer dialysiert. Dieser
Extrakt wurde auf die DEAE-Cellulose aufgetragen, dabei wurden die beiden Gruppen Gy
uad Glll gebunden. . : .

Die Gruppe Gy wurde mit 0,05 M NaCl und G; mit 0,25 M NaCl in Tris/HCl-Puffer
(.25 M, pH =-8,5) eluiert. Alle Gruppen wurden 15h gegen Tris/HCl-Puffer dialysiert.
Dic Reinheit der so gewonnenen Gruppen wurde durch Disk-Elektrophorese kontrolliert.

Disk-Elektrophorese nd Isoelektrische Folessierung wurden nach den von MADER et

1975 a) bzw. MADER und Borr (1976) beschricbenen Methoden durchgefithrt.

Die Molekulargewichtsbestimmyng mit SDS-Elektrophorese erfolgte nach NEeviLLE und
GLOssMAN (1974). Die Proben wurden dabei folgendermafien hergestellt: zu 1 ml Enzym-
irakt wurden 1 mg Na,CO,, 4mg SDS, 10 ul Mercaptoithanol und 150 mg Saccharose
-inzugegeben. Anschliefend wurde das Reaktionsgemisch im Wasserbad 15 min bei 100 °C
:ekocht. Als Markersubstanzen wurde der Satz MS-1I von Serva (Heidelberg) nach den
Angaben von MACHOLD (1974) benutzt.

Dse Moleksulargewichtsbestimmung mit der Diinnschichtchromatographie wurde nach
Monz:s (1964) durchgefiihre. N

Die Glykoproteinbestimmung erfolgte mit Con-A-Sepharose nach der Gebrauchsanwei-
von Pharmacia Fine Chemicals (1974).

- &

Trennungsgang schematisch
Rohextrake (Acetatpuffer, 0,05 M, pH 4,6)
CM-Cellulose (Kationenaustauscher)

— 1. Elution, Beseitigung von Veruareinigungen
(0,03 M NzCl in Acetatpuffer, 0,05 M, pH 4,6)

i 2. Elution, Gruppe II1
(0,125 M NaCl in Acetatpuffer, 0,05 M, pH 4,6)

Dlll'dlﬂna CM enth'z'.lt fGl und G[

Fillong mic 80 % Ammoniumsulfat

Aufoahme in 10 mi Tris/HCl-Puffer (0,05 M, pH 8.5)
und Dialyse gegen denselben Puffer

DEAE-Cellulose (Anionenaustauscher) |

— 1. Elution, Gruppe G
(0,05 M NaCl in Tris/HCl-Puffer, 0,05 M, pH 8,5)

— 2. Elution, Gruppe Gy
(0,25 M NaCl in Tris/HCl-Puffer, 0,05 M, pH 8,5)

Kontrolle der so gewonnenen Gruppen durch Disk-Elektrophorese
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23 A. NesseL und M. MiADER .

Ergebnisse
1. Extraktion, Tennung und Reinigung der Peroxidase-Isoenzymgruppen
Ein Vergleich des Peroxidase-Isoenzymmusters mit dem Proteinmuster des

licher Gewebe zum anderen zeigt, daf die Pcrpxidasc im Kallusrohextrakt im
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Fig. 1: a, b) Comparison of the pattern of proteins of the crude extract of different tobaccoy
tissue after anodic and cathodic seperation. c) Pattern of proteins of concentrated extract
of tobacco callus and of group G isolated and purified from the crude extract. d) Pattern
of peroxidases of the crude callus extract (R = cortex, W = root, M = pith, B = leaf,
K = callus, 2 = anodic, k = cathodic).
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Peroxidase-Isoenzymgruppen des Tabaks 239
. Py :
,dischen Bereich das vorherrschende Protein ist. Entsprechend dex‘: hohen Peroxida-
«c-Gesamtaktivitit.im Kallus ist also mit einem hohen Anteil an Peroxidaseprotein
.m Kallusrohextrakt zu rechnen (vgl. Abb. 1). 4 ~_

Der Rohextrakt aus Tabak-Kallus firbt sich wihrend der Extraktion braun an,
was auf die Oxidation phenolischer Substanzen zuriickzufihren ist (FiELDs and Ty-
son, 1973), die in Tabak-Geweben in grofleren Mengen vorliegen (SHEEN, 1969).
Zunichst wurde mit Sephadex G 25 (Medium), Polyclar AT (unlésliches Polyvinyl-
pyrrolidon) Aktivkohle und :Dowex 1-X 8 (200400 mesh Cl-Form) versucht, die-
.e storenden Farbstoffe zu entfernen. Keine der angewandten Methoden fiihrte je-
‘1och zu einem befriedigenden Resultat. Entweder war der Reinigungseffekt nur ge-
-ing oder die Peroxidasen wurden gemeinsam mit den Farbstoffen adsorbiert. Der
Rohextrakt blieb daher zunichst unbehandelt. Zur Proteinbestimmung wurden die
Proteine wegen der storenden Farbstoffe mit TCA gefille. Die Peroxidase-Isoen-
zymgruppen wurden nach dem in Material und Methoden gegebenen Schema ge-
trennt und partiell gereinigt. Dic Trennung wurde mit Hilfe der Disk-Elektropho-

rese kontrolliert (Abb. 2).

DE IEF

Gy Gy G Gin Gu Gi RE

Fig. 2: Discelectrophoresis (DE) and isoclectric focusing (IEF) of the 3 groups of peroxidase
iscenzymes after separation and purification. For comparison crude extract was separated
by isoelectric focusing. In the crude extract activity of G, was very low at the pH of
the isoelectric point. Purified Gy on the other hand shows pronounced reaction. :
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240 A. NEsser und M. MiDEr

Eine Bestimmung der spezifischen Aktivitit der getrennten Gruppen bezogen
die spezifische Aktivitit des Kallusrohextraktes, der alle 3 Gruppen enthielt, ergab
im einzelnen folgende Reinigungsfaktoren: G1-3, Gi-25, Gui-54. Die grofle D
krepanz zwischen Gy einerseits und Gyp und Gypp andererseits ist zunichst schwer
klirbar. Es muf jedoch beachter werden, dafl bei einem Vergleich des Peroxid
Musters mit dem Protein-Muster des Kallusrohextrakts (Abb. 1) auch bei stirk
Konzentration desselben an den Gelorten von Gy und Gm_kein Protein nachzuwei
sen ist. Demnach handelt es sich bei Gyi und Gyp um Proteine mit hoher spezifisc
Aktivitit, bei Gy jedoch um solche mit geringer.

2. Isoelektrische Fokussierung

Die parallel durchgefiihrte IEF der getrennten Peroxidase-Gruppen und des Kal
lus-Rohextraktes zeigt nochmals deutlich die Reinheit der getrennten Gruppen
(Abb. 2). Zusitzlich kann besonders im Fall der Gruppe Gi die Anreicherung gu
demonstriert werden. Gy hat seine 1P’ bei pH 4-4,5. Bei diesem pH ist die Akti
vitit der Peroxidase mit dem von uns verwendeten Guajakol als Substrat berei
stark vermindert, was in der schwachen Aktivitit von G; im Vergleich zu den an
deren Gruppen beim Rohextrakt deutlich zum Ausdruck kommt (Abb. 2). Trowz 3§
des ungiinstigen pH-Wertes zeigt die angereicherte G hier dennoch starke Firbung 8
(Aktivitit). (Abb. 2). Wihrend im basischen Bereich fiir die Gruppe Gyt keine we-
sentlichen Unterschiede zur DE-Trennung zu registrieren sind, fishrt die TEF der
beiden sauren Gruppen Gj und Gy zu einer deutlichen Verinderung der Banden-
zahl. Die Gruppen als solche bleiben aber erhalten. 3

3. Die Glykoproteinnatur der Peroxidase-Isoenzymgruppen

Bei den Peroxidasen handelt es sich in der Regel um Glykoproteine (SAUNDERS et -3
al., 1965). Der Glykoproteincharakter von Proteinen J58c sich mit Hilfe von §
Con-A-Sepharose priifen (DARBYSHIRE, 1973). Zum Nachweis des Glykoproteincha- ;
rakters der drei Peroxidase-Isoenzymgruppen (Gi, Gum» Gin) wurden diese auf 3
Con-A-Sepharose Siulen aufgetragen. Die Kontrolle wurde mit Serumalbuminld-
sung durchgefithrt. Wihrend die Serumalbuminlésung die Siule passierte, wurden
"die Peroxidase-Gruppen vollstindig gebunden. Der Durchfluf enthielt keine Ak
vitit. Mit 10%iger D-Glucopyranosid-Losung lieflen sich die Gruppen wieder eluie-
ren. Aufgrund dieser Untersuchungen ist damit zu rechnen, daf es sich auch. bei
den Tabak-Peroxidasen durchweg um Glykoproteine handelt. Den endgiiltigen
Nachweis muf jedoch die Analyse-des hochgereinigten Enzyms erbringen.

4. Die Molekulargewichte der Peroxidase-Isoenzymgruppen

Die Dodecylsulfat(SDS-)Elektrophorése in 10%igen Acrylamidgelen ist eine ge-
eignete Methode, um die Molekulargewichte von Proteinen, die zwischen 10000~
70000 liegen, zu bestimmen. Die MW’e planzlicher Peroxidase werden meist mit
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Peroxidase-lsocnzymgruppén des Tabaks 241

3300050 000 angegeben. Durch die Behandlung der Proteine mit SDS und Mer-
captoithanol entstehen Polypeptide von der Form gestreckter Ellipsoide mit kon-
sianter quer und variabler Ljingsachse, die dem Molekulargewicht proportional ist
(MAcHoLD, 1974). Die Wanderung in Gelen bestimmter Porengréfle ist somit nur
noch von der Molekiilgrole abhingig (MAcHOLD, 1974).

Table 1: Molecular weight of the isoenzyme groups prepared by SDS gel electrophoresis
and thin layer chromatography.

Peroxidasegruppen SDS-Methode Diinnschicht-
chromatographie

1a 40 000 schwach *
Ib 34 500 schwach

G Ic 30 500 stark 26 500
Id 27 500 stark
Gy 46 000 stark 40 0CC
IIIa 50 000 schwach
& IIIb 45200 stark 47 00

Il c 43 500 schwach

Die SDS-Mercaptoithanol-Behandlung fithrte bei Gy zu einer Proteinbande, bei
Gy zu drei und bei Gy zu vier Banden. Fiir jede Bande ergab sich ein MW (Tab. 1).
Wihrend die Banden von Gy und Gy dhnliche MW’e haben, weichen die von Gj
deutlich ab. Da die Molekulargewichtsbestimmung von Glykoproteinen mit der
SDS-Methode zu Abweichungen fithren kann (MacHoLD, 1974) wurden die MW’e
aller drei Gruppen auch nach der diinnschichtchromatographischen Methode von
Morris (1974) bestimmt. Es handelt sich bei dieser Methode im wesentlichen um
die Trennung von Proteinen aufgrund des Molekiilsiebeffektes von Sephadex G
100. Diese Methode hat auBerdem gegeniiber der obigen den Vorteil, dal man spe-
zifische Peroxidase-Firbungen durchfiihren kann und nicht auf die allgemeinen
Proteinfirbungen angewiesen ist. Es wird somit das Miterfassen von Nicht-Peroxi-
dase Protein vermieden. Fiir die 3 Peroxidasegruppen ergab sich jeweils nur ein ein-
ziges MW, das mit dem MW der entsprechenden Hauptbande der SDS-Methode
annihernd identisch ist (Tab. 1). Da die fiir G; gemessenen niedrigsten Werte bei
27 000 liegen, die von Gy und Gyip aber zwischen 40 000 und 50 000 handelt es sich
méglichenfalls um monomere und dimere Enzymproteine.

5. Temperatursensitivitit und Temperaturoptima der Peroxidase-Isoenzymgrup-
pen
Die Peroxidasen besitzen eine sehr hohe Temperaturresistenz, die bei einzelnen

Isoenzymen unterschiedlich sein kann (Gorpon und Autbripge, 1971). Um die
Temperatursensitivitit der drei Peroxidase-Isoenzymgruppen des Tabak-Kallus zu
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=

testen, wurden diese bei verschiedenen Temperaturen (50, 70, 75 und 80 °C) i

biert und die Inaktivierungsgeschwindigkeiten gemessen (Abb. 3). Wie schon beg

den Molekulargewichten zeigt auch hier Gy wieder ein von den beiden andereg

Gruppen verschiedenes Verhalten. Wihrend G bereits bei 50 °C deutlich hi

. o
g - sic 10°C
u Gy .
q"f/‘\\vv-————u-y‘~-~—— -
" Oy g‘
\
' 3
\
L) “\ 1 ..
\ ' LR
“ \ T~
\.\ \ ‘.‘\\“.—“ Gl
31 \.\ 3 \ ) S
\.\ '\
.
\--.. —aGl V;
20 0 90  Zetimn) 20 50 90  Zettmn}

75°C

© AE /min/mi

-~
b

Y Y

0 ) 90  Zetimi 0 X S0 Zstimn)
Fig. 3: Activity of the 3 groups at different temperatures. G; was inactivated at a lower:
temperature than the two other groups.
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viert wird, ist eine Inaktivierung fiir Gy und Gup erst ab 70°C. meflbar.. Bei
<> °C erfolgt auch fiir Gy und Gin starke Hitzeinaktivierung. Lo T

Die Bestimmung der Temparturoptima fihrt zu einem entsprechenden Bild. Gu
und G besitzen bei etwa gleicher Temperatur (65 °C) Optima, fiir Gy liegt es je-
Joch bei 43 °C. Die getrennten Peroxidase-Gruppen wurden in éingefrorenem Zu-

Table 2: Stability of the 3 groups of peroxidases at different conditions of stoﬁg&

. G Gi Gm Gm G Sm - G Gy
Puffer Tris/HCl,  Acetatp. Tris/HC], pH 8,5
pH85  pH46
Lagertemperatur . -18 °C +4°C
Ausgangsaktivitit 6 46 7.4 7.4 313 638 44
{E/min/ml
Aktivititsmessung nach 9 18 3 Wochen 2 Wochen
Wochen Wochen
1E/min/ml . 6 43 45 5,2 6,8 12,8 6.8 4.4
1E/min/ml 6 4 4 5,1 67 128 68 4.4
sach 30 min
1E/min/ml 6 4,3 3,7 4.8 6,5 12,5 6.8 4.4
nach 60 min 4 .
J1E/min/ml 6 43 365 48 64 123 68 44
nach5 h
.03 Gyt

0.1 ‘\_/\

0.3 GII
8
< 0.11
x

-

% 0.71 G
T 1
0.51
0.34
0.11
300 400
Wellenldnge (nm)

Fig. 4: Absorption spectra of the three groups of peroxidase isoenzymes. The maximum at -
401 nm, typical for Ferriperoxidases, is identical for all 3 groups. Protein absorption at
275 nm is different.
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244 A. NesseL und M. MADER

stand gelagert. Die Gruppen Gy und Gy blicben dabei lingere Zeit (9-18 Wocher}
ohne jeden Aktivititsverlust. Gy zeigte bereits nach 2 Wochen Lagerung einen Ak
tivitdtsverlust bis 50%. Dieser war unabhingig vom pH-Wert und der Art d .
Puffers (Tab. 2). Die Lagerung der Gruppen bei 4 °C fiihrte innerhalb von 2 Wi
chen bei keiner Gruppe zu einem Verlust an Aktivitit. :

6. Das Absorptionspektrum der Peroxidase-Gruppen

Alle 3 Peroxidase-Gruppen zeigen das fiir Ferriperoxidasc-n charakeeristische Abd
sorptionsmaximum bei 401 nm (Abb. 4) (vgl. SHANNON et al., 1966). Der Quotieng
aus Absorption 401 nm/Absorption 275 nm erlaubt Aussagen {iber die Reinheit des
Enzymes (SHANNON et al., 1966). Fiir hochgereinigte Peroxidase liegt er zwischen 3;
und 4. Unsere Peroxidase-Gruppen hatten wesentlich niedrigere Werte, 0,173 fiie
Gy, 0,395 fiir Gy und 0,620 fiir Gyjr. Aber auch hier zeigt sich wie bei den spezifi-
schen Aktivititen die deutlich geringere Reinheit von G; gegeniiber Gij und Gur. E

Diskussion

" Wie Tabelle 3, die eine Zusammenfassung der Ergebnisse enthilt, zu entnehmen 1
ist, unterscheiden sich die drei Peroxidase-Isenzymgruppen in einigen biochemischen 3
Eigenschaften. Aufgrund der Absorptionsspektren handelt es sich bei allen drei 3
Gruppen um echte Ferriperoxidasen. Die unterschiedliche Lokalisation und Physio- “
logie der Gruppen (vgl. MADER et al., 1975b und MADER et al,, 1976) ist erwar- 3
tungsgemif mit der Ausbildung verschiedenartiger biochemischer Charakteristika §
der einzelnen Gruppen verkniipft. So ist z.B. nur G empfindlich gegeniiber Ein- 3
frieren. Andererseits wird Gy bei 50 °C hitzeinaktiviert, Gy und G aber erst ab'“
70 °C. Auch bei den Molekulargewichten weicht G; deutlich von den anderen bei- 3
den Gruppen ab. Ein Vergleich der DE-Muster der Gruppen mit den Mustern der §

Table 3: Summary of main results.

Disk- | Isoelektrische|ADSOTPUONS - 1Giyjo- |Moleldar-|  Hitze- Kitte- | =
elektrophorese | Fokussierung | TS50 |protein| gewicht |inaktivierung inaktivierung |
_— :
6 _— _
I — + + | 27000 | so°C
[}
— !
/4 I — _— + + | ¢7000 | 70°C - S
R
— "
G — —
(77 I — p— + + | 45000 70°C +
| ]
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\EF zeigt besonders fiir Gy und Gy Unterschiede, die vorliufig noch nicht interpre-
.. rt werden kdnnen (MADER und Bore, 1976).

Durch Affinititschromatographie mit Concanavalin A konnte fiir alle drei Pero-

«idase-Gruppen Glykoproteincharakter nachgewicsen werden. Dieses Ergebnis steht
in gewissem Widerspruch zu dem von PowegLL et al. (1975), die nur fiir eines von 4
Isoenzymen aus Tabak-Gewebekulturen Glykoproteincharakter fanden. Diese Auto-
ren fihrten den Nachweis durch spezifische Firbung auf Kohlehydrat nach
DE-Trennung der Enzyme. Wie wir jedoch zeigen konnten, liegen die Peroxidasen
in den Gelen trotz hoher Guajakol-Aktivitdt in kaum nachweisbaren Proteinmen-
“¢on vor. Mdglichenfalls resultieren die unterschiedlichen Ergebnisse aus den ver-
s niedenartigen Naqhweisméthoden. In der Regel handelt es sich bei den Peroxida-
«en jedoch um Glykoproteine (SAUNDERS et al., 1965; KAy et al., 1967) und es ist
sehr unwahrscheinlich, dafl die Tabak-Peroxidasen hierin eine Ausnahme machen.

Auch bei den MW’en kommen PoweiL et al. (1975) zu anderen Ergebnissen.
Wihrend das hochste von uns ermittelte MW 50 000 betrigt, geben POwELL et al.
(1975) fiir ein Isoenzym im kathodischen Bereich 68 000 und fiir eines im anodi-
«chen Bereich 89000 an, bei Anwendung ihnlicher Methoden (SDS-Elektrophore-
«). Aber auch mit der anderen von uns eingesetzten Technik (Diinnschichtchroma-
-ographie) erhielten wir keine anderen Molekulargewichte.

Die vorliegenden Untersuchungen lassen erkennen, daB G, gegeniiber den beiden
anderen Gruppen Gy und Gy eine gewisse Sonderstellung in biochemischer Hinsicht
einnimmt, was mit den bisherigen Befunden iiber Physiologie und Lokalisation der
3 Gruppen gut iibereinstimmt.

Wir danken Herrn Dr. H. P. Buaschxowski fiir Beratungen zur fonenaustauschchroma-
tographie; Herrn Prof. Dr. M. Boer und Harm Dr. H. Borur fiir Diskussionen und der
“eutschen Forschungsgemeinschaft fiir Sachbeihilfe.
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OUber die physiologischc Bedeutung der Peroxidase-Isoenzym-
gruppen des Tabaks anhand einiger biochemischer
Eigenschaften ’

1. pH-Optima, Michaelis-Konstanten, Maximale Oxidationsraten

On the Physiological Significance of the Isoenzyme Groups of Peroxidase
from Tobacco Demonstrated by Biochemical Properties

11. pH-Optima, Michaclis-Constants, Maximal Oxidation-Rates
M. MADER, A. NesseL und M. Bore

Mit 7 Abbildungen

L:ngegangen am 1. Oktober 1976 - Angenommen am 30. Oktober 1976

Summary

The present communication describes the determination of apparent Michaelis-constants
of three peroxidase-isoenzyme-groups for several artificial (chemicals which are active in
the peroxidase catalysed reaction) and natural substrates (compounds which are found in
olants and which possibly act as electrondonors for HyO,-reduction by peroxidases in vivo).
Gy (cell wall located group) has lowest Michaelis-constants for artificial, Gyyy (protoplast
located group) for natural substrates. Scopoletin is no substrate for Gy, but for G| parti-
cularly and to some extent for Gyy. Maximal oxidation rates of different flavan-derivatives
are highest for Gy.or Gy and lowest for Gyy. The in vitro polymerisation of cumaryl-
and coniferylalcohol to lignin-like-substances is catalysed by Gy and Gy to 2 substantial
rate but hardly by Gyy. All the isoenzyme groups exhibit indole-3-acetic oxidase but no
phenol-oxidase-activity. The results are discussed in connection with several hypotheses of
peroxidase-function and with the localisation” of peroxidase-isoenzyme-groups in tissues of
tobacco.

Key words: peroxidase, isoenzymes, kinetics, callus cultures, Nicotiana tabacum.

Einleitung

Die physiologische Rolle der Peroxidasen bleibt wegen der fast unbegrenzten
Zahl kiinstlicher und natiirlicher Substrate weiterhin unklar (vgl. Beruin und Barz,
1975). Unter kiinstlichen Substraten verstehen wir solche organische Verbindungen
{meist Phenolderivate), die in vitro als Elektronendonatoren fiir dic Reduktion des

Z. Pflanzenphysiol. Bd. 82. §. 247-260. 1977.



248 M. Miper, A. NEsseL und M. Borr

H:O: durch Peroxidasen verwendet werden kénnen. Natiirliche Substrate sind da-
gegen Verbindungen, die in pflanzlichen Zellen vorkommen und von Peroxidasen’
oxidiert werden. i .

Das Spektrum der natiirlichen Substrate von Peroxidasen ist sehr mannigfaltigy!
Die Hauptschwierigkeit fiir den Nachweis einer bestimmten Funktion der. Peroxi~
dase ergibt sich nun daraus, daf8 es nicht ohne weiteres mdglich ist zu zeigen, obf
¢ine in vitro von der Peroxidase katalysierte Reaktion in der Zele auch tatsichlich:
eine Rolle spielt. Das Problem wird. dadurch noch kompliziert, dafl stets mehrere?
Isoenzyme der Peroxidasen in einer Zelle vorkommen, die sich jedoch in Gruppen;
engerer Verwandtschaft zusammenfassen lassen (NEsseL und MADER, 1977). Insbe-:
sondere die gleichartige Lokalisation der Isoenzyme einer Gruppe in der Zelle Lifi
auf eine dhnliche oder gleiche Funktion schlieBen. Um dieser Funktion niher zu'
kommen, sollen im.Folgenden verschiedene physiologische und biochemische Eigen-
schaften der verschiedenen Gruppen untersucht werden, vor allem soll die Affinitit
verschiedener kiinstlicher und natiirlicher Substrate fiir die 3 Isoenzymgruppen be-
stimmt und zu ihrer natiirlichen Lokalisation in Beziehung gesetzi’ werden. Daraus’
lassen sich einige Anhaltspunkte iiber eine mogliche Funktion der Isoenzyme der
Tabak-Peroxidasen ableiten. R :

Material und Methoden

Bereitung der Extrakte und Trennung der Gruppen
erfolgte nach den in Teil I (Nesser und MAoER, 1977) beschriebenen Methoden.

Bestimmung der pH-Optima mit verschiedenen Substraten

Zur Messung der pH-Optima der 3 Peroxidase-Isoenzymgruppen fiir die Substrate Gua-’
jakol, Benzidin und Chlorogensiure wurden fiir die einzelnen pH-Bereiche die nachstchen-
den Puffer eingesetzt: pH = 4-5,5 Acetatpuffer, pH = 5,8-8 Phosphatpuffer, pH = 9-10
Glycin/NaOH-Puffer. Die einzelnen Testansitze (insgesamt 3 ml) hatten folgende Zusam-
mensetzung: fiir Guajakol; C,1 M Puffer, 2 mM Guajakol, 2 mM H,0O,, 0,1 ml Enzymextrakt.’;
Fir Benzidin; 0,1 M Puffer, 1,7 mM Benzidin, 8 mM H,0,, 20-50 ul Enzymextrakt. Fiir
Chlorogensiure; 0,1 M Puffer, 1 mM Chlorogensiure, 8 mM H,0,, 50 ul Peroxidasc-Grupi E
pen. Alle Reaktionen wurden durch Zugabe von H,O0, gestartet. Die Extinktionen wurden;
alle 15 sec (insgesamt 2 min) bei den Wellenlingen 470 nm fiir Guajakol, 600 nm fiir Benzi-|
din und 400 nm fir Chlorogensiure gemessen. Benzidin wurde in Methanol gelgst. Dag;
Methanol lag im-Ansatz jedoch sehr stark verdiinnt vor. Kontrollversuche stellten sicher, ;
daf das Lésungsmiteel die Reaktion nicht beeinflufite. i

Herstellung des Anthocyanrobextraktes aus Begonienblittern (Begonia dregei)

35 g Begonienblitter wurden mic 140'm! Aqua dest. 10 min am RickfluBkiihler gekocht,
danach 10 min abzentrifugiert (26 000 g). Der Uberstand ergab den Extrake, der wegen sei-
nes hohen Oxalsduregehaltes stark sauer war (pH = 2). Fiir den Test wurde er auf pH =352
eingestellt. ‘ A

Bestimmung der IES-Oxidase Aktivitit

Stammldsung 1: 2.4 Dichlorphenol 2,5 X 10*M; Stammlssung 2: MnCl, X 4H,O °
5 X 10 M; Stammlosung 3: Indole-3-Essigsiure 5,7 X 1074 M. Alle Stammldsungen wur-
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den mit Phosphatpuffer pH = 5,8 angeserzt. Salkowski-Reagenz (nach Goroon und Weser,
1951): 200 ml FeCly X 6 H;O (5 %e); 574 ml H,0; 2255 ml H,SO, (96 */s). Nach Psenaxova
und KoLek (1972) verindert wurden je 3 ml Stammldsungen vereint und mit 6 ml verdinn-
rem Peroxidaseextrakt gemischt. In Abstinden von 5min (Gesamtmefdauer 1h) wurde je
1 ml des Reaktionsgemisches entnommen und mit 2ml Salkowski-Reagenz versetzt. Nach
einer weiteren Stunde wurde die Extinktion bei 530 nm gemessen.

Bestimmung der apparenten Michaelis-Konstanten (Km)

Bei den verschiedenen Substraten wurden die Km-Werte durch Auftragung nach Line-
weaver-Burk bestimmt.

- Testansitze fiir die Bestimmung der apparenten Michaelis-Konstanten der kiinstlichen

Substrate

Guajakol, gelsst in Puffer: 0,1 M Phosphatpuffer pH = 5,8; 3,3 mM H,;0,; Extinktions-
messung bei 470 nm. p-Phenylendiamin, gelost in Methanol: 0,1 M Phosphatpuffer pH = 6,4;
1,67.mM H,O,; Extinktionsmessung bei 485 nm; Benzidin, gelost in Methanol: C,IM
Acetatpuffer pH = 4,8; 8 mM H,O,; Extinktionsmessung bei 600 nm; o-Tolidin gelést in
Methanol: 0,1 M Acetatpuffer pH = 58; 3 mM H,O,; Extinktionsmessung bel 620 nm;
o-Dianisidin, geldst in Athylenglykolmonomethylither: 0,1 M Acetatpuffer pH = 5; 16 mM
H,0,; Extinktionsmessung bei 460 nm.

Testansitze fir die Bestimmung der apparenten Michaelis-Konstanten-der natirlichen

Substrate

Kaffeesiure, gelost in Mechanol: 0,1 M Acetatpuffer pH = 5; 14 mM H,O,; Extinktions-
messung bei 450 nm. Chlorogensiure gelost in Puffer: 0,1 M Acetatpuffer pH = 5,5; 8 mM
H,O,; Extinktionsmessung bei 400 nm. Ferulasiure, gelost in Methanol: 0,1 M Acetatpuffer
pH = 5,5; 0,2 mM H,O,; Extinktionsmessung bei 320 nm nach MacHackova et al. (1975).
Scopoletin, gelost in Methanol: 0,1 M Phosphatpuffer pH = 5,8; 5 mM H,O,, Extinktions-
messung bei 600 nm.

Testansitze fir Quercetin und Rutin

Gesamtmenge der Ansitze 3 ml. Quercetin, gelost in Methanol: 0,1 M Phosphatpuffer
pH = 6; 0,33 mM H,O,; 33 mM Quercetin; 10 u] Peroxidaseextrake. Rutin, geldst in Puffer:
3,1 M Phosphatpuffer pH = 6; 0,33 mM H,O,; 0,07 mM Rutin; 100 ul Peroxidaseextrake.
Die Peroxidasegruppen wurden vor Versuchsbeginn alle auf gleiche Guajakol-Aktivitir ein-
gestellt. Die Extinktionsabnahme wurde alle 15 sec bei 366 nm fiir Quercetin und alle 60
sec bei 350 nm fiir Rutin gemessen. .

Testansatz féir Antbocyanabbau (verindert nach JURGENSMEIER, 1972)

13,2 m! Anthocyanextrakt (siehe oben) pH 5,2; 0,6 mM H,O,; 0,1 ml Peroxidaseextrake.
Die Peroxidasegruppen wurden vor Versuchsbeginn mit Guajokal auf gleiche Aktivitit ein-
gestellt. In Abstinden von 5 Minuten (Gesamtreaktionsdauer 30 min) wurde 1 ml des Reak-
tionsgemisches entnommen, mit der gleichen Menge 2n HCI versetzt und bei 520 nm ge-
messen.

Testansatz fiir die Polymerisation von Coniferyl- bzw. Cumarylalkobol

0,1 M Phosphatpuffer pH = 5,8; 1 mM Coniferyl- bzw. p-Cumarylalkohol, geldst in Me-
thanol; 8 mM H,O,; 0,1 ml Peroxidaseextrake. Die Peroxidasegruppen wurden vor Ver-
suchsbeginn mit Guajokal auf gleiche Aktivitit eingestellt. Messung der Zunahme der opti-
schen Dichte der Losung durch Bildung des Dehydrierungspolymerisates in Intervallen von
1 min bei 620 nm. Dauer der Messung 10 min.
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Testansiitze fiér die Bestimmung der Phenoloxidase-Aktivitit 18

Gesamtmenge der Ansitze 3 ml. DOPA (Dibydroxyphenylalanin), gel&t in Methan f,
Ansatz nach CoNsTANTINIDES und BEpFogrp (1967): 0,1 M Phosphatpuffer pH = 6; l4m.;
DOPA; 50-100 ul Pcroxndaseextrakt, Metdsung alle 30 sec bei 475 nm nach’HorowITZ et 4
(1960). Chlorogensiure, gelost in Puffer, Ansatz a) nach Horer (1964)'\01M Phosph
puffer pH = 7; 3mM Chlorogensiure; Extinktionsmessung bei 530 nmy*Ansatz b) n"
STAFFORD und GaLston (1970): 0,1 M Phosphatpuffer pH = 6; 1 mM EDTA; 0,1 mM Chlgg
rogensiure; M der Extinktionsabnahme bei 326 nm. Brmzkatetbin .geldst in
thanol Ansatz nach Stinsur und NoGuch (1974): 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,5; 11
Brenzkatechin, Extinktionsmessung bei 420 nm.

Ergebnisse
1. Die pH-Optima der drei Peroxidase-Gruppen

Die pH-Optima der Peroxidase-Isoenzymgruppen wurden fiir die Substrate Guz
jakol, Benzidin und Chlorogensiure bestimmt. Bei ein und demselben Substrat sindd
die Unterschiede der pH-Optima zwischen den 3 Gruppen gering (Tab. 1). Bei «-‘.
pH-Optima der verschiedenen Substrate gibt es jedoch Abweichungen. Der optimai
le Bereich der Peroxidase-Reaktion liegt nach diesen Messungen bei pH = 4,5-63
Das stimmt mit Werten von PoweLL et al. (1975) und Lee (1973) fiir Tabak-Kallus-]
peroxidase iiberein. e

Table 1: Optimum pH of the 3 groups of peroxidase isoenzymes acting on differe
substrates. b

Substrat pH-Optimum
G, Gy G |
Guajakol 5,5 5.8 6,0 ST
Benzidin 4,5 4,9 4,8
Chlorogensiure 5,8 5,5 5,5

- Tl

produkte mit dem pH-Wert der Losung inderten (Abb. 1). ;
Phenylendiamin wird im sauren Bereich (bis pH = 5,8) allein* durch H,O," ohnej
Enzymzugabe oxidiert. Im alkalischen Bereich findet diese Reaktion mcht statt,

2. Bestimmung der apparenten chbaehs-Konstanten fiér verschiedene kunstltcbé
Substrate ‘

In der Gruppe der kiinstlichen Substrate wurden fiinf organische Verbindungen 3
zusammengefafit, die normalerweise nicht in der pflanzlichen Zelle vorkommen. Es:
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Fig. 1: Change of absorption in different pH valuesof the oxidation product of Tolidine.

handelt sich um Substanzen, die am hiufigsten fiir den Nachweis von Peroxidase-
Aktivitit benutzt werden. Von diesen Substraten besitzt Guajakol die héchsten und

o-Tolidin die geringsten Km-Werte (Tab. 2). Vergleicht man die Affinititen der 3
Peroxidase-Gruppen zu den verschiedenen kiinstlichen Substraten (Tab. 3), ergibt
sich ein emhelthchcs Bild: Die G;-Isoenzyme haben jeweils die hochste, die Gm-Iso-
enzyme die germgSte Affnmtat.

-

Table 2: The afﬁmty of the dxfferent aruﬁcul substntcs for the 3 groups of perondase
isoenzymes (Km values).

K- Werte (mM)

Substrat Gl G" G,"]
Guajakol ’ 3,28 5,26 - 3,85
p-Phenylendiamin 0,29 2,27 1,35
Benzidin 0,285 0,6 0,37 -

“o-Tolidin 0,07 0,39 0,32
o-Dianisidin 0,25 0,95 0,63

T A
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Table 3: Companson of the affinity of the isoenzyme groups for «amﬁcnal» subst
The sequence of affinity is the same for all the substrates tested.

! Substrat Affinititen der
Peroxidasegruppen

Guajakol G[ > Gl" > G“
p-Phenylendiamin G[ > G[" > G"

Benzidin G[ > Gl[l > G"

o-Tolidin G[ > Glll = G"
o-Dianisidin G[ > G"l > G“

3. Bestimmung der apparenten Michaelis-Konstanten fiir verscbzedene natiirlich
Substrate E

Fiir diese Versuche wurden 4 Substanzen gewihlt (Kaffeesiure, Chlorogensi
Ferulasiure und Scopoletin), die alle in pflanzlichen Geweben, @uch im Tabak, ve
kommen. Sie sind als Substrate fiir Peroxidaseen bekannt (ImserT und W1
1972; PICKERING et al., 1973; REiGH et al., 1973). Die Km-Werte dieser Subs
fir die 3 Peroxidase-Gruppen sind in Tabelle 4 zusammengestellt. Am auffillig
ist, daB Scopoletin zu Gy keine Affinitit besitzt. Von REIGH et al. (1973) wur
die Spezifitdt von Scopoletin fiir ein einziges Isoenzym aus Tabak-Gewebekult
beschrieben. x

Ein Vergleich der Substrataffinititen der 3 Isoenzymgruppen (Tab. 5) ergibt a
ders als bei den kiinstlichen Substraten fiir Gyy; die hochste Affimtat Gy oder

Table 4: The affinity of the different «naturals substrates for the 3 groups of peroxn
isoenzyme (Km values).

Substrat K, ,-Werte (mM)
Gy G G
Kaffeesiure 0,51 0,43 031 7
Chlorogensiure 0,625 0,8 0,15
Ferulasiure 0,125 0,t1 0,057
Scopoletin 0,235 0,95 -

Table 5: Companson of the affinity of the isoenzyme groups for «natural» substrates
sequence of affinity is different from that of artificial substrates and not identical for
natural substances.

Substrat Affinititen der
Peroxidasegruppen
Kaffeesiure G > Gy > G
Chlorogensiure G » Gy > Gy
Ferulasiure G > Gy = Gy
Scopoletin G, » Gy
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\ .

haben jeweils die niedrigeren Werte. Das Bild, das die natiirlichen Substrate in der
Reihenfolge ihrer Affinitit zu den einzelnen Gruppen zeigen, ist uneinheitlicher.
Darin deutet sich méglicherweise eine Spezifitit der natiirlichen . Substrate an, die
von physiologischer Bedeutung sein kdnnte.

4. Abbax verschiedener F. lavanderivate durch die Peroxidase-Grnfpm

Fiir alle nachfolgenden Substrate wurden nicht die apparenten Michaclis-Kon-
stanten, sondern lediglich die Umsatzraten bzw. die maximalen Oxidationsraten
(Vimasx) bestimmt. Es wurde stets im Substratiiberschufl gearbejter. Die Mengen des
_Enzyms wurden vor jeder Messung nach gleicher Guajakol-Aktivitit eingestellt.

Der im zellfreien System untersuchte Abbau von Flavonolen durch Peroxidasen
:ihre iiber 2,3 Dihydroxyflavanone zu einer, Spaltung des Flavonoidgeriistes, wobei
aus dem B-Ring die entsprechenden Benzoesiuren entstehen (HOsEL et al,, 1972),
Verwendet fiir den Abbau wurde Quercetin und das Quercetin-Glycosid Rutin.

Ein Vergleich der Abbauraten zeigt, dal Rutin langsamer umgesetzt wird als sein
Aglycon Quercetin (vgl. HOseL et al,, 1975). Die Umsatzgeschwindigkeiten der
einzelnen Gruppen sind fiir Gy oder Gn am geringsten und fir G; oder Gy am
hochsten (Abb. 2 und 3). Auffallend ist das unterschiedliche Aktivititsverhilinis
~on Gy in bezug auf Glycosid und Aglycon. Einmal hat G die héchste (Glycosid),
-inmal die niedrigste (Aglycon) Akrivitit.

Die Anthocyane konnen nach JURGENSMEIER (1972) ebenfalls von Peroxidasen
encfirbt werden. Die Untersuchung des Anthocyanabbaus durch die 3 Peroxidase-
Gruppen (Abb. 4) zeigt, daf Gy wiederum die geringste Aktivitit besitzt, so dafl
die hier untersuchten Flavonoide alle bevorzugt von Gy und Gy oxidiert werden.

i
-, H
{

0.21 .
I
0

=6

60 120 180 240
Zeit (sec)
Fig. 2: Rate of turnover (Vp,,) of Quercetin by the 3 groups of peroxidase isoenzymes.
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Fig. 3: Rate of turnover (V,,,) of Rutin by the 3 groups of peroxidase isoenzymes.
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Fig. 4: Rate of oxidation of Anthocyanin by the 3 groups of peroxidase isoenzymes.

5. Polymerisation von Coniferyl- und Cumarylalkobol

Die natiirlichen Vorstufen des Lignins Coniferyl-, Cumaryl- und Sidﬁpylalkohol,.;
liegen normalerweise als Glykoside in der Pflanze vor. An den Orten der Lignin-
bildung (Zellwinde) werden die Alkohole durch Glucosidasen freigesetzt und durch
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ovidierende Enzyme (Peroxidase, Laccase) in das unlbsliche Polymerisat Lignin
irerfithrt. Das Reaktionsproduke entsteht nach einem iber Radikale vetlaufenden
K upplungsmechanismus (FREUDENBERG et al.,, 1952). In vitro kBt sich aus Conife-
ryl- bzw. Cumarylalkohol, nicht jedoch aus Sinapylalkohol, durch Zugabe von
Laccase oder Peroxidase und H,O; ein kiinstliches Lignin erzeugen, das nach Freu-
DENBERG (1956) dem natiirlichen dhnlich ist.

Im vorliegenden Versuch wurde die Polymerisation von Coniferyl- und Cumaryl-
alkohol durch die 3 Peroxidasegruppen untersucht. Gpyp zeigt im Verglelch zu den
beiden anderen Gruppen fast gar keine Reaktion, Gy ist in beiden Fillen die aktiv-
se Gruppe (Abb. 5 und 6).

6. IES-Oxidase Aktivitit der Peroxidase-Gruppen

Die Peroxidase oxidiert ohne H:O. aber mit Mn* und Dichlorphenol als Cofak-
toren IES. Es ist noch nicht klar, ob diese in vitro Reaktion eine physiologische Be-
deutung hat. Die Untersuchung des IES-Abbaus durch die Peroxidasegruppen sollte

Eg20

0.44

0.3

0.21

Zeit (min)

Fig. 5: Rate of polymerisation of Coniferylalcohol by the 3 groups of peroxidase isoenzyme.
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Fig. 6: Rate of polymerisation of Coumarylalcohol by the 3 groups of peroxidase isoenzyme.
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Fig. 7: Rate of oxidation of IAA by the 3 groups of peroxidase isoenzymes.
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zcigen, ob moglicherweise die im Pfoxoplasten lokalisierte G dies‘:g Reaktion bevor-
,ugt katalysiert. Gy hat aber entgegen den Erwartungen eine geringere Aktivitiit
11s Gir und Gy (Abb. 7). ] !

7. Phenoloxidase- Aktivitit der Peroxidase-Gruppen

Eine Untersuchung der Phenoloxidase Aktivitit der 3 Peroxidase-Gruppen mit
den Substraten Dihydroxiphenylalanin, Chlorogensiure und Brenzkatechin ergab
folgendes: ‘Chlorogensiure und Brenzkatechin wurden ohne HyO: Zugabe twber-
haupt nicht umgesetzt. Dihydroxiphenylalanin wurde bei Verwendung hoher En-
zymkonzentrationen in geringem Mafle oxidiert. Dabei war der Umsatz bei allen 3
(ruppen etwa gleich, was auf eine gewisse Verunreinigung der Peroxidaseprapara-
tionen mit Phenoloxidase schlieflen 14ft. '

Diskussion

 Wenn wir annehmen, daf grofle Affinitit auch hohe Umsatzraten beinhaleer,
dann ist Scopoletin neben den beiden Ligninvorstufen Coniferyl- und Cumarylalko-
hol zweifellos das auffallendsten der getesteten Substrate. Es besitzt sehr hohe Affi-
~itdt zur Isoenzymgruppe Gi, mittlere zu Gy und iiberhaupt keine zu Gyu. Die
.onisch in der Zellwand gebunden, ansonsten aber im Protoplasten lokalisierte
Gruppe Giii (MADER et al.,, 1975 a) serzt demnach Scopoletin iiberhaupt nicht um.
ScHAFER et al. (1971) sowie REIGH et al. (1973) berichteten bereits von der Spezifi-
tit eines einzigen Isoenzyms, A,, aus Tabak-Gewebekulturen zu Scopoletin (As ent-
spricht der Hauptbande von Gj). Sowohl ScHAFEr et al. (1971) als auch ReiGH et
al. (1973) arbeiteten jedoch mit sehr niedrigen Enzymkonzentrationen und fandeng
moglicherweise aus diesem Grunde nur fiir dieses eine Isoenzym aus Tabak-Kallus
Scopoletin-Umsatz. Nach den vorliegenden Untersuchungen wird Scopoletin aber
auch von Gy oxidiert. Die deutliche unterschiedlichen Km-Werte von Gy und Gy
schlieRen eine Verunreinigung von Gy durch Gy aus.

Scopoletin ist aufler durch seine Spezifitit gegeniiber cinigen Peroxidase-Isoenzy-
men noch durch seine Wirk;ng auf die IES-Oxidation von Interesse (IMBERT und
WiLsoN, 1970). Aufgrund “dieser Befunde wurde zeitweilig eine regulatorische
Funktion von Scopoletin und anderen Cumarinen bei IES-Oxidation und Wachstum
angenommen (SrRots und MILLER, 1972). Inzwischen hat sich aber gezeige, dafl
auch andere Verbindungen wie z. B. Chlorogensiure oder Kaffeesiure (IMBeERT und
WiLson, 1972) die gleichen Effekte ausiiben und alle diese Substanzen kompeunve
Hemmstoffe der IES-Oxidation sind, weil sie selbst umgesetzt werden (MrLer et
al., 1975).

Die Gruppe Gy, die hohe Affinitit zu Scopoletin besitzt, ist ausschlicBlich in der
Zellwand lokalisiert (MADER, 1976) und zeigt hohe Umsatzraten fiir [ES. Die im
Protoplasten lokalisierte Gruppe Gy, fiir die vornehmlich eine Funktion beim
[ES-Abbau zu erwarten wire, sofern die IES-Wirkung im' Protoplasten startfindet,
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he iberhaupt keine Affinitit zu Scopoletin und setzt IES von allen drei Gruppen am
wenigsten um. Nach diesen Ergebnissen kénnte eine Regulation der IES-Oxidation$
durch Cumarine nur in der Zellwand erfolgen.

Ist Scopoletin tatsichlich ein natiirliches Substrat fiir die Peroxidase, dann soll "
es in der Zellwand zu finden sein. Es miifite weiterhin geklart werden, in welchen3
physiologischen Zusammenhiingen die Scopoletin-Oxidation eine Bedeutung hat. :

Die Lignifizierung der Zellwinde erfolgt bekanntlich durch Polymerisation der
Zimtsiurederivate Coniferyl-, Cumaryl- und Sinapylakholol in wechselnder Zu-3
sammensetzung (FREUDENBERG et al., 1952). Zunichst vermutete man in der Laccase
das Enzym (FREUDENBERG, 1956), das diese Reaktion auch in vivo steuert. An dic}
Stelle der Laccase trat spiter die Peroxidase {vgl. HARKIN und Osst, 1973). Bei derd
in vitro ablaufenden Polymerisation von Coniferyl- bzw. Cumarylalkohol mittels 3
Peroxidase und H;O; sind wieder die Gruppen G; und Gyy sehr aktiv, wohingegen 3
Gy in dieser Reaktion kaum Aktivitit zeigt. Allerdings ist Gy auch in den Zell-3
winden (MADER et al.; 1975 a) in grofleren Mengen vorhanden.

Die starke Polymerisationsreaktion der Gruppe G; kann als Argument fiir dxe
Lignifizierungshypothese gewertet werden, denn Gy ist die Gruppe der typischen3
Zellwandperoxidasen (MADER, 1976). Sie steht in physiologischem Zusammenhang :
mit der Ausbildung der Sekundirwinde (MADER et al., 1976). Soeben wurde von §
ELstNer und HeupeL (1976) die Beteiligung von Zellwandperoxidasen an einer:
H.O.-bildenden Reaktion beschrieben, was die physiologische Bestitigung der:
FreuDENBERGschen Hypothese in greifbare Nihe riicken lifit. 3

Sieht man von den Flavanderivaten ab, dann zeigt sich fiir die Affinititen der3
kinstlichen und natiirlichen Substrate ein klares Bild. Die kiinstlichen Substrate ha-
ben alle hochste Affinitit zu Gy und die natiirlichen zu Gjy;. Die hohe Affinitit von3
Gu1i zu den natiirlichen Substraten entspricht den Erwartungen, Enzym und: Substrat73
sind innerhalb des Protoplasten lokalisiert. Die hohe Affinitit von Gj zu den kiinst-%
lichen Substraten kann mit einer weiteren Hypothese der Peroxidase-Funktionen,
der Infektionsabwehr (SEEvERs et al, 1971), in Zusammenhang gebracht werden:§
Verstehen wir unter Infekuonsabwehr nicht nur die gezielte Abwehr pathogener}
Organismen, sondern ganz allgemein die Unschidlichmachung fremder Stoffe, da ol
kdnnte die hohe Affinitit von Gy zu den kiinstlichen Substraten eine sinnvolle ";.
klarung finden. Bei diesen wie bei allen anderen Untersuchungen ist vorauszusetzen, §
da die Affinititen (nicht zufallsbedingt durch die Sterochemle der Molekiile) tat"_
sachliche physiologische Relevanz besitzen.

Die Substrate Quercetin, Rutin, Anthocyan und IES, die in der Regel im Proto-‘.
plasten vorkommen, werden alle von G| und Gy; besser umgesetzt als von Gyyy. Kon- A
sequenterweise wiirden die Ergebnisse bedeuten, daf es sich nicht um natiirliche;
Substrate fiir Tabak-Peroxidasen handelt. H3seL et al. (1975) sowie BERLIN und: 1—
Barz (1975), die eingehend den Abbau von Flavonolen an Suspensnonskulturen von
Cicer arietinum und anderen Pflanzen untersuchten, halten aufgrund ihrer Ergeb- .f
nisse eine Beteiligung der Peroxidase in vivo fiir wahrscheinlich.
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Alle drei Gruppen besitzen keine Phenol-Oxidase-Aktivitit. Das stimmt {iberein
mit Ergebnissen von SHEEN und CALVERT (1969) sowie Sminsti und NogucHI
(1975). |

Wenn auch die natiirlichen Funktionen der Peroxidasen weiterhin hypothetischen
Charakter haben, so konnte doch eindeutig gezeigt werden, da die Peroxidase-Iso-
enzymgruppen des Tabaks nicht nur aufgrund ihrer unterschiedlichen Lokalisation und
Bildung, sondern auch aufgrund ihrer Biochemie, verschiedenartige physiologische
Funktionen ausiiben miissen.

Wir- danken Herrn ‘Prof. H. GrisesacH fiir Anregungen zu dieser Arbeit, Herrn Prof.
“H. Nimz fiir die Uberlassung von Coniferyl- und Cumarylalkohol und Herrn Dr. H. Botue
fir Diskussionen. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir Sachbeihilfen.
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