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The Phenoloxidases of the Ascomycete Podospora anserina

V. Properties of Laccase I after Further Purification

Summary. 1. By using an improved method for purification of the laccase I
of the wild type of Podospora anserina, yield and specific activity of this enzyme
have been increased, whereas its stability decreased.

2. Freshly prepared laccase I seems to be homogeneous, according to its behavior
in hydroxylapatite-chromatography, in sedimentation-analysis and in disc-electro-
phoresis.

3. The catalytic, electrophoretic, spectral and molecular properties and the
carbohydrate-composition of laccase I have been investigated. Laccase I exhibits
a double-pH-optimum for its reaction with dopa (at pH 5.5 and 7.5), the isoelectric
point being at pH 4.9. The enzyme is reversibly inhibited by sodium azide (K; =
1.9%x10-¢M) and has absorption-maxima at 280 and 610 nm. The content of
nitrogen, copper and carbohydrate is 13.6%/,, 0.3°/, and 23°/, of the dry weight,
respectively. Hexosamine, mannose, glucose and galactose have been found in the
carbohydrate moiety of the enzyme. The following molecular data were determined:
sedimentation coefficient s3, ,, = 14.47 x 10~ sec, diffusion coefficient D3, ,, =
3.06 X 107 cm?/sec, partial specific volume = 0.701 ml/g, ratio of the frictional
coefficient f/f, = 1.46. The molecular weight M, » (sedimentation and diffusion)
is 390,000. This has been substantiated by finding a molecular weight M, of
383,000 using equilibrium sedimentation. One molecule of laccase I contains there-
fore about 18 atoms of copper.

4. The laccase spectrum of a certain mutant strain is phenocopied if the wild
type mycelium is grown in a medium of pH 5 or below.

5. The laccase occurs at different degrees of polymerisation. The respective sedi-
mentation coefficients indicate that, depending on experimental conditions, aggre-
gation to a dimer or dissociation into 4, perhaps 5 subunits, can occur. These
subunits can be further split into halves.

6. The relation of the multiple forms of laccase I of the wild type to the laccases
of some mutants of this fungus is discussed.

Zusammenfassung. 1. Die Laccase I des Wildstammes von Podospora anserina
wurde nach einer verbesserten Methode gereinigt. Dadurch konnten Ausbeute und
spezifische Aktivitit des Enzyms gesteigert werden. Die Stabilitdat nahm dagegen ab.

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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2. Das Verhalten der frisch gereinigten Laccase I bei der Chromatographie an
Hydroxylapatit, in der Ultrazentrifuge und in der Disc-Elektrophorese spricht fiir
deren molekulare Einheitlichkeit.

3. Die katalytischen, elektrophoretischen, spektralen und molekularen Eigen-
schaften sowie die Zusammensetzung der Laccase I wurden untersucht. Sie besitzt
ein doppeltes pH-Optimum (pH 5,5 und 7,5), der isoelektrische Punkt liegt bei
pH 4,9; sie wird durch Natriumazid reversibel gehemmt (K¢ = 1,9 - 10-¢ M), die
Absorptionsmaxima liegen bei 280 und 610 nm. Der Stickstoffgehalt betrigt 13,69/,
der Kupfergehalt 0,3°/,, der Kohlenhydratgehalt 23°/, der Trockensubstanz. Im
Kohlenhydratanteil wurden Hexosamin, Mannose, Glucose und Galactose nach-
gewiesen. Folgende molekulare Daten wurden ermittelt: Sedimentationskonstante
830, = 14,47 - 10~ gec, Diffusionskonstante D3, ,, = 3,06 - 107 cm?/sec, par-
tielles spezifisches Volumen = 0,701 ml/g, Verhiltnis der Reibungskoeffizienten
f/fo = 1,46. Das Molekulargewicht liegt bei 390.000 (Sedimentation, Diffusion);
dies Ergebnis wird bestitigt durch ein mit Gleichgewichtsedimentation zu 383.000
ermitteltes Molekulargewicht. Ein Laccase-I-Molekiil enthélt somit etwa 18 Kupfer-
atome.

4. Durch verdnderte Anzuchtbedingungen des Wildstamm-Mycels (pH der
Nihrlésung unter 5) kann das Laccasespektrum einer bestimmten Mutante phiano-
kopiert werden.

5. Die Laccase kommt in verschiedenen Polymerisationsstufen vor. Aus den
gewonnenen Sedimentationskonstanten 1éBt sich je nach Versuchsbedingungen
sowohl Aggregation zu einem Dimer folgern als auch Dissoziation in 4, méglicher-
weise 5 aktive Untereinheiten, die nochmals in Hilften zerfallen kénnen.

6. Die Beziehungen der Laccase I des Wildtyps und ihrer verschiedenen Poly-
merisationsstufen zu den Mutanten-Laccasen werden diskutiert.

Einleitung

In den vorausgegangenen Teilen dieser Veroffentlichungsreihe! wur-
den die im Mycel des Wildstammes und der Mutanten der Podospora
gebildeten Phenoloxydasen beschrieben (Laccase: Teil I, II, III; Tyro-
sinase: Teil III, IV). Bei der Isolierung, Reinigung und biochemischen
Analyse dieser Phenoloxydasen stellten sich charakteristische qualitative
und quantitative Unterschiede zwischen einer hohermolekularen Laccase
I und den niedermolekularen Laccasen II und III heraus, die besonders
von den Mutanten gebildet werden (s. Teil VI). Fiir die weitere Unter-
suchung der molekularen Eigenschaften der Laccase I wurden groBere
Mengen eines hochgereinigten Enzyms benétigt. In der vorliegenden
Arbeit wird eine verbesserte Methode der Aufarbeitung beschrieben, die
zu einer hoheren Enzymausbeute und einer gesteigerten spezifischen Akti-
vitat (SpA) fithrte. Das so gereinigte Enzym wurde auf seine katalyti-
schen und molekularen Eigenschaften sowie auf seine Zusammensetzung
hin untersucht. Es zeigte, wie zu erwarten, eine Reihe von abweichenden
Eigenschaften gegeniiber der in Teil II beschriebenen Laccase. Weiterhin

1 Referenzen der Mitteilungen I—VI am Anfang des Literaturverzeichnisses.
Hinweise auf die einzelnen Mitteilungen erfolgen im Text durch die Kennzeichnung
Teil I, Teil IT usw.
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ergaben sich Hinweise auf eine Spaltbarkeit der Laccasel in aktive Unter-
einheiten, die u. a. den immer noch verhaltnismaBig geringen Reinigungs-
faktor und die geringe Stabilitit der Enzymaktivitit erkliren konnen.
Die Eigenschaften der hier beschriebenen Wildstamm-Laccase sind
besonders fiir den Vergleich mit den niedermolekularen Mutanten-Lacca-
sen (Teil III, VI) von Bedeutung.

Material und Methoden

Material

Als Wildstamm verwendeten wir den Stamm s,- von Podospora anserina (Ces.)
Rehm. Einzelheiten iiber Genetik und Entwicklungsgeschichte dieses Stammes bei
Esser (1956a, 1959). Angaben zu der Mutante z finden sich bei Esser (1956b) und
in Teil III, IV und VI.

Viele der in dieser Arbeit verwendeten Methoden sind bereits an anderer Stelle
mitgeteilt worden: Anzucht der Mycelien, Herstellung der Extrakte, colorimetrische
Aktivitatsbestimmung der Phenoloxydasen (Teil I), bisherige Reinigung der Lac-
case I, Bestimmung der Michaeliskonstanten, des Kohlenhydrat- und Kupfer-
gehaltes (Teil II), analytische Disc-Elektrophorese und serologische Methoden
(Teil III, VI bzw. Esser, 1963), Reinigung und Charakterisierung der Tyrosinase
(Teil 1V).

Folgende Puffer wurden verwendet: Phosphat-Puffer (Na,HPO,/NaH,PO,),
Acetat-Puffer (Essigsiure/NaOH), Borat-Puffer (Borsiure/Borax), Tris/HCl-Puffer
[Tris(Hydroxymethyl)aminomethan/HCl], Ammoniumacetat-Puffer (Essigsiure/
Ammoniak), McIlvain-Puffer (Na,HPO,/Citronenséure), Britton-Robinson-Puffer(IT)
(alle in Rauen, 1964).

Anzucht der Mycelien fir vergleichende Untersuchungen. Unter den bisherigen
Anzuchtbedingungen (flissiges Maisdekoktmedium pH 6—7, Beliiftung, 26°C,
4 Tage Kulturdauer) wurde Wildstamm-Mycel in GroBfermentern der Farben-
fabriken Bayer A.G., Wuppertal-Elberfeld (1.000 1), und der Schering A.G., Berg-
kamen (2.500 1)? sowie spiter in der eigenen Fermenteranlage (300 1, Chemap A.G.,
Minnedorf/Schweiz) angezogen.

Protein- und Trockensubstanzbestimmungen

Der Proteingehalt wurde nach Lowry et al. (1951) und mit der Mikrokjeldahl-
Methode bestimmt. Nur fiir die Routinemessungen des Proteingehaltes wiahrend
der Aufarbeitungen und fiir alle SpA-Angaben wurde aus den Extinktionswerten
bei 280 und 260 nm der Proteingehalt nach Warburg u. Christian (1941) ermittelt.
Den analytischen Daten liegt das Trockengewicht (Vacuumtrockenpistole, P,0,,
70°C) zugrunde. Aufbewahrung der Trockensubstanz bei + 4°C im Exsikkator.

Kohlenhydratbestimmung

a) Qualitativ mit Dinnschichichromatographie. Bei Raumtemperatur nach den
bei Stahl (1967) beschriebenen Standardmethoden mit Geriiten der Firmen Desaga
GmbH, Heidelberg, und Camag, Muttens/Schweiz. Als Sorptionsmittel wurde
Cellulosepulver CM 300 (Macherey, Nagel & Co., Diiren) verwendet. Das Enzym
wurde direkt oder nach Hydrolyse (a) 1,0 n HCI, 1 Std, 80°C; b) 1,0 n HCl, 21/, Std,

2 Beiden Firmen sei fiir ihr Entgegenkommen gedankt.

18*
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100°C; c) 3,0n HCI, 4 Std, 100°C) untersucht. Als FlieBmittel dienten (jeweils
V/V): n-Butanol-Pyridin-Wasser 6:4:3 (Crumpton, 1959); n-Butanol-Propanol-
Wasser 1:2:1 (Svennerholm u. Svennerholm, 1958, verandert); Pyridin-Athylacetat-
Essigsiure-Wasser 12:18:4:7 (Fischer u. Dérfel, 1955, verindert); Phenol, gesittigt
mit Wasser 4 1°/) NH; + KCN-Spuren (Partridge u. Westall, 1948). Die Chroma-
togramme wurden mit Silbernitratlésung angefirbt (Trevelyan et al., 1950) und mit
Thiosulfat fixiert.

b) Quantitativ. Neben der Orcin-Methode wurde der Kohlenhydrat-Gehalt auch
mit dem Anthronreagens nach Hormann u. Gollwitzer (1962) ermittelt. Acylneur-
aminsidure wurde mit dem Bial-Reagens nach Béhm et al. (1954), Hexosamin direkt
oder nach Hydrolyse der Laccase (2 n HCI, 16 Std, 100°C) mit dem Morgan-Elson-
Reagens nach Blix (1948) bestimmt.

Bestimmung des Molekulargewichtes

Alle diesbeziiglichen Untersuchungen wurden mit frischer, dialysierter Laccase
(0,1 M Phosphatpuffer, pH 6,0) bei 20 - 0,1°C durchgefiithrt an einer analytischen
Ultrazentrifuge Modell E mit Schlierenoptik (Winkel 70°) bzw. Monochromator
(280 nm) und photoelektrischem Scanner (jeweils Beckman Instruments, Miinchen).

a) Aus der Sedimentations- und Diffusionskonstante. Sedimentationskonstante:
Konzentrationsbereich 1,11—6,39 mg/ml: Schlierenoptik, 22 Laufe, 59.780 Upm,
Aluminium-Einkanalzelle (4°); Konzentrationsbereich 0,21 —0,25 mg/ml: Scanner,
3 Laufe, 56.100 Upm, Aluminium-Doppelsektorzelle, Saphirfenster.

Diffusionskonstante: Konzentrationsbereich 1,71 —5,20 mg/ml: Schlierenoptik,
11 Liufe, 3.848 Upm, Doppelsektorzelle (Capillartyp mit synthetischer Grenzlinie).
Die Sedimentations- und Diffusionskonstanten wurden jeweils auf Standardbedin-
gungen umgerechnet und auf unendliche Verdiinnung interpoliert. Das Molekular-
gewicht Msp wurde nach der Svedberg-Gleichung errechnet.

b) Aus Sedimentationsgleichgewichtsliufen nach Y phantis (1964). Konzentrations-
bereich 1,70—5,20 mg/ml: Schlierenoptik, 4 Laufe bei 7.447 und 4.059 Upm,
8-Kanal Kel-F Mittelstiick, Saphirfenster. Berechnung des Molekulargewichtes A,
und Korrektur auf unendliche Verdiinnung nach Elias (1961).

Das partielle spezifische Volumen wurde mit einem digitalen Prizisionsdensito-
meter (A. Paar KG, Graz/Osterreich) nach Stabinger et al. (1967) bei 25 + 0,02°C
ermittelt und auf 20°C umgerechnet?.

Isoelektrischer Punkt

Der isoelektrische Punkt wurde durch Ampholine-Elektrofokussierung (Svensson,
1961) mit der LKB-Apparatur 8101 (LKB-Produkter AB, Bromma/Schweden)
bestimmt (Aktivitats- und pH-Messungen von 1,5 ml Fraktionen; pH-Gradienten
3—10, 3—5 und 4—6).

Hemmkinetik

Art und AusmaB der Hemmung wurden im normalen Reaktionsansatz colori-
metrisch als Geschwindigkeit (v) der Dopa-Oxydation mit Natriumazid als Hemm-
stoff untersucht mit den Variablen: Konzentration des Substrates (S), des Hemm-
stoffes (/) und des Enzyms. Die Reversibilitit der Hemmung wurde nach Acker-
mann u. Potter (1949) gepriift, wihrend die weitere Ermittlung des Hemmungstyps
nach den in Dixon u. Webb (1964) angegebenen Methoden erfolgte.

3 Wir danken Herrn Dr. B. Kickhéfen, Max-Planck-Institut fiir Inmunbiologie,
Freiburg (Direktor: Prof. Dr. O. Westphal), fiir seine Hilfe bei der Durchfithrung
der Messungen.
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Bestimmung der Enzymaktivitidten

Katalasebestimmung. Die polarographische Bestimmung der Katalase wurde
durchgefiihrt nach der von Wisser (1968) angegebenen Methode mit dem Tetrapola-
ron (Dr. A. Kuntze GmbH & Co. KG, Diisseldorf-Oberkassel).

Eine Enzymeinheit (E) entspricht einer Extinktionsinderung von 0,2 /min bei
436 nm und 1 cm Lichtweg. Als Substrat wurden DL-3,4-Dihydroxyphenylalanin
(= pL-Dopa, reagiert mit Laccase und Tyrosinase), Kaliumferrocyanid und Ascor-
binsiure (beide spezifisch fiir Laccase) verwendet.

Da die Tyrosinase im Verlauf der Reinigung abgetrennt und ihre Abwesenheit
durch spezifische Reaktionen nachgewiesen wurde, konnte Dopa als Substrat fiir
die Routine-Aktivititsbestimmungen der Laccase eingesetzt werden.

p-Kresol, das mit Laccase weiBe, als Triitbung ausfallende Dikresole und mit
Tyrosinase einen roten Farbstoff bildet, wurde als Enzymsubstrat zu Schnelltesten
und zur Anfirbung von Enzymbanden nach Disc-Elektrophorese und Immun-
Elektrophorese verwendet.

Die spezifische Aktivitit (SpA) gibt die Anzahl der Enzymeinheiten pro mg
Protein an (E/mg Protein, bestimmt nach Warburg u. Christian, 1941).

Falls Fehlergrenzen angegeben werden, handelt es sich um den einfachen,
mittleren Fehler des Mittelwertes, dem wenigstens 4 unabhingige Messungen zu-
grunde liegen.

Versuchsergebnisse und Diskussion
1. Reinigung

Die in Teil IT angegebene Methodik der Enzymgewinnung wurde wie
folgt verindert: Das Mycel wurde vor und nach dem Aufbrechen in der
Hughes-Presse bis zur weiteren Verarbeitung in Polyathylenbeutel unter
Stickstoffschutz eingeschweiBt und bei —20°C aufbewahrt. Dadurch
wurde die normalerweise bei der Aufbewahrung in der Tiefkiihltruhe
beobachtete Inaktivierung stark vermindert. Die weiteren Anderungen
ergeben sich aus der Tab. 1.

Durch die Zentrifugation bei 35.000 x g wurden stérende Polysaccharide und
durch den Einsatz der Molekularsiebsiule ein GroBteil von Fremdproteinen und Pig-
menten abgetrennt. Dadurch konnte auf zwischengeschaltete Dialysen verzichtet
werden, die Zeit- und Aktivititsverluste gebracht hatten. Anstelle der zwar besser
trennenden, aber besonders bei hohen Fillhohen sehr langsam laufenden Sephadex
G-200 Siule kann auch eine BIO-Gel A 0,5-m Séule eingesetzt werden, wodurch

Zeit gewonnen wird.
Von der Hydroxylapatit-Siule wurden mit 0,2 M Phosphatpuffer pH 6 zwei

gefirbte Gipfel eluiert, deren zweiter auch geringe Enzymaktivitit bei niedriger
SpA aufwies. Die Hauptmenge des Enzyms (ca. 90°/,) kam mit dem 0,4 M Phosphat-
puffer als tiefblau gefirbte Losung von der Siule (vgl. Teil II) und wurde weiter-

verarbeitet.

Bei den 28 durchgefiihrten Reinigungen zeigte sich, daB nicht nur die
SpA, sondern auch die Enzymausbeute erheblich gesteigert und der
Reinigungsfaktor gegeniiber dem Rohextrakt von 24 (Teil II) auf 55
erhéht wurde (Tab.1). Es fiel jedoch auf, daB in den Elutionsdiagrammen
der Molekularsieb- und Hydroxylapatit-Saulen die SpA jetzt keine
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Tabelle 1. T'ypische Reinigung der Laccase I nach dem verbesserten Reinigungs-
verfahren*

Nr. Reinigungsschritt Aktivitit Spez.Akt. Enzym-  Reinigung

(E/kg (E/mg ausbeute
Feucht-  Prot.)® in 9/,

mycel)
1  Rohextrakt 59.700 2,7 100 1,0
2 Uberstand nach Protaminsulfat-
fallung® 62.800 7.8 105 2,8
3 Uberstand nach 1. Ammon-
sulfatfillung (0—55%/,)¢ 1.167 0,2 2 —
4 Uberstand nach 2. Ammon-
sulfatfillung (55—175%/,) 0 0 — —
5 Uberstand nach Zentrifugation
(15 Std bei 35.000 X g) des in
Pufferd gelosten Prizipitats
von Schritt 4 38.800 28 65 9,1
6 Gipfelfraktionen der Sephadex
G-200 Siule (87 - 3,5 cm)e 29.700 106 50 34,8

7 Gipfelfraktionen der Hydroxyl-
apatitsdule (10 - 3 cm)? 18.000 129 30 42,3

8 nach Dialyse (0,1 M Phosphat-
puffer pH 6; mind. 36 Std) und
Zentrifugation (30 min,
55.000 X g) 22.200 169 37 55,4

9 Entsprechende Endwerte der
Reinigung Teil II 8.842 123,2 15,2 23,7

* Alle Reinigungsschritte wurden bei -+ 4°C durchgefiithrt. Der Rohextrakt
wurde aus 1500 g Mycel (Feuchtgewicht) des Wildstammes hergestellt.

s Proteinbestimmung nach Warburg u. Christian (1941).

b Ansteigen der Aktivitit bedingt durch Aktivierung der im Rohextrakt noch
enthaltenen Tyrosinase (vgl. Teil IV).

¢ Reversible Inaktivierung durch Ammonsulfat.

4 0,01 M Phosphatpuffer, pH 6,0.

¢ Durch Sdaule mit Bio-Gel A 0,5-m ersetzbar. 0,02 M Phosphatpuffer, pH 6,0.

t Stufengradient, Phosphatpuffer pH 6; 0,02 M; 0,20 M; 0,40 M. Nach Pig-
ment- und Fremdproteinvorgipfeln kommt die Hauptmenge der gereinigten Laccase
bei der 0,4 M Pufferstufe von der Saule = Schritt 7.

deutliche Plateauzone mehr zeigt, wie es fiir ein hochgereinigtes, stabiles
Enzym zu erwarten wire (vgl. Teil IT). Auf dieses Phanomen wird noch
einzugehen sein (s. S. 290).
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2. Reinheitskriterien

Frisch gereinigtes Material von eng geschnittenen Elutionsgipfeln
zeigte in der Ultrazentrifuge nur einen symmetrischen Gipfel. In der
Disc- und Agargel-Elektrophorese wurden nach Anfirben auf Protein
(mit Amidoschwarz) und auf Enzymaktivitit (mit Dopa oder p-Kresol)
nur eine Bande bzw. ein Fleck gefunden.

3. Stabilitit bei der Aufbewahrung

Fiir die weiteren Untersuchungen war es von Wichtigkeit, Bedingun-
gen zu finden, unter denen Aktivitit und Konfiguration der Laccase 1
méglichst erhalten bleiben. Optimale Stabilitidt (Tab.2) wurde erreicht,

Tabelle 2. Stabilitit der Laccaseaktivitdt

Untersuchter Parameter Variation des Parameters Optimale
Stabilitdt bei
Temperatur (°C) + 60; + 22; + 4; —18; —18
pH-Wert 3;4;4,5;5;5,56; 6; 6,5; 5,0
7:17,5;8;
Enzymkonzentration 0,05; 0,23; 0,5; 2,3; > 2,3
(mg Trockensubstanz/ml)
Phosphatpufferkonzen-
tration (M) 0,02; 0,05; 0,15; 0,40; 0,45;  0,056—0,15
Zusitze bei +22°C 209/, Glycerin; 20°/, Saccha- 209/, Glycerin
rose; ohne Zusatz
+ 4°C 209/, Glycerin; 20°/, Saccha- 209/, Glycerin

rose; 10°/, Rinderserum-
albumin; ohne Zusatz
—18°C 209/, Glycerin; 20°/, Saccha- 209/, Glycerin
rose; 10%/, Rinderserum-
albumin; ohne Zusatz

Frisch gereinigte Laccase I wurde unter den angegebenen Bedingungen inku-
biert und die Restaktivitdt in Abstinden iiber einen Zeitraum von mehreren Mona-
ten gemessen. Wenn nicht anders angegeben, wurde in 0,4 M Phosphatpuffer pH 6
bei + 4°C inkubiert. Undialysierte Laccase I, SpA 121—148.

wenn konzentrierte Laccase I in geléstem Zustand bei moglichst niedriger
Temperatur, pH 5 und einer Pufferkonzentration um 0,1 M aufbewahrt
wurde. Durch Zusatz von 20°/, Glycerin konnte das Enzym auch noch
bei —20°C in gelostem Zustand erhalten werden.

Soweit der Glycerinzusatz bei den folgenden Untersuchungen stéren konnte,
wurde auf ihn verzichtet.
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Wie aus Tab. 3 ersichtlich, wurde in einem weiteren Versuch iiber die
Erhaltung der Enzymaktivitit der Einflu verschiedener Puffer sowie
von EDTA und den bivalenten Kationen Ca*+ und Mg++ (zugesetzt als
CaCl, und MgCl,) gepriift.

Aus den Kontrollen zeigte sich, da3 Boratpuffer (0,1 M; pH 7,2) fir
die Erhaltung der Aktivitit am giinstigsten war.

Ein Zusatz von EDTA in einer Endkonzentration von 1 - 10-3 bis
1-10-2 M verdoppelte die Stabilitit bei den Phosphatpuffern gegeniiber
der Kontrolle (vgl. auch Peisach u. Levine, 1965). Die hochste Rest-
aktivitit wurde bei der Kombination 0,1 M Phosphatpuffer pH 6 mit
1-10-2M EDTA gefunden.

CaCl, und MgCl, fordern die Erhaltung der polymeren Struktur und
der katalytischen Aktivitit bei Himocyanin, einem der Laccase in vieler
Hinsicht dhnlichen Kupfer-Glykoprotein (Literatur bei Konings, 1969).
Tab.3 zeigt, daBl sowohl CaCl, als auch MgCl, zwischen 1 - 10-3 und
1-102M die Stabilitit der Laccase I leicht fordern, bei 1 - 10~1 M sie
jedoch vermindern.

Dem férdernden EinfluBl der bivalenten Kationen steht hier méglicher-
weise bei hoheren Konzentrationen der von Peisach u. Levine (1965)
und Malkin et al. (1968) beobachtete Hemmeffekt des Chlorid-Ions ent-
gegen.

Wurde das in 0,1 M Phosphatpuffer pH 6 geldste, tiefblaue Enzym
direkt gefriergetrocknet, so blieb die blaue Farbe weitgehend erhalten,
die in Analogie zu Befunden von Malmstrom et al. (1968) dem Cut+,
Typ 1 der Laccase zuzuschreiben wire. Wurde das Enzym jedoch,
um pufferfreies Material zu erhalten, zuerst in 0,02 M Ammonacetat-
Puffer pH 6,52 tberfithrt und dann lyophilisiert, so war das Produkt
fast farblos. Beide Arten des gefriergetrockneten Enzyms losen sich nur
unvollstindig wieder in Puffer und verlieren dabei einen GroBteil ihrer
Aktivitat. Da bei allen Aufbewahrungsmethoden Aktivitatsverluste
aufgetreten waren, wurde fiir die Messung der Aktivitat und biophysikali-
scher Daten nur frisches Enzym verwendet, wihrend zur Ermittlung
analytischer Daten weitgehend gefriergetrocknetes Material eingesetzt
wurde.

Aus den Versuchen geht hervor, daBl durch die neue Reinigungsme-
thode Ausbeute und SpA der Laccase I gesteigert werden. Die Stabilitdt
des hochgereinigten Enzyms hat jedoch abgenommen. Das gleiche fanden
Fling et al. (1963) fiir die hochgereinigte Tyrosinase aus N eurospora.

4. Eigenschaften der gereinigten Laccase

In Tab.4 sind eine Reihe von Eigenschaften der Laccase I mit den
Vergleichswerten aus Teil IT aufgefiihrt.
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a) Aktivitats-Daten (Tab.4, Zeile 1 —12)

Gegceniiber der frither beschriebenen Reinigung ist die SpA stark
erhoht. Signifikante Unterschiede zeigen auch die Michaeliskonstanten
fiir Ascorbinsdure und Kaliumferrocyanid.

Der Zusatz von EDTA und ein- und zweiwertigem Kupfer zum
Reaktionsgemisch mit Dopa hatte bei sofortiger Messung in den unter-
suchten Konzentrationen keine Wirkung auf die Aktivitat. Der Einfluf3
der Kupferionen ist offenbar stark vom Substrat abhingig, denn von
Peisach u. Levine (1965) und Iwasaki et al. (1967) wurde tbereinstim-
mend gefunden, dal Cutt mit Hydrochinon als Substrat die Laccase-
Alktivitdt nicht beeinfluBte, wihrend mit Brenzcatechin Aktivitéts-
steigerung becobachtet wurde. Die mit 3/gCl, und CaCl, gefundene
20°/, Hemmung ist offenbar auf das Chlorid-Ion zuriickzufiihren (Peisach
u. Levine, 1965; Malkin et al., 1968).

Hemmuversuche. Das niedermolekulare Natriumazid erwies sich als
wirkungsvoller Hemmstoff der Laccase (K; = 1,9 4 0,1 -10-8M). Da
Natriumazid mit Kupfer Komplexe bildet, ist anzunehmen, daBl dadurch
die katalytische Aktivitit der kupferhaltigen Laccase gehemmt wird.
Die Hemmung durch Natriumazid ist reversibel. Reversible Hemmung
durch Komplexbildung des Hemmstoffes mit dem Kupfer von Phenol-
oxydasen wurde bereits verschiedentlich festgestellt (Teil IV; Suzuki,
1959; Pomerantz, 1963).

Dies konnte durch einen Versuch bestitigt werden, bei dem das Enzym zwei
Tage bei + 4°C mit 3,8 - 10-3 M Natriumazid inkubiert wurde, was zu einer 90°/,
Hemmung fiihrte. Durch Ausfillen des Proteins (80°/, Séattigung mit Ammonsulfat),
Abzentrifugieren und Wiederaufnehmen des Sedimentes in 0,02 M Phosphatpuffer
pH 6, wurde die urspriingliche Aktivitit fast vollig wiedergewonnen. Dadurch
wird sowohl die Reversibilitit der Hemmung bewiesen als auch die Moglichkeit
ausgeschaltet, daB diese auf einer Abspaltung eines Kupfer-Azid-Komplexes be-
ruht.

Ein weiterer Hinweis fiir die starke Bindung des Kupfers in der Laccase ist die
Tatsache, daB es sich auch durch ausgiebige Dialyse nicht entfernen la8t.

Im Gegensatz zum niedermolekularen Natriumazid kommt es mit
dem hohermolekularen EDT A, offenbar aus sterischen Griinden, nicht
zu einer Kupfer-Hemmstoff-Komplexbildung, wodurch die an Laccase
u.a. durch Peisach u. Levine (1965), Iwasaki et al. (1967) erhobenen
Befunde bestétigt werden.

Die Auswertung der Daten der Hemmversuche mit Natriumazid
(Methodik in Dixon u. Webb, 1964) nach Lineweaver-Burk (Abb.1) oder
Hofstee 1aBt zunidchst auf eine nichtkompetitive Hemmung schlie3en.
Die Tatsache jedoch, daB bei der Auftragung nach Dixon keine Geraden
resultieren (Abb.2), weist auf einen gemischten Hemmtyp hin. Folgende
Deutung bietet sich an: Fiir die Bindung des Substrates am Enzym ist
ein aktives Zentrum verantwortlich (mit Cutt, Typ 1; Pilzlaccase;
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Abb. 1. Hemmung der Dopa-Oxydation der Laccase I durch Natriumazid. Auftra-

gung nach Lineweaver-Burk. Im normalen Reaktionsansatz wurde der Hemmstoff

unmittelbar vor dem Enzym zugegeben (0,054 mg Laccase pro Ansatz = 1,4 - 1071°M).
Frische Laccase, dialysiert gegen 0,1 M Phosphatpuffer pH 6; SpA = 115
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Abb.2. Hemmung der Dopa-Oxydation der Laccase I durch Natriumazid. Auftra-
gung der Versuchsdaten von Abb. 1 nach Dixon. Nihere Erliuterung im Text

Malmstrom et al., 1969), wihrend die Komplexbildung des Natrium-
azids mit dem Enzym-Kupfer an einem zweiten aktiven Zentrum der
Laccase stattfindet (mit Cu**, Typ 2; Pilzlaccase; Malkin et al., 1968).
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Fiir die spezifische katalytische Aktivitit der Laccase, nimlich die durch
den Elektroneniibertrager Kupfer vermittelte Oxydation des Substrates
bei gleichzeitiger Reduktion von molekularem Sauerstoff, miissen jedoch
alle aktiven Zentren zusammenwirken. Dabei ist deren Abstand még-
licherweise so gering, daB eine gegenseitige Beeinflussung in einem mehr
kompetitiven Sinne resultiert.

Auch Macrae u. Duggleby (1968) und Walker (1969) schlieBen aus ihren Unter-
suchungen an Kartoffel- bzw. Apfel- Phenoloxydase auf das Vorhandensein zweier
verschiedener aktiver Zentren fiir die Substrat- bzw. Inhibitorbindung.

Da bei der colorimetrischen Messung der Laccaseaktivitdt mit Dopa die Bildung
des gefirbten Endproduktes einer Mehrschrittreaktion bestimmt wird und weiterhin
mehrere aktive Zentren im Enzym vorhanden sind (Malmstrom et al., 1969), sind
auch Zwischenwirkungen nicht auszuschlieBen, die den Hemmungstyp verschleiern
kénnen. Es ist daher vorgesehen, die Hemmkinetik auch an Einschrittreaktionen
im Polarographen zu uberpriifen.

Hitzeinaktivierung. Die Halbwertszeit der Hitzeinaktivierung frisch
gereinigter Laccase I entspricht mit 5,4 min dem bereits in Teil IT mit-
geteilten Wert. Eine logarithmische Auftragung der Restaktivitit in 9/,
gegen die Inkubationszeit ergibt eine Gerade, entsprechend einem nach
einer Reaktion I. Ordnung verlaufenden Aktivitatsverlust (Abb.5,
Gerade A). Im Gegensatz dazu steht der Verlauf der Hitzeinaktivierung
gealterter Laccase. Darauf wird spater noch eingegangen (S. 291).

b) Analytische Daten (Tab.4, Zeile 13—21)

Der Proteingehalt wurde zunéchst nach Warburg u. Christian (1941)
ermittelt. In Parallelversuchen wurde jedoch festgestellt, daBl der
Trockensubstanzgehalt nur knapp 509/, des nach Warburg u. Christian
ermittelten Proteingehaltes ausmacht.

Da diese spektrophotometrische Methode urspriinglich fir Hefe-Enolase ent-
wickelt wurde, ist ein Umrechnungsfaktor erforderlich, der fir die frische gereinigte
Laccase I 0,46 betrigt (Tab.4). Da aber weiterhin festgestellt wurde, daB das Ab-
sorptionsverhiltnis D?%°/D%° beim Stehenlassen der Laccase langsam abnimmt
(vor allem Abnahme bei 280 nm), kam diese Methode zur Bestimmung absoluter
Proteinwerte nicht mehr in Frage. Wegen der Einfachheit und Schnelligkeit der
Methode wurde sie jedoch fiir Routinebestimmungen der SpA bei den Aufarbeitun-
gen verwendet, wo relative Werte ausreichend waren.

Alle hier angegebenen analytischen Werte beziehen sich daher auf
Trockensubstanzbestimmungen. Wahrend das Trockengewicht der hier
beschriebenen Laccase I nur etwa 50°/, des Warburg u. Christian-Wertes
ausmacht, betrug es bei der Laccase I aus Teil IT 90 —95°/, dieses Wertes.
Diese Differenz erklart einen GroBteil der Unterschiede in den analyti-
schen Daten gegeniiber Teil II, soweit sie auf Protein- oder Trocken-

substanzwerten basieren (z.B. & —I%%{i Laccase, Kohlenhydrat- und
Kupfergehalt ete.).
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Der aus der Stickstoffbestimmung (Mikrokjeldahl) ermittelte Protein-
gehalt liegt bei 85°/, der Trockensubstanz, der nach Lowry et al. (1951)
bestimmte Wert jedoch nur bei 73°/,, also 129/, niedriger.

Die Differenz ist darauf zuriickzufiihren, da8 mit der Methode nach Lowry
tiber den Tyrosin- und Tryptophangehalt nur der Proteinanteil, bei der Kjeldahl-
Methode jedoch der Gesamtstickstoff erfaBt wird und damit auch nichtprotein-
artige, jedoch stickstoffhaltige Anteile des Enzyms.

Die im Vergleich zur Trockensubstanzmenge niedrigen Proteinwerte
erkliren sich durch einen Anteil von 24 bzw. 229/, (Orcin- bzw. Anthron-
methode) Kohlenhydrat, doppelt so viel wie in Teil II berichtet. Der
Kohlenhydratgehalt liegt damit innerhalb der Grenzen, die auch bei
anderen kupferhaltigen Glykoproteinen mit Oxydaseaktivitit gefunden
wurden (Literatur s. unten). Er erginzt sich mit dem Proteingehalt
(nach Lowry et al.) auf ca. 100°/,. Wie bei einem pflanzlichen Protein
nicht anders zu erwarten, wurde keine Neuraminsdure gefunden.

Eine vorliufige qualitative Untersuchung verschiedener Laccase-
hydrolysate mit Diinnschichtchromatographie ergab folgende Haupt-
komponenten des Kohlenhydrates (in der Reihenfolge abnehmender
Konzentration): Hexosamin (wahrscheinlich Glucosamin). Mannose,
Glucose, eine schnelle Komponente (Pentose?) und Galactose. Diese
Komponenten finden sich auch in der Laccase des Pilzes Polyporus
(Fahraeus u. Reinhammar, 1967). Der Gehalt des Kohlenhydrates an
freiem Hexosamin wurde nach Blix (1948) zu 7°/,, an gebundenem
Hexosamin zu 18°/, bestimmt.

Der hohe Hexosamingehalt der Laccase erklirt damit auch die
Tatsache, daB der Proteinanteil nach Kjeldahl iiber dem nach Lowry
bestimmten Wert liegt; er erreicht jedoch nicht 100°/, der Trockensub-
stanz, da der mittlere Stickstoffgehalt des Kohlenhydrates unter dem
von Aminoséuren liegt.

Der Kohlenhydratgehalt des gereinigten Enzyms war bei verschie-
denen Aufarbeitungen, auch nach Rechromatographie, stets gleich,
unabhingig davon, ob das Enzym an Dextrangelen (Sephadex) oder
Polyacrylamidgelen (Bio-Gel) chromatographiert wurde.

Zusammenfassend kann man sagen, daB es sich bei der Laccase I
um ein Glykoprotein mit kovalent gebundenem Kohlenkydratanteil handelt,
wie es bereits von anderen Laccasen berichtet wurde (Nakamura, 1958;
Mosbach, 1963). Gleiches gilt auch fiir weitere kupferhaltige Oxydasen
wie Ascorbinsiure-Oxydase (Stark u. Dawson, 1962). Coeruloplasmin
(Jamieson, 1965), Hamocyanin (Konings, 1969) und Stellacyanin
(Peisach u. Blumberg, 1967).

Der Kupfergehalt entspricht mit etwa 0,3°, der Trockensubstanz
dem anderer Laccasen, liegt damit jedoch um mehr als das Doppelte
iiber dem in Teil II berichteten Wert, was sich durch die héhere Reinheit
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des Enzyms und den bereits besprochenen Trockensubstanz-Umrech-
nungsfaktor erklart.

¢) Spektrale Daten (Tab.4, Zeile 22 —28)

Die Maxima und Minima im Absorptionsspektrum der Laccase I
haben sich gegeniiber Teil IT nicht verindert.

In Analogie zu den Befunden von Malmstrém et al. (1968) diirfte das Absorp-
tionsmaximum bei 605 nm auf die Anwesenheit des Cutt Typ 1 in der Laccase I
zuriickzufihren sein. Der z. B. beim Stehenlassen des Enzyms, bei der Gefriertrock-
nung oder der Reaktion mit Substrat beobachtete Verlust der blauen Farbe ist
demnach mit einer Reduktion dieses Cut+-Ions verbunden.

Die in Teil IT bei 340 nm und 640 nm beobachteten Schultern treten
nicht mehr auf.

Die Tatsache, dafl um 410 nm keine verstarkte Absorption mehr fest-
gestellt wurde, deutet auf eine Abtrennung der hier absorbierenden ver-
unreinigenden Pigmente hin.

Das Verhiltnis der Extinktionswerte der beiden Gipfel, D?80/D603,
blieb gegeniiber Teil IT unverindert und liegt mit einem Wert um 40
etwa doppelt so hoch wie die von Nakamura (1958), Mosbach (1963)
und Iwasaki et al. (1967) fir Laccasen angegebenen Werte. Das Ab-
sorptionsverhdltnis D?8°/ D80 jst gestiegen und liegt im Mittel bei 1,66
mit Maximalwerten iiber 1,70 und deutet damit ebenfalls einen héheren
Reinheitsgrad an. Der millimolare Extinktionskoeffizient des Kupfers

§ 0% — 1,047 entspricht den in Teil IT und bei Nakamura (1958),

Mosbach (1963) und Fahraeus u. Reinhammar (1967) berichteten Werten.

605

Der millimolare Extinktionskoeffizient fiir die Laccase & oM Tacoase =

19,15 (berechnet auf der Basis des Molekulargewichtes, s. unten) liegt
dagegen um den Faktor 2,5 iiber den Werten von Teil 1I.

d) Molekulare Daten (Tab.4, Zeile 29 —35)

Da die genaue Bestimmung des partiellen spezifischen Volumens, be-
sonders bei kleinen Probenmengen, methodische Schwierigkeiten bereitet,
wurde bisher vielfach — und das trifft auch fiir die meisten Arbeiten
mit Phenoloxydasen zu — mit angenommenen oder nur anndhernd be-
stimmten Werten gearbeitet. Durch die Anwendung eines Prézisions-
densitometers konnte das partielle spezifische Volumen der Laccase zu
0,701 ml/g bestimmt werden.

Dieser Wert liegt niedriger als die meisten der angenommenen Werte, stimmt
jedoch gut mit dem von Fahraeus u. Reinhammar (1967) aus der Kohlenhydrat-
und Aminosiurenanalyse errechneten Wert (0,705 ml/g) iiberein. Das in Teil II
mit 0,63 angegebene partielle spezifische Volumen wire dagegen eher fiir reine Koh-
lenhydrate oder Glykoproteine mit iiberwiegendem Kohlenhydratanteil (Gott-
schalk, 1966) typisch.
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Zusammen mit der aus Ultrazentrifugenmessungen ermittelten
Sedimentationskonstanten s3 ,, und der Diffusionskonstanten DYy, er-
rechnet sich ein Molekulargewicht von 390.000.

Es liegt damit im gleichen Bereich wie das — allerdings aus abweichenden
Einzelwerten von V,, und 83, ,, errechnete — Molekulargewicht der Laccase aus
Teil II. Die Molekulargewichte der anderen bisher untersuchten Laccasen liegen

dagegen entweder um 65.000 (Mosbach, 1963; Fahraeus u. Reinhammar, 1967;
Iwasaki et al., 1967) oder um 130.000 (Nakamura, 1958; Omura, 1961).

Das aus Sedimentation und Diffusion ermittelte Molekulargewicht
wird durch den im Gleichgewichtssedimentations-Verfahren gefundenen
Wert von 383.000 bestatigt.

Aus den angegebenen Daten errechnet sich das Verhdltnis der Rei-
bungskoeffizienten f/f, zu 1,46, was auf eine noch globuldre Struktur des
Laccasemolekiils hinweist. Unter der Annahme, daBl es sich um ein ge-
strecktes, unhydratisiertes Molekiil handelt, ergibt sich nach Schach-
mann (1959) ein Achsenverhiltnis von etwa 9.

Auch das Verhiltnis der Reibungskoeffizienten anderer kupfer- und kohlen-
hydrathaltiger Oxydasen liegt im Bereich zwischen 1,25 und 1,68 (errechnet aus
den entsprechenden Daten fiir Laccase IT und III aus Teil VI; Laccase: Nakamura,
1958; Coeruloplasmin: Starcher u. Hill, 1966; Hibino u. Samejima, 1969; Hémo-
cyanin: Konings, 1969).

Fiir die Bestimmung funktioneller Einheiten des Laccasemolekiils
ist die Anzahl der Kupferatome pro Enzymmolekiil von Bedeutung. Mit
iiber 18 liegt dieser Wert bei der hier untersuchten Laccase I sehr hoch,
im Gegensatz zu nur 7 in Teil II (vgl. jedoch die Diskussion der Trocken-
substanz- und Proteinbestimmung S. 280) und den von anderen Autoren
bei Laccase gefundenen Werten, die zwischen 4 und 6 liegen (Literatur
bei Blumberg et al., 1964).

e) Elektrophoretische Daten (Tab.4, Zeile 36 und 37)

Frischgereinigte Laccase I zeigt in der Disc-Elektrophorese bei pH 9,5
nach Anfirbung auf Protein oder Enzymaktivitit jeweils eine anodisch
wandernde Bande mit R¢-Werten von 0,10—0,11. In der Agargel-
Elektrophorese auf Objekttragern wurde nach Anfirben mit denselben
Substanzen ebenfalls nur ein anodisch wandernder Fleck gefunden. Die
Elektrofokussierung frischer Laccase I im Ampholine-pH-Gradienten
ergab einen isoelektrischen Punkt des Enzyms bei pH 4,9. Die isoelek-
trischen Punkte der von Jonsson et al. (1968) untersuchten Polyporus-
Laccase A lagen zwischen pH 3,1 und 3,3, fir die Komponenten der
Laccase B zwischen pH 4,6 und 6,8. Es fillt auf, daB bei der Laccase I
isoelektrischer Punkt und optimale Stabilitit der enzymatischen Akti-
vitat beim gleichen pH-Wert liegen.

19 Arch. Mikrobiol., Bd. 72
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Abb.3. Immunelektrophorese der Laccase I des Wildstammes (schematisch).

Frische Wildstamm-Laccase I gegen: a) Enzymantikdrper gegen Laccase I, Wild-

stamm (= EA I); b) Enzymantikorper gegen Laccase IIT, Mutante z (= EA III).
Anode oben, Kathode unten

f) Serologie

Zur Bestimmung serologischer Eigenschaften (nicht in Tab.4 auf-
gefiihrt) wurden Antiseren aus Kaninchen gegen die hier beschriebene
Laccase I des Wildstammes und die Laccasen II und III der Mutante 2
eingesetzt (ausfiihrliche Darstellung der Methodik und der Eigenschaften
der einzelnen Laccasen in Teil VI). Die qualitativen Beziehungen zwi-
schen der Laccase I und den Antienzymen gegen Laccase I, IT und III
wurden mit Hilfe der Immunelektrophorese ermittelt (Abb.3). Die
anodisch wandernde Laccase I reagiert mit ihrem Antiserum durch
eine starke und eine schwache Prazipitationsbande, was bei einem reinen,
homogenen Enzym nicht zu erwarten ware. Darauf wird spéater noch
einzugehen sein. Mit Antiserum III wurde eine deutliche Einzelbande
gebildet, wihrend mit Antiserum II keine Prazipitationsreaktion zu be-
obachten war.

Im Gegensatz dazu konnte bei der Untersuchung der quantitativen serologi-
schen Beziehungen (Methodik Teil III, Einzeldaten Teil VI) durch Ermittlung der
KRM-Werte (Kreuzreagierendes Material) eine geringe Reaktion des Enzymanti-
korpers II mit seinem Alloenzym Laccase I gefunden werden.

Die Ergebnisse der Immunelektrophorese und der KRM-Wert-Be-
stimmungen lassen auf eine serologisch nahe Verwandtschaft der hoher-
molekularen Laccase I mit der niedermolekularen Laccase III und auf
geringe Verwandtschaft sowohl zwischen LaccaseI und der nieder-
molekularen Laccase IT als auch zwischen Laccase II und III schliefen.
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g) Weitere Eigenschaften der gereinigten Laccase

Katalatische Aktivitit. Die teilweise gereinigte Laccase I (Tab.1,
Schritt 6, nach der Molekularsiebséule) zeigt im polarographischen Test*
mit H,0, katalatische Aktivitdt. Durch anschlieBende Chromatographie
an Hydroxylapatit lassen sich katalatische und Laccase-Aktivitit nicht
trennen und verlassen gemeinsam die Saule. Das gleiche wird auch bei
der Reinigung der Tyrosinase der Podospora gefunden, wo ebenfalls die
beiden genannten Aktivititen gemeinsam die Hydroxylapatitsaule
verlassen und so von der Tyrosinase abgetrennt werden (Herzfeld,
personl. Mitteil.). In der Disc-Elektrophorese liegt die katalatische Akti-
vitdt in der auch mit Dopa (= Laccaseaktivitit) reagierenden Zone
(Katalasenachweis mit 0,5°/, gekochter Starke im Gel und Zusatz von
H,0, und KJ; nach Brewbaker et al., 1968). Durch Hitzebehandlung
(+ 60°C) wird nur die Laccase-, nicht aber die katalatische Aktivitat
zerstort.

Zwei Erklirungsmoglichkeiten fiir die Anwesenheit der katalatischen
Aktivitdt in der Laccase I kommen in Betracht: 1. Verunreinigung mit
dem Hamoprotein Katalase, in freier Form oder als Komplex vorliegend ;
2. Gehalt der Laccase an peroxydatisch und katalatisch wirksamem
Cutt. Wenn auch bei der hohen spezifischen Aktivitit der Katalase
bereits Spuren des Enzyms zum Nachweis seiner katalatischen Aktivitat
ausreichen, so ist die erste Moglichkeit doch unwahrscheinlich, da in
diesem Fall die Katalase durch alle Reinigungsschritte mitgeschleppt
worden wire und sich auch nach den angewandten Reinheitskriterien
wie die Laccase verbalten miite. AuBerdem besitzt die reine Laccase I
nicht das fiir Katalase typische Absorptionsmaximum bei 405 nm. Die
genannten Griinde, zusammen mit den im folgenden aufgefiihrten Be-
funden anderer Autoren, sprechen daher fiir die zweite Moglichkeit.

Sigel (1969) hat mit verschiedenen Modellsubstanzen, die Cut+ mit freien Ko-
ordinationsstellen enthalten, sowohl katalatische als auch peroxydatische Aktivitit
nachgewiesen. Im speziellen Fall des Kupfer-Glykoproteins Coeruloplasmin fanden
Mukasa et al. (1969), daB die peroxydatische Aktivitit dem Gehalt des Proteins
an Kupfer in der Cu++-Form parallel lief. Felsenfeld u. Printz (1959) und Ghiretti
(1956) stellten an Haimocyanin, einem weiteren Kupfer-Glykoprotein, ebenfalls
katalatische Aktivitit fest, wobei Ghiretti die Anwesenheit des Himoproteins
Katalase ausschlieBen und die katalatische Aktivitit allein auf das im Himocyanin
vorliegende Cut++ zuriickfihren konnte. Analog zu unseren Befunden (Hitze-
inaktivierung) waren auch dort beide Aktivititen zwar im gleichen Proteinmolekiil
lokalisiert, doch reagierten sie unabhingig voneinander auf verschiedene Versuchs-

bedingungen.
Zwar kann auf Grund der bisher vorliegenden Versuche die Frage
der Herkunft der katalatischen Aktivitdt der gereinigten Laccase noch

4 Den Herren Dr. K. Wisser und Dr. F. Herzfeld sei fiir ihre Unterstiitzung
bei den polarographischen Messungen gedankt.

19*



286 H. P. Molitoris und K. Esser:

N w f g
o o o
1

']

]

o

—
o

9

Aktivitdt [E/mi]

(=)

N
w
~
[S,]
o
=
(2]

pH

Abb.4. pH-Optimum der Reaktion frisch gereinigter Laccase I mit pL-Dopa.

Die pH-Messungen wurden unmittelbar nach jeder Aktivititsmessung vorgenom-

men. Zur Verminderung der Autoxydation des Dopa im alkalischen Bereich wurde

dem Puffer 0,1 M EDTA zugegeben und jede pH-Stufe des Puffers erst unmittelbar

vor Reaktionsbeginn angesetzt. o o Mcllvaine-Puffer; Laccase in 0,4 M Phos-

phatpuffer pH 6, undialysiert, SpA = 145. o o Britton-Robinson-Puffer (II);
Laccase, dialysiert gegen 0,1 M Phosphatpuffer pH 6, SpA = 112

nicht entschieden werden, doch erscheint in Analogie zu den Befunden
von Ghiretti (1956), Sigel (1969) und Felsenfeld u. Printz (1959) ein
Reaktionsmechanismus wahrscheinlicher zu sein, der allein auf das in
der Laccase vorhandene Cut+ zuriickzufiihren ist.

pH-Optimum. Bei der Betrachtung der Kurve der pH-Abhéngigkeit
der Reaktion mit Dopa (Abb.4) fillt auf, daB die Aktivitdt der gereinig-
ten Laccase I in Mcllvain-Puffer (pH 2,7—7,9) und Britton-Robinson-II-
Puffer (pH 3,6 —8,6) jeweils 2 Optima bei pH 5,5 und pH 7,5 aufweist.
Sie liegen damit innerhalb der allgemein fiir Phenoloxydasen beobachte-
ten Werte (pH 3,5—8,0). Oberhalb pH 8 fillt die Aktivitit steil ab, was
auch Cheung u. Marshall (1969) fiir die 3 Isozyme der Laccase von Poly-
porus gefunden hatten.

Zweigipfelige pH-Optima wurden bei Phenoloxydasen nur vereinzelt gefunden
(Tyrosinase: Alberghina, 1964; Patil u. Zucker, 1965; Katz u. Mayer, 1969; Laccase:
Résch, 1961; Walch, 1968). Die partikelgebundene Chloroplasten-Tyrosinase (Katz
u. Mayer, 1969) verlor allerdings ihr zweites pH-Optimum, wenn sie durch Trypsin-
behandlung in l8slichen Zustand iiberfiihrt wurde. Die eine der von Patil u. Zucker
(1965) beschriebenen Kartoffel-Tyrosinasen hat ein Doppeloptimum bei pH 5 und
pH 7, die andere hohermolekulare, deren Homogenitit durch Stidrkegelelektropho-
rese, Hydroxylapatit-Chromatographie und Ultrazentrifugation nachgewiesen wurde,
hatte ein Optimum bei pH 5 und eine ausgepriagte Schulter bei pH 7. Die sonstigen
katalytischen Eigenschaften der beiden von Patil u. Zucker beschriebenen Enzyme
waren fast gleich. Dieser Befund wurde in Richtung einer Monomer-Polymer-
Beziehung diskutiert. Da es sich in den zitierten Fillen nur bei den Tyrosinasen um
gereinigtes Enzym handelte, kann das bei den Laccasen beschriebene pH-Doppel-
optimum auch durch Verunreinigungen verursacht sein.

Im Fall der von uns beschriebenen Laccase I ist das doppelte pH-
Optimum entweder als eine ungewohnliche Eigenschaft eines reinen
Enzyms anzusehen oder es handelt sich um einen Enzymkomplex, der
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sich durch die angewandten Reinheitskriterien nicht erfassen und auf-
trennen 14B8t. (Dieser Punkt wird im folgenden noch zu diskutieren sein.)

h) EinfluB von AuBenbedingungen auf die Laccase-Produktion

Der Podospora-Wildstamm wird normalerweise bei pH 6—7 ange-
zogen und zeigt auf Maismehl-Agar kontinuierliches Wachstum. Wird
er jedoch bei pH 5 und darunter kultiviert, so wird die Wuchsform in
zunehmendem MaBe zoniert und die Wachstumsrate sinkt ab. Der Wild-
stamm gleicht dann in seinem Habitus den Mutanten z und un (Esser,
1969). Diese zunichst auf morphologischem Niveau gefundene Phino-
kopie konnte auch im physiologischen Bereich bestatigt werden: Bei
Submerskultur der Mutante z in Maismehl-Medium werden bei pH 6 —7
hauptsichlich die niedermolekularen Laccasen IIund ITI und nur Spuren
der hohermolekularen Laccase I produziert. Der Wildstamm dagegen
bildet unter gleichen Bedingungen fast ausschlieBlich Laccase I und
kaum Laccase II und IIT (Teil VI). Wird der Wildstamm jedoch im
Fermenter (300 1) im Bereich zwischen pH 6 bis 4,5 und bei gednderter
Beliiftung, sonst aber gleichen Bedingungen angezogen, so ergibt sich
folgendes Bild: Die Mycelproduktion sinkt auf etwa die Héilfte ab und
auch die im Mycel enthaltene Phenoloxydasenaktivitdt (E/kg Feucht-
gewicht) ist erheblich vermindert.

Bei einer Aufarbeitung dieses Materials nach der fiir die Laccase I
beschriebenen Methode zeigen sich weitere Unterschiede : Bei gestiegenem
Tyrosinaseanteil (der im Verlauf der Reinigung abgetrennt wird) taucht
eine neue Komponente mit Laccaseaktivitit in groBerer Menge auf.
Waihrend in den fiir die hohermolekulare Laccase I typischen Fraktionen
der Molekularsiebsiule nur wenig Aktivitit enthalten ist, kommt die
Hauptmenge der Aktivitit erst in spiteren, fiir ein niedrigeres Mole-
kulargewicht typischen Fraktionen von der Siule. Bei einer probeweisen
Weiterverarbeitung zeigt dieses Enzym folgende Merkmale:

1. Elution von der Hydroxylapatitsiule bereits bei einer Pufferkonzen-
tration weit unter 0,2 M.

2. SpA zwischen 40 und 60.

3. Erniedrigte Michaelis- Menten-Konstante fir Dopa (K popa =
1,5 - 10-3 M).

4. Erhohte Halbwertszeit der Hitzeinaktivierung bei 60°C (ca.
100 min).

5. Auftreten einer kathodisch wandernden Komponente mit Laccase-
aktivitit neben einer anodisch wandernden (wie Laccase I) in der
Agargel-Elektrophorese.

6. In der Immunelektrophorese gegen Antiserum I eine kathodisch
wandernde Doppelbande neben der fiir Laccase I typischen, anodisch
wandernden Doppelbande.
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7. In der Immunelektrophorese gegen Antiserum I1 eine Prazipitations-
bande im kathodischen Bereich, in dem mit Laccase I keine Reaktion
beobachtet wird.

Alle diese Befunde deuten auf die Anwesenheit einer Laccase hin,
die in ihren Eigenschaften von der Laccase I abweicht und in manchen
Punkten der Laccase IT der Mutante z gleicht (Teil VI). Sie wird daher
im folgenden als Laccase ,,II*‘ bezeichnet. Die unter Punkt 2 und 3
berichteten Werte liegen zwischen denen der Laccase I und der Laccase IT
und kénnen, wie auch die unter Punkt 5 und 6 berichteten Eigenschaften,
auf gleichzeitige Anwesenheit von Laccase I schlieBen lassen, die dann
allerdings an der Molekularsiebsdule nicht vollig abgetrennt worden
wire. Die Laccase , JI* hat weiterhin, wie auch die Laccase I, ein
doppelgipfeliges pH-Optimum, das jedoch geringfiigig zur alkalischen
Seite verschoben ist. Es ist bemerkenswert, da8 die beiden Gipfel der
Laccase ,,JI* bei pH 7,4 bzw. pH 6,0 den pH-Optima entsprechen, die
fiir reine Laccase IT bzw. Laccase III gefunden wurden.

Das durch geinderte Anzuchtbedingungen hervorgerufene Auftreten
der Laccase ,, JI'* bei gleichzeitiger Abnahme der Laccase I wirft die
Frage nach dem Mechanismus dieser Veranderung auf.

Einmal kann diese Erscheinung durch die Induktion einer weiteren Laccase
bedingt sein. Verschiedentlich wurde bereits festgestellt, daB die Laccaseproduktion
von Anzuchtbedingungen abhingig ist. Mosbach (1963) hatte im Kulturfiltrat des
Pilzes Polyporus zwei Laccase-Isozyme nachgewiesen. Cheung u. Marshall (1969)
verwendeten ein neues Nahrmedium und stellten daraufhin das Auftreten eines
weiteren Isozyms fest. Gleichzeitig verfolgten sie auch die Ausscheidung der drei
Isozyme ins Néhrmedium und beobachteten, daB die Maximalproduktion zu ver-
schiedenen Zeiten erreicht wurde. Das Auftreten des dritten Isozyms kann daher
auch dadurch erklirt werden, daB8 die Anderung der Anzuchtbedingungen zu einer
zeitlichen Verschiebung der Synthese der Isozyme fiihrte, so daB jetzt — im Gegen-
satz zu fritheren Untersuchungen — zum Erntezeitpunkt alle drei Laccasen in
nachweisbarer Menge vorlagen. Diese Erklirung wére auch fiir das hier beschriebene
Auftreten der Laccase ,,II*° denkbar.

Da die neue aufgetretene Komponente offenbar ein geringeres Mole-
kulargewicht als die Laccase I besitzt, konnte sie aber auch als Baustein
bzw. als Spaltprodukt einer polymeren Laccase I anzusehen sein. Diese
und die oben besprochenen Moglichkeiten brauchen sich dabei nicht

auszuschlieBen.
i) Polymere Struktur der Laccase

Im Verlaufe der Reinigung sowie bei einigen gezielten Versuchen
wurden folgende Hinweise auf eine polymere Struktur der gereinigten
Laccase gewonnen:

Laccase mit hoherem Molekulargewicht als 390.000

1. Bei der Aufarbeitung des Mycels kann mit der Molekularsiebsiule im
Vorlauf ein héhermolekularer Aktivititsgipfel von der Hauptmenge der
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Laccase I abgetrennt und weiter gereinigt werden. Aus Ultrazentrifugen-
messungen ergibt sich ein wesentlich hoherer Sedimentationskoeffizient
(ca. 34 Svedberg-Einheiten). Wurde dieser Wert in die von Scheraga u.
Mandelkern (1953) angegebene Formel zur Ermittlung von Molekular-
gewichtsverhéltnissen aus den Sedimentationskoeffizienten eingesetzt
((in abgewandelter Form: [(ss,w)a/(Sz0, w)D]"* = Ma/Mp)), so ergibt
sich ein Verhaltnis gegeniiber Laccase I von annéhernd 5:1. In der Disc-
und Immunelektrophorese (anodische Wanderung) hat das Material
einen niedrigeren R¢-Wert als Laccase I und reagiert mit Antiserum I.
Weiterhin zeichnet es sich durch eine héhere SpA und héhere Hitze-
stabilitat aus. Diese Befunde lassen vermuten, daB3 es sich um ein Ag-
gregationsprodukt der Laccase I handelt.

2. Gereinigte Laccase I scheint auch in vitro zu einem hohermole-
kularen Produkt aggregieren zu konnen: a) Die Sedimentationskonstante
der Laccase I steigt namlich mit zunehmender Proteinkonzentration an,
wenn die Sedimentationsldufe in 0,4 M Phosphatpuffer statt in dem
normalerweise verwendeten 0,1 M Puffer durchgefiihrt werden. b) Wird
Laccase I in hoherer Konzentration inkubiert, so tritt bei anschlieBender
Disc-Elektrophorese eine zusitzliche aktive Bande mit niedrigerem
Re-Wert auf. Parallel dazu erscheint in Sedimentationslaufen (0,1 M
Phosphatpuffer, pH 6) ein zusitzlicher, schneller sedimentierender
Gipfel (ca. 20 Svedberg-Einheiten), der nach der oben angefiihrten Be-
rechnung auf ein doppelt so hohes Molekulargewicht wie das des Aus-
gangsmaterials, der Laccase I, schlieBen laft.

Laccase mit niedrigerem Molekulargewicht als 390.000

AuBer den beiden Aggregationsformen mit hoherem Molekulargewicht
scheinen aber auch kleinere Einheiten einer aktiven Laccase vorzuliegen.

1. Unter Normalbedingungen werden bei der Reinigung der Laccase I
Spuren niedermolekularer Laccasen beobachtet, die den Mutanten-Lac-
casen IT und III gleichen (Teil VI).

2. Bei geinderten Anzuchtbedingungen (pH < 5) lassen sich, wie be-
reits unter Punkt h) berichtet, bei stark vermindertem Gehalt an Lac-
case I erhebliche Mengen an niedermolekularer Laccase gewinnen, die
der Laccase II und teilweise auch der Laccase ITI der Mutanten gleichen.

3. Wird normal angezogenes Mycel lingere Zeit ber — 18°C gelagert, so
wird bei anschlieBender Reinigung neben Laccase I in gréBeren Mengen
eine Laccase gefunden, die folgende Eigenschaften aufweist: Eine um
den Faktor 3 —4 niedrigere SpA, eine geringere Hitzestabilitat, Auftreten
schneller wandernder Banden in der Disc-Elektrophorese und eine
langsamer sedimentierende Komponente in Sedimentationslaufen. Aus
der Sedimentationskonstanten (ca. 5,5 Svedberg-Einheiten) ergibt sich
nach der bereits erwihnten Formel ein um den Faktor 4 —& niedrigeres
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Molekulargewicht. Offenbar konnen bei der Lagerung des Mycels Vor-
ginge ablaufen, die zu dem Auftreten niedermolekularer Laccaseein-
heiten fiihren.

4. Folgende Befunde lassen eine Dissoziation der gereinigten Laccase I
annehmen: Wird frischgereinigte, homogene Laccase I lingere Zeit bei
+ 4°C inkubiert, so fallt die Aktivitit und damit auch die SpA ab. Bei
Raumtemperatur erfolgt der Aktivititsbefall entsprechend schneller.
Parallel dazu treten in der Disc-Elektrophorese schneller wandernde,
enzymatisch aktive Banden auf und in Sedimentationsldufen zeigt sich
eine zusatzliche, langsamer sedimentierende Komponente (ca. 5,5 Sved-
berg-Einheiten). Nach der Scheraga-Formel betrigt ihr Molekular-
gewicht etwa 1/, der Laccase I. Mehrmaliges Einfrieren und Auftauen
der Laccase I hat den gleichen Effekt. Es kommt unter diesen Bedin-
gungen anscheinend zu einer Dissoziation der Laccase Iin aktive Unter-
einheiten.

5. Unter den bisher geschilderten Bedingungen erfolgt eine Disso-
ziation der Laccase I in 4 oder 5 Untereinheiten. Wird die Laccase da-
gegen mit Natriumdodecylsulfat (25 - 10-3 M) inkubiert, so liegt die Sedi-
mentationskonstante der Zerfallsprodukte bei 3 Svedberg-Einheiten.
Das daraus errechnete Molekulargewicht wiirde nur !/ bis !/, der Laccase I
betragen und mit etwa 40.000 nur halb so groB sein wie das der mit
anderen Verfahren gewonnenen Untereinheiten. Es liegt damit im Be-
reich der bei vielen Enzymen gefundenen kleinsten aktiven Unterein-
heiten.

j) Diskussionsbemerkungen zur Struktur der Laccase I

Auf Grund des Assoziations- und Dissoziationsverhaltens der Lac-
case I lassen sich jetzt auch folgende experimentelle Befunde im Zu-
sammenhang mit den Ergebnissen anderer Autoren erkliren:

1. Die bei der Immunelektrophorese der Laccase I gegen Antiserum I
beobachteten doppelten Prazipitationslinien kénnen wie bei der Lactat-
dehydrogenase (Avrameas u. Rajewsky, 1964) im Sinne einer Monomer-
Polymerbeziehung aufgefallt werden.

2. Wurden die Gleichgewichtssedimentationsliufe mit Laccase I bei
20°C iiber lingere Zeit durchgefiihrt, so nimmt das als Gewichtsmittel
M, errechnete Molekulargewicht kontinuierlich mit der Zentrifugations-
dauer ab. Diese Abnahme ist um so stirker, je geringer die eingesetzte
Proteinkonzentration ist. Dies deutet ebenfalls auf Dissoziation hin.

3. Das partielle spezifische Volumen nimmt bei -+ 25°C langsam,
kontinuierlich ab. Das gleiche konnte Konings (1969) bei Himocyanin
unter Bedingungen beobachten, die zur Dissoziation des Molekiils
fithrten.

4. Die Tatsache, daB die kochgereinigte Laccase I bei der Elution von
den verschiedenen Séulen kein Plateau der SpA mehr aufweist (s. S. 272),
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Abb.5. Hitzeinaktivierung der Laccase I. Inkubation der Laccase bei - 60°C.
Nach den angegebenen Zeiten Probenentnahme fiir den normalen Aktivititstest
mit Dopa. o o Gerade A: frische Laccase, 0,5 M Phosphatpuffer pH 6, un-
dialysiert, SpA = 117. e— —e Kurve B, Schenkel a und b: gealterte Laccase,
0,4 M Phosphatpuffer pH 6, undialysiert, 8 Tage Inkubation bei 4 4°C, SpA = 82

1Bt sich ebenfalls als stindige Dissoziation in Untereinheiten geringerer
SpA erkliren. In diesem Sinne wiren auch die Ergebnisse der Stabilitéts-
versuche zu deuten.

5. Auf Grund einer polymeren Struktur der LaccaseI und der
leichten Dissoziierbarkeit des gealterten Enzyms wird auch der abwei-
chende Verlauf der Hitzeinaktivierung gealterter Laccase I verstiandlich.
Die graphische Darstellung (Abb.5) zeigt eine zweischenkelige Kurve B
mit einem zunichst schnellen Aktivititsbefall (Schenkel a, Halbwerts-
zeit, 5 min), gefolgt von einem wesentlich langsameren Abfall der Aktivi-

tét (Schenkel b, Halbwertszeit 170 min).



292 H. P. Molitoris und K. Esser:

Dies konnte einmal durch die gleichzeitige Anwesenheit zweier ver-
schiedener Enzyme mit verschiedener Hitzestabilitit bedingt sein, wie
es von Horowitz u. Fling (1956) fiir die Tyrosinase von Neurospora ge-
funden wurde.

In dem dort untersuchten Heterokaryon, dessen Kernkomponenten die Allele
Ts bzw. TI fiir verschiedene Hitzestabilitit die Tyrosinase tragen, wirken beide
Allele unabhingig voneinander und fithren nicht zur Produktion einer Enzym-
hybride mit intermediiren Eigenschaften, sondern zur gleichzeitigen Bildung
beider Enzyme.

Unsere Versuchsergebnisse dagegen lassen die Deutung zu, daf die
gealterte, polymere, hitzelabile Laccase I (Abb.5, Hitzeinaktivierung
und Spaltung nach Kurve B, Schenkel a) in Untereinheiten groéBerer
Hitzestabilitit zerfillt. Diese werden dann entsprechend einer Reaktion
I. Ordnung inaktiviert (Kurve B, Schenkel b). Dieser Befund und die
Tatsache, dal die hitzebedingte Dissoziation und Inaktivierung der
eingesetzten Proteinkonzentration umgekehrt proportional sind, decken
sich mit den Ergebnissen von Jolley et al. (1969) bei der Agaricus-
Tyrosinase.

Alle diese Beobachtungen sind durch eine Dissoziation der Laccase I in
Untereinheiten geringerer SpA in Abhdngigkeit von Proteinkonzentration,
Zeit und Temperatur erklarbar.

6. Ob bei der Alterung und Dissoziation der Laccase I sich auch die
Konformation des Enzymmolekiils andert, kann auf Grund der vorlie-
genden Befunde nicht eindeutig festgestellt werden. In diese Richtung
deutet jedoch ‘die Verinderung der Absorption im ultravioletten
Spektralbereich,.dje Abnahme des partiellen spezifischen Volumens und
die veranderte Hemmkinetik dissoziierender Laccase (kompetitiver
Hemmungstyp mit Dopa und Natriumazid; K; ca. 1-10-5 M; praktisch
unverdnderte Michaelis-Konstante fiir Dopa).

7. Fiir die Berechnung der Molekulargewichtsverhéltnisse wurde die
von Scheraga u. Mandelkern (1953) angegebene Gleichung benutzt. Sie
gilt strenggenommen nur bei globuldren, unhydratisierten Molekiilen
geringer Asymmetrie. Andernfalls sind die errechneten Molekularge-
wichte zu hoch. Die Laccase I entspricht auf Grund ihrer hydrodyna-
mischen Daten nicht vollig diesen Voraussetzungen, so daB das nach
obiger Gleichung berechnete Molekulargewicht der Untereinheiten zu
hoch sein konnte. Nach entsprechender Korrektur der Molekular-
gewichte wire demnach eine Dissoziation nicht in 4, sondern in 5 Un-
tereinheiten im Bereich des Moglichen.

Bisher wurden allerdings nur wenige Enzymmolekiile gefunden, die aus einer
ungeraden Anzahl von Untereinheiten aufgebaut sind (Literatur s. Anonymus,
1968). Das Vorkommen von 5 Untereinheiten wurde fiir Cytochrom a (Takemori et

al., 1961), Arginindecarboxylase (Boeker u. Snell, 1968) und Hémocyanin (Literatur
bei Konings, 1969) berichtet. In allen drei Fillen kénnen diese Untereinheiten



Phenoloxydasen von Podospora anserina. V 293

nochmals halbiert werden (bei Cytochrom a z. B. durch Natriumdodecylsulfat),
was mit unserem Befund an der Laccase iibereinstimmen wiirde.

Es war bereits festgestellt worden, daB der ermittelte Wert von mehr als 18 Kup-
feratomen pro Enzymmolekiil (390.000 Molekulargewicht) auBerordentlich hoch
liegt. Bei einem Zerfall in 5 Untereinheiten wiirden jedoch nur etwa 4 Kupferatome
auf eine Untereinheit kommen, ein Wert, der auch von Nakamura (1958) und Mos-
bach (1963) fiir Laccase gefunden wurde. Die neueren Arbeiten der letztgenannten
Gruppe iiber Art und Funktion der 4 Kupferatome der Polyporus-Laccase (Fee et al.,
1969) lassen bereits eine Interpretation von Funktion und Zusammenwirken im
Enzymmolekiil zu.

Das Ergebnis vorldufiger elektronenmikroskopischer Untersuchungen deutet
allerdings auf eine tetramere Struktur der Laccase I hin, die in Dimere und Mono-
mere zerfallen kann (Molitoris, unveroffentlicht).

In Analogie zu den Befunden von Cheung u. Marshall (1969) 148t
sich, besonders auf Grund der serologischen Daten, auch bei den
Laccasen der Podospora eine Monomer-Polymer-Beziehung zwischen
nicht identischen Untereinheiten diskutieren. Auch das doppelte pH-
Optimum kann in diese Richtung deuten. Zur Klarung dieser Frage
bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB die Laccase des Wild-
stammes von Podospora anserina in verschiedenen Aggregationszustinden
vorkommt, die zumindest teilweise ineinander umwandelbar sind. In-
wieweit es sich dabei um die wahren Verhaltnisse in der Zelle und nicht
um Artefakte bei der Reinigung handelt, mufl vorerst dahingestellt
bleiben. Ein weiterer Punkt ist, ob die bei der Dissoziation der Laccase I
entstandenen Untereinheiten Bausteine der Laccase sind, die auch als
selbstindige Einheiten auftreten und enzymatisch aktiv sind. Daraus
ergibt sich dann die Frage, ob diese Untereinheiten mit den vor allem
in den Mutanten gefundenen niedermolekularen Laccasen verwandt

oder identisch sind.

Ein fritherer Mitarbeiter unserer Gruppe, Herr Dr. W. Krause, war besonders
an der Entwicklung des neuen Reinigungsverfahrens beteiligt. Thm und auch Herrn
W. Minuth, der durch kritische Diskussionen zum Fortgang der Arbeit beigetragen
hat, gebiihrt unser Dank. Den technischen Mitarbeitern des Institutes, insbesondere
Frl. H. Goldschmidt, danken wir fiir tatkriftige und sorgfiltige Unterstiitzung bei
der Durchfiihrung der Experimente.
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