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A. Einfiihrung,

1. Untersuchungen an Laccasen

OLriohl die Phenoloxidasen mit ihren typischen Vertretern Laccase und Tyrosi-
nase seit Yeinahe einem Jahrhundert biochemisch untersucht werden, ist die

Funktion dieses weitverbreiteten Enzymsystems noch weitgehend ungeklart. Die
vorliegende Arheit soll einen Beitrag zum Verstandnis von Struktur und Funk-

tion der Laccasen leisten, die beim Ascomyceten Podospora anserina als ein

3ysten multipler Enzyme auftreten.,

Laccase 'p-Diphenolzoo Oxidoreduktase, EC 1,10.3.2' und Tvrosinase (o-Diphe-
”31102 Oxidoreduktase, £C 1,10,35.1) sind im Tier- und Fflanzenreich weitver-
breitete inzyme, die Phenole, insbesondere Diphenole und Arylamine, lber
gefarhte Zwischenprodukte mit Hilfe des Luftsauerstoffs unter Entstehuny von
w“asser zu oxydieren vermogen. Die von ihnen katalysierte reaktion, ihre Ver-
breitung und ihre vorerst noch hypothetische biologische Funktion wurden
bereits in einer reihe zusammenfassender Arbeiten hehandelt (3ONNER, 1957;
FRANKE, 1900; KAARIK, 19.5; HAIDER, 1966; ROSCH, 19u3; PIISACH et al., 1900
FROUDENHERG and NEISH, 1903; MALMSTROM and RYDEN, 1908 ; SCHUBERT, 1968;
HAMILTON, 17093 HIGUCHI, 1971; MALKIN and MALMSTROM, 1970; SARKANEN and LUDWIG,

1971).,

£s diirfte weithin unbekannt sein, daB der Begriff der 'Oxydasen', der fir das
Verstandnis des pflanzlichen und tierischen Stoffwechsels so wichtig werden
sollte, von BEdTRAND 189y im Zusammenhang mit seinen Untersuchungen an Phenol-
oxidasen nepragt wurde, )ie ersten eingehenden Arbeiten iuber Laccasen gehen
jedoch bereits auf YOSHIDA (1833) zuriick. 3ei Untersuchungen des ‘lilchsaftes
(Latex' des japanischen Lackbaumes Rhus vernicifera (Anacardiaceae) beobachtete
er, daB dieser Milchsaft an der luft zu einem dunklen, durchsichtigen Lack

erhirtet und daf dieser Vorgang durch ein hitzeunbestindiges Agens ("diastatic



matter') unter Beteiligung des Luftsauerstoffs katalysiert wird, Dieses Agens
hat BERTRAND (1894) nach seinem Vorkommen im Milchsaft des Lackbaumes "Laccase"
genannt, Auf Grund des gefundenen Mangangehaltes postulierte er auch bereits
den Metallenzymcharakter dieses Proteins, Erst durch die Untersuchungen
TISSIERES (1948) konnte jedoch schliissig nachgewiesen werden, daf Kupfer und
nicht Mangan in der Laccase enthalten sind und fir ihre katalytische Funktion

essentiell sind.

Im Zusammenhang mit dem in der vorliegenden Arbeit behandelten Problemkreis

interessieren bei der Laccase, die ein kupferhaltiges Glykoprotein darstellt,

insbesondere folgende Punkte, auf die daher hier niaher eingegangen werden

soll:

1) Der Metallenzymcharakter der Laccase und sich daraus ergebende Fragen des
Reaktionsmechanismus.

2) Der Glykoproteincharakter der Laccase und sich daraus ergebende Fragen der
Biosynthese, Struktur und Funktion.

3) Die biologische Funktion der Laccase.

4) Die Struktur dieses Enzymsystems, die mit obengenannten Punkten im Zusammen-

hang steht und vor allem im experimentellen Teil abgehandelt werden wird.

Es soll zunachst auf Punkt 1 eingegangen werden.

II. Kupferhaltige Proteine

Kupfer gehort zu den "Ubergangsmetallen', deren d- und f-Schalen nur teilweise

mit Elektronen besetzt sind und die daher zum Valenzwechsel befahigt sind; im

++ +

Falle des Kupfers also Cu+, Cu und cu*? . Aus dieser Fahigkeit erklart sich
bereits ein GroBfteil der Funktionen dieser Metallenzyme, deren wichtigste Ver-

treter mit einigen kennzeichnenden Eigenschaften in Tabelle 1 aufgefiihrt sind.

Alle diese Enzyme enthalten gebundenes Kupfer, Als Beispiele fiir ihre ver-

schiedenen Funktionen seien hier genannt:



1) Elektronentransport (z.B. Plastocyanin)
2) Sauerstofftransport (z.B. Hamocyanin)

3) Transport oder Speicherung des Metalles selbst (z.B. Erythrocuprein)

Die Laccasen, Gegenstand dieser Untersuchung, gehdren zu den sogenannten
"blaven Oxidasen'", die (mit Ausnahme der Laccase von Agaricus) auf Grund der
besonderen Bindungsart des "blauen" Kupfers vom Typ 1 um 000 nm stark absor-
bieren (Nomenklatur des Kupfers in dieser Arbeit nach MALKIN und MALMSTRGM,
19 ). Die wichtigsten "blauen Oxidasen" vom Laccasetyp sind mit ihren Haupt-

eigenschaften in Tabelle 2 aufgefiihrt,

III. Art und Funktion des Kupfers in der Laccase.

Bei der durch Laccasen katalysierten Reduktion des molekularen Luftsauerstoffs
2u Wasser ist die Kenntnis der Einzelschritte dieses 4-Elektronentransfers,
insbesondere die Koppelung der Substratoxidation (1-Elektronentransfer) mit
der Sauerstoffreduktion (4-Elektronentransfer) eine wichtige Voraussetzung

fir das Verstandnis der Gesamtreaktion. Wie Tabelle 2 zeigt, scheinen alle
"blauen Oxidasen" ein Minimum von 4 Cu-Atomen/aktive Enzymeinheit fiir ihre
katalytische Aktivitat zu bendtigen. Mindestens 3 verschiedene Arten von
Kupfer kommen in Laccasen vor, wie dies besonders von MALMSTROM und Mitarbei-
tern (MALKIN and MALMSTROM, 1970) mit Hilfe der Untersuchung der elektronen-

paramagnetischen Resonanz (EPR) des Kupfers erhirtet werden konnte.

Art und Anzahl der verschiedenen Kupferatome in Pilzlaccasen gehen aus
Tabelle 3 hervor, 50 % des paramagnetischen Kupfers geigt typischerweise
starke Absorption bei Wellenldngen um 600 nm (Typ 1 = "blaues" Cuz*). Im EPR-
Spektrum fdllt eine ungewohnlich enge Hyperfein-Aufspaltung auf, Weiterhin
wurde das Typ 1 Cu2+ als 1-Elektronenakzeptor bei der Substratoxidation er-
kannt, Das andere paramagnetische Kupfer (Typ 2, "nichtblaues" Cuz*) zeigt
eine breitere 'lyperfein-Aufspaltung, hat keine Absorption im sichtbaren

Bereich und ist Bindungsstelle fiir anionische Inhibitoren wie Azid, Cyanid



Tab.1l

Hauptgruppen kupferhaltiger Enzyme

MG
Enzym Organismus Funktion 10”
-
Hamocyanin Jasus Oz-Transport 460
Erythrocuprein Sauger Cu-Speicher 33
(Svperoxyddismutase) o.Transport
{(HpUp-Abbau)
Gewebe-Cu-Protein
(z.B.,Cerebrocuprein) | Sauger
e
Azurin Bordetella Elektronen- 15
transport
Stellacyanin Rhus 20
Plastocyanin Spinacia 21
Blaues Protein Pseudomonas 106
Umecyanin Armoracia 15
—
Tyrosinase Neurospora Mischfunkt. 33
Oxidasen
Tyrosinase Agaricus 128
Dopamin-f-Hydroxyl. | Bos 290
_
. d
Laccase [ Podospora "Blaue Oxid,"} 390
Laccase Rhus 110
Laccase Polyporus 60
Laccase Agaricus
Ascorbinsiure Oxid. | Cucurbita 140
Coeruloplasmin Sauger 150
Diamino Oxidase Sus andere Oxid. | 185
Galactose Oxidase Dactylium 75
Uricase "uricolytische
Tiere"
Cytochrom Oxidase weitverbreitet Term,Oxidase| 80

Cu2+

Typl:
b)
c)
d)

e) blafbraune Farbe

"blaues Cu'"

nach der Nomenklatur von
Literatur in Malkin and Malmstrom 1970
Literatur in Paul and 3tigbrand 1970

siehe Diskussion des Molekulargewichtes, diese Arbe:




Abs ,max.d,
Cu-Chromo-

Cu

g Atom/Molekiul

phors im blaue Literatur
Sichtb, (nm)|Farbe | Gesant Typ 1
503 + 14 Boas et al. 1969; b)
680 + 2 b); ¢)
Porter 1966
025 + 1 1 b); c)
b04 + 1 1 b); Malmstrom et al. 1970
597 + 2 2 b); ¢)
630 + 1 c)
610 + 1 1 c); Stigbrand et al. 1971
- - 1 o Fling et al. 1963; b)
- - A Kertesz and Zito 1962
- - 47 o] Friedman and Kaufman 1966; b)
610 + lo 4 diese Arbeit
608 + 1 b); c)
610 + 1 L)
- _e) ? ? Nakamura and Ogura 1966; b)
605 + 2(2) | b); ¢)
610 + 8 2 b); c)
480 - 2 0 Mondovi et al. 1967;
Yamada et al. 1967; b)
- 1 b)
- 1 h)
‘ 600 - 2 " Horio et al. 1961; b)
| u, 825 {+2Ham)
j] S—

31lkin and Malmstrom 1970




Tab,2 Die wichtigsten Eigenschaften der

"blauen Oxidasen''

Kohlen- Kup
, il M . - - + FA R
Enzym Produzent orkominen ka01. Zéhl dlhydrat-|Absorpt. p Atom Cu. Ob)
extraz, e} Gew, [Unter-{gehalt [maximum nm| % TS Cu/ REPIR-
intraz. (iXx 10”3 |einh. |t% T5) |(schulter) Mole o ges.OV
1) Laccase I Podospora al i 390d) 4 24 280, (292)f a)l
010, 1750)[ 0,298 10 8
2) Laccase I1 Podospora af i 70 - 25 280, (290) e)
005 0,298 4
3) Laccase III | Podospora a} i 30 - 23 280, (290)} e)
605 0,310 4
4) Laccase A Polyporus vj e Y - 1 280, (330)h
VIO (L40) | 0,44 “ 2
5) Laccase B Polyporus v} e ca.vO - N 2
L) Laccase Rhus v, e 110 - 45 280, LOO 0,23 !t 2
7) Laccase Rhus v, e 14l oli 0,25 [ 2(29%)
8) Laccase thus v, e 120-141] - 45 280, (330)h0,23-
15, (780)[ 0,26 | 5-0 [(43-10%'
9) Laccase Rhus s, e 130 - 280, (335)h0,22-
L0Y, (7v0)] 0,24 5-0 | (21%)
I
10) Laccase Lactarius i o7 280, 0o
11) Laccase Agaricus i kein Max.r)O.l« 4
zw, 500-800
12) Laccase Prunus i [70-90
13) Coerulo- Siugerblut e 150 v=10 vl0 3 i
plasmin
14) Ascorbins. Cucurbita i 140 + 280, (290,330) ;
Oxidase 007, (7TV0) 8 4(?7),
a) EPR+ = nachweisbar durch EPR
b) EPR- = nicht nachweisbar durch EPR
c) nach der Nomenhlatur in Malkin and Malmstrom 1970

d) siehe Diskussion des Molekulargewichtes,

e) vorlaufige Ergebnisse
f) blafbraune Farbe

diese Arbeit



er
Cut+

9 \tom

Wol(%cj

2

4(71%)

L42-90)

(79%)

{100%)

2072)

Isoelektr,Fokuss.

bzw, EPR+ A’

Literatur

— Bandenzahl| I1LP
Typ 1 |Typ 2 Szule|Gel
4 4 1 4 #,8-5,b] diese Arbeit; Molitoris u,Esser 1970
e)
1:1 1 7 7-10 diese Arbeit; Esser u,Minuth 1970
,Ie)
1:1 1 1-2 4,0 diese Arbeit; Esser u.,Minuth 1970
1 1 2 Q,U—O,B slalmstrom u,Mitarb,; Malkin and Malmstrom 1970
1 1
10 b,6-9'3 Malmstrom u,%itarb,; Malkin and Malmstrom 1970
1 1 1 8,0 Malmstrom u,Mitarb,; Reinhammar 1970;
Malmstrom et al, 70
+ ? Blumberg et al. 19v4
1 Nakamura u.Mitarb,; Nakamura 1953;
+ ? Nakamura and Ogura 196v
+ Nakamura u,Mitarb.; Nakamura and Ogura 1960
Iwasaki et al, 19t7
? Nakamura and Ogura 190v
Mayer and Harel 1903
2 2 Paul and Stigbrand 1970; iyden 1971
1 ,0-7,3| Paul and Stigbrand 1970; Malkin and Malmstrom
P () %l;) 1970; Nakamura et al. 1968; Stark and Dawson 1961,
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und Fluorid. Bei der Reaktion der Laccase mit H20 ist dieses Kupfer fir die

2
Bildung einer Absorptionsbande bei 400 nm verantwortlich (BRANDEN et al., 1971
Cine dritte Form des Kupfers, 50 » des Gesamtkupfers, ist durch EPR nicht
nachweisbar, Es scheint sich hier um diamagnetisches Kupfer in Form eines

2--Cuzi*—lr‘aares zu handeln (EHREN3ERG et al., 1962). Diese

spingekuppelten Cu
Kupferatome absorbieren im oxidierten Zustand bei 330 nm und fungieren beil

der Reoxidation des Enzyms durch molekularen Sauerstofl als 2-Elektronen-

akzeptor (MALKIN et al., 1969; REINHAMMAR and VANNGRRD, 1971).

Auf Grund der vorliegenden Befunde wird fir die Laccasen folgender Reaktions-
mechanismus diskutiert: Laccase reduziert mit dem Cu2+ Typ 1 das Substrat in
l-Elektronenschrittenw wobei ins:esamt 4 Elektronen zur volligen Reduktion
des Enzyms benotigt werden. Durch das diamagnetische Kupferpaar werden an-
schlieBend in 2-Elektronenschritten insqgesamt 4 Elektronen wieder an den
Sauerstoff abgegeben., Durch Einschaltung der Kupferatome vom Tyn 2 (Stabili-
Ssierung eines intermediiren Zwischenproduktes im Sinne von H202 ?) kommt es

zur Reoxidation des Kupfers vom Typ 1.

IV, Substratspezifitit der Laccasen

Als Substrate fiir die obenerwiahnte Redoxfunktion der Phenoloxidasen dienen

vor allem in o- und p-Stellung substituierte Phenole und Arylamine. In Figur 1
ist in summarischer Form der Reaktionsmechanismus fir Tyrosinase und Laccase
gezeigt., Tyrosinase katalysiert 2 verschiedene Reaktionen: Einmal die Hydroxy-
lierung von Monophenolen in© -Stellung (Kresolaseaktivitat), zum anderen die
Oxidation von vorzugsweise o-Diphenolen durch ihre Katecholaseaktivitat, wobei
keine freien Radikale als Intermediarprodukte auftreten., Demgegeniiber vermag
Laccase nur die Oxidation von o- und p-substituierten Diphenolen durchzufiih-
ren, wobei freie Radikale entstehen., Diese Semichinone dismutieren anschlie-
Bend. Die entstehenden Chinone reagieren dann in mehreren (enzymatischen und
nichtenzymatischen) Schritten iiber gefarbte Zwischenprodukte zu melaninartigen

Polymerisaten (Fig.l).



(1) (2) (3) (4)
Tyrosin Dihydroxyphenylalanin Dopaorthochinon 8.6-Dihydroxydihydroindol -
(Dopa) o -carbonsliure
(Leucodopachrom)
+'20, Umlagerung
ﬁH, HO ﬁn, (o] ﬁn, H Hy
HO _CH-COOH HO _CH-COOH [e] _EH-COOH H H-COOH
NH, NH, NH, NH
-2H
Oxydation:
Hydroxylierung: Tyrosinase
. oder -2H
Tyrosinase
Laccase
Polymerisation j Umlagerung
o H o H HO H o Ha
o H o H HO H o H-COOH
NH n NH -2H NH -co, NH
Melanin Indol=-5.6-orthochinon 5,86-Dihydroxindol indolcarbonsliure—
S.6-orthochinon
(Dopachrom.rot )
(8) (7) (8) (8)
Fig. 1

Summarischer Reaktionsablauf der durch Tyrosinase und Laccase

katalysierten Melaninbildung.
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V. Heterogenitit von Laccasen

Im Widerspruch zu ihrer systematischen Bezeichnung als p-Diphenol-oxidierendes
Enzym katalysiert die Laccase Jjedoch auch die Oxidation von Substraten wie
Ascorbinsiure und Kaliumferrocyanid und von in o- und m-Stellung substituier-
ten Phenolen (Literatur und Diskussion in FRANKE, 1960; SCHANEL and ESSER,
1971). Nicht nur hinsichtlich ihrer Substratspezifitiat, sondern auch in anderen
Eigenschaften, wie Molekulargewicht (60,000 - 390.000), Kohlenhydratgehalt

(14 - 45 %) und Anzahl und Art des gebundenen Kupfers, sind die bisher unter-
Ssuchten Laccasen sehr heterogen, wie aus Tabelle 2 zu entnehmen ist (siehe
auch MALMSTROM et al., 1970; REINHAMMAR, 1970). Besonders iiber Menge und Art
des EPR-nachweisbaren Kupfers bestehen unterschiedliche Auffassungen zwischen
den Arbeitsgruppen um MALMSTROM und NAKAMURA, Darauf wird noch anhand eigener

Befunde einzugehen sein.

vI, Biosynthese und Funktion von Glykoproteinen

Neben dem Kupfer ist besonders der Kohlenhydratanteil der Laccase von erheb-
licher Bedeutung fiir deren Struktur und Funktion. Es soll daher kurz darauf
eingegangen werden:

In jiingster Zeit sind in der Erforschung der Biosynthese und Funktion der
Glykoproteine groBe Fortschritte gemacht worden, die ihren Niederschlag in
einer Reihe von Ubersichtsreferaten gefunden haben (EYLAR, 1965; ROSEMAN, 1968;

GOTTSCHALK, 1969; SPIRO, 1970; WINTERBURN and PHELPS, 1972).

Glykoproteine stellen Polypeptide dar, die einen verschieden hohen kovalent
gebundenen Kohlenhydratanteil enthalten, Wahrend die Polypeptidkette der Glyko-
Proteine an freien Ribosomen synthetisiert wird und ihre Aminosiuresequenz
durch den iiblichen Matrizenmechanismus genetisch gesteuert ist, erfolgt die
Schrittweise Anfiigung der einzelnen Kohlenhydrate an membrangebundenen Riboso-
men durch hochspezifische Transferasen, Die in Glykoproteinen vor allem ent-

haltenen Einfachzucker sind Mannose (Man), Galactose (Gal), Glucose (Glc),
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Xylose (Xyl), Fucose (Fuc) und R}hamnose (Rha), auferdem die llexosamine
N-Acetylglucosamin (51cNAc) und N-Acetylagalactosamin (GalNAc) sowie N-Acetyl-
neuraminsiure iN=-AN) und N-Glycolylneuraninsaurc. wie die Polypeptidketten
konnen auch die Zuckerketten verzweigt sein, bevorzugter Verzweiaungspunkt

ist die Mannose. Die Anknivfung des ersten Zuckerrestes erfolat hiufig dber
eine N-glvykosidische 7indung {lAsparazin (Asn)-GlcNAc!) oer eine O-glykosi-
dische Bindung mit den Partnern Serin (3er), Threonin :Thr), Hydroxylysin (Hyl)
oder Hydroxyprolin (Hyn) einerseits und GalNAc, Gal, Xyl ocer Arabinose (Ara)
andererseits, Am nichtreduzierenden inde der Zuckerkette werden haufig Fucose
oder Neuraminsaure gefunden. Die heteiligten Transferasen sind sowohl spezi-
fisch fir bhestimmte Aminosaurcseqienzen der Polypeptidkette (z.B., Asn-a-Thr/
Ser-% fir das Zuckerende des wachsenden Glykoproteins oderauch [ir den zu
ubertragenden Zucker, Dennoch erreicht dJdie 3Spezilitdt und Fehlerlosiokeit
dieses Mechanismus bLei weitem nicht die der m-.NS nesteuerten Proteinsynthese,
was die hiadufig beohachtete Mikroheteroaenitat bei Glykoproteinen erklart,
Diese konnte in den meisten Fallen im Zuckeranteil lokalisiert werden {PLAPP
and COLi, 19073 SPIRO, 1970; ESSER and MINUTH, 1971: RYDEN, 1971: WINTERBURN

and PHELPS, 1972).

Uber die funktionelle Bedeutung des flohlenhydratanteils eines (lykoproteins

gibt es verschicdene Auffassungen. 5o werden diskuticrt:

1) Markicrung eines Proteins fir extrazelluliare Ausschlcusung (£YLAR, 1905;
MELCHERS and KNOPF, 1907).

2) Bestimmung des weiteren extrazelluliren Schicksals (MORELL et al., 1971).

3

Schutzfunktion (STRUMEYER and MALIN, 1970; SCHANEL et al., 1971).

4) Erhaltung der Quartarstruktur (ROMBAUTS, 1907).

Wahrend WINTERBURN und PHELP3 (1972) noch eine Reihe weiterer Funktionen dis-
kutieren, betont SPIRO (1970) auch die Moglichikeit, daB dem Kohlenhydratanteil

<eine allgemeingiltige Funktion zuzuordnen sein. Es ist daher von der Eigen-


file:///EYLAR

schaft der Laccase als Glykoprotein allein noch kein AufschluB iuber deren

biologische Funktion zu erwarten,

VII. Vorkommen und biologische Funktion von Laccasen

Neben dem Coeruloplasmin, der 'tierischen Laccase', wurde in Tieren eine
weitere Laccase in Nicren gefunden (KEILIN and HARTRIZ, 1935). Uber ihr Vor-
Kommen in hoheren Pflanzen liegen zahlreiche 3lerichte vor (Literatur und
ZUSammenstellung in FRANKE, 1900). Hauptsichlich wird Laccase jedoch bei Pil-
zen als vor allem extrazellulires Enzym qefunden, 3ie ist besonders hiaufig bei
den socrenannten "Weififiulepilzen' unter den holzzerstorenden Pilzen (BOSE and
SARKAR, 1937; LINDEBSRG, 1955; RONNER, 1957; FRANKK, 19060; ROSCH, 19bu; KAARIK,

1965; SCHANEL, 1967).

Trotz dieser weiten Verireitung und der langdauernden biochemischen Unter-
Suchung existieren iiber die bioloqische Funktion der Laccase nur mehr oder
weniager hypothetische Vorstellungen. Die wichtigsten seien hier kurz zusammen-

gefaft:

1) Vor allem wenen ihres Vorkommens in holzablauenden Fil:en wurde Laccase mit
dem Ligninabbau in Verbindung gebracht (LINDEBERG, 1955; LY. und ZIEGLER, 1959;
HAIDER, 19uk; ROSCH, 1905; SCHUBERT, 19u5; HALDER, 190b; TROJANOWSKIetal.,1966;
SCHUBERT, 1965; SARKANEN, 1971). Andererseits liegen jedoch auch, besoniers
aus der Schule FREUDENBERGs (Literatur in FREUDENBERG und NEISH, 19uv5), Hin-

weise fir eine "eteiligung an der Ligninbiosynthesec (z.B. Oxidation von Coni-

ferylalkohol mit anschliefiender Polymerisierung) vor. Die Ergebnisse sind
Jedoch nicht eindeutin, da meistens nicht mit gereinigten Enzymen gearheitet
wurde; zweitens ist bekannt, daB Laccase meist mit Peroxidase, Katalase und
Tyrosinase vergesellschaftet ist, denen shnliche Funktionen zugeschrieben wer-
den; drittens wurde meistens mit mehr oder weniger denaturierten Ligninahbau-
produkten 'oder Vorstufen) gearbeitet, wobei nur Einzelschritte aus der Lignin-

biosynthese oder dem Ligninkatabolismus erfaft werden konnten.



- 13 -

Insgesamt ist bei kritischer Betrachtung eher eine Beteiligung an der Lignin-
biosynthese wahrscheinlich als am Ligninabbau, wenn es auch verwundert, daB
Laccase nur bei auBerordentlich wenigen der holzbildenden Pflanzen gefunden

wurde (FRANKE, 1960),

2) Schutzfunktion., CLUTTERBUCK (1972) konnte eine positive Korrelation zwischen
Phenoloxidasen- und Melaningehalt von Ascosporen einerseits 'nd deren Licht-
resistenz andererseits aufzeigen, POTGIETER und ALEXANDER (1965), KUO und
ALEXANDER (1967) und BULL (1970a,b) demonstrierten eine zunehmende Resistenz

von Pilzhyphen gegen mikrobielle Lyse mit zunehmendem Melaningehalt der Hyphen.

3) Entgiftung. Abbau von Kernholztoxinen und chlorierten Phenolen (haufig ver-
wendete Holzschutzstoffe gegen Pilzbefall) durch Laccasen konnte LYR (1962,

1963) zeigen.

4) Funktion in Wirt/Parasit-Beziehungen. Hier wurde sowohl Beteiligung der

Laccase und Tyrosinase am Abwehrmechanismus des Wirtes, z,B, in der Hypersen-
sitivititsreaktion resistenter Wirtspflanzen (ROBERTSON et al., 1968; KOSUGE,
1969; STOESSEL,1970), als auch eine Rolle bei der Uberwindung der Abwehr-
reaktion des Wirtes durch den infizierenden Parasit im Sinne der bereits er-
wahnten Entgiftunjsfunktion der Phenoloxidasen postuliert, Die Hauptschwierig-
keit dieser Untersuchungen liegt in der analytischen Trennung und Zuordnung von

Wirt- und Parasitstoffwechsel bzw., deren Produkten.

5) SchlieBlich diskutiert LINDEBERG .1955) noch okologische Faktoren bei der

Phenoloxidasenausstattung der Pilze, wahrend

6) in einer kiirzlich erschienenen Arbeit von WILSON (1970) das Problem der

Korrelation von Morphogenese und Phenoloxidasen bei Pilzen neu beleuchtet wird,

das vor allem an Neurospora crassa \Literatur in ES3ER, 19u8) bereits friiher

eingehend untersucht wurde,
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Zusammenfassend muff aber zum jetzigen Zeitpunkt noch festgestellt werden, dal
die biologische Funktion der Laccasen, wie der Phenoloxidasen insgesamt, trotz
der langdauernden eingehenden Untersuchung noch vollig ungeklart ist. Ihre
weite Verbreitung und der teilweise sehr hohe Anteil der Phenoloxidasen am
Gesamtprotein der Zellen lassen jedoch eine wichtige biologische Funktion im
Stoffwechsel vermuten. Ansatzpunkte zur Klarung dieser Frage werden daher
vielfach zunichst in einer analytischen Untersuchung des Enzyms selbst und

Selnes Reaktionsmechanismus gesucht.

B, Prohlemstellung

A“SQA"QSPunkt der hier zu berichtenden Arbeiten waren Untersuchungen von
ESSER iiber verschiedene Fragen der Incompatibilitat bei Pilzen, die an dem

Ascomyceten Podospora anserina untersucht warden. Dieser Pilz eignet sich auf

Grund seiner giinstigen Wachstumseigenschaften, seiner weitgehend durchgefiihr-
ten genetischen Kartierung, der Mdglichkeit zur Tetradenanalyse und seines
hohen Anteils der Phenoloxidasen,insbesondere der Laccase, am Gesamtprotein
besonders gut fiir Untersuchungen im genetisch/biochemischen Bereich. Ausgehend
von Arbeiten iiber Incompatikbilitat (ESSER 1956a, 1959), Morphogenese und
schlieBlich eine damit korrelierte Piagmentierung (ESSER 1950b, 1968), die auf
die Anwesenheit von Phenoloxidasen zuriickgefiihrt werden konnte, wurde festge-
stellt, daB die Phenoloxidasenausstattung des Wildstammes und verschiedener

Mutanten differierie (£SSER, 1903a, 1966).

fei der sich hjeraus ergebenden speziellen Untersuchung der Laccasen hinsicht-
lich ihres Aufbaus und ihrer katalytischen und biologischen Funktion inter-

essierte mich besonders die hier erstmalig aufgetretene hochmolekulare Laccase
I, die sich in einer Reihe von Eigenschaften von den Laccasen anderer Organis-
men, aber auch von den im gleichen Pilz vorkommenden niedermolekularen Laccasen
unterscheidet, Dariiber hinaus war es Ziel meiner Untersuchung, die strukturel-

len und funktionellen Beziehungen zwischen den verschiedenen Laccasen zu

klaren,
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Jie niedermolekularen Laccasen II und III wurden dabei vorwiegend von ESSER
und MINUTH untersucht, Ihre Ergebnisse sind, soweit sie im Zusammenhang mit
dieser Arbeit zitiert werden, entsprechend gekennzeichnet., Die elektronen-
mikroskopischen Untersuchungzen 'onnte ich a» Institut fir Strukturchemie der
Universitat Groninaen (Holland) vornehmen, wihrend die Untersuchunc der elek-
tronennaramannetischen Rresonanz in Zusammenarbeit mit den Instituten fur

Niochemie der Universitadt Groningen und Gotevorg (Schweden) durchgefiihrt wurde.

C. Material und Methoden

Wildstamm des Ascomyceten Podospora anserina (Ces,) .ehm: cinzelheiten iiber

Genetik und Entwicklunasgeschichte bei E3SSER (1956a, 1959). Mutante "zonata"

von Podospora anserina: Entsprechende Angaben sind zu rinden bei ESSER (1956b,

1900, HERZFELD und £533£.2 (1909) und S3SER und MINUTH (1270),

Anzucht der Myzelien: Siehe ESSER (1963b), MOLITORIS und ESSER (1970), ESSER

und MINUTH (1970), MOLITORIS und ESSER (1971).

Reinigung der Laccasen und Reinheitskriterien: ESSER (1903k), MOLITORIS und

ESSER 11970), ESSER und MINUTH (1970).

Analytische Methoden: Die zur Anwendung gelangenden analytischen und bhiochemi-

schen Methoden sind bereits qgrofitenteils in den beiliegenden Arbeiten MOLITORIS

und ZSSER (1970, 1971), “OLITORIS et al. (1972) und MOLITORIS und REINHAMMAR

\1973) h“eschrieben,

Die NaDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurde nach SHAPIRO et al. (1967)
und WEBZR und OSBORN (1969) durchgefiihrt, Die gaschromatographische Analyse
der Zuckerkomponente wurde in der von ESSER und MINUTH (1971) beschriebenen
Weise nach BOLTON et al. (1965) und SWEELEY et al. (1963) vorgenommen., Die
Aminosiureanalyse erfolgte nach SPACKMAN et al. (1958), wie in ESSER und
MINUTH (1971) beschrieben., Die Werte fiir Serin und Threonin wurden fir den

bei der Hydrolyse erfolgenden Abbau korrigiert. Die Bestimmung von Cystein
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und Methionin erfolgte nach der Methode von MOORE (1963). Tryptophan wurde
spektrophotometrisch nach EDELHOCH 11967), die freien SH-Gruppen nach ZAHLER
und CLELAND (1968) bestimmt. Die N-terminale Aminosiure wurde nach GRAY (19067)

und NEEDLEMAN (1971) ermittelt,

Definitj . ; ine E i i i
efinitionen und Einheiten: Eine Enzymeinheit (E) entspricht einer Extinktions-

anderung von 0,2/min bei 430 nm und 1 cm Lichtweg. Als Substrat wurde DL-3,4-

Dihydroxyphenylalanin (DOPA) verwendet.

ie Spezifische Aktivitit (spA) gibt die Anzahl der Enzymeinheiten pro mg

P .
rotein an (E/mg Protein, bestimmt nach WARBURG und CHRISTIAN, 194l).

All i i i
e sonstigen Angaben iiber Laccasekonzentrationen beziehen sich auf mg

Trockensubstanz.

Verwendete Abkiirzungen

DoP.
A D,L-3,4-Dihydroxyphenylalanin
E
Enzymeinheiten
EPR . .
Elektronenparamagnetxsche Resonanz
Gi
uHCL Guanidin-Hydrochlorid
HST
Harnstoff
IEP
Isoelektrischer Punkt
KH
Kohlenhydrat
L1
» L II, L 11T Laccase I, Laccase II, Laccase III
B-ME .
f-Mercaptoathanol
MG
Molé&kulargewicht
NaDs
Natriumdodecylsulfat
spA ses P
Spezifische Aktivitat

TS
Trockensubstanz



D. Ergebnissc

I. Das Laccasespektrum von Podospora anserina

Voraussetzung fiir eine sinnvolle vergleichende Analyse von Struktur und
Funktion eines komplexcn Enzymsystems ist zunachst eine analytische Erfassunn
der Einzelkomponenten, Es wurden daher zuniachst die intrazellularen Laccasen

von Wildstamm und Mutante "zonata'" ccreinict und vergleichend untersucht,

Herkunft, Ontocenese und Genetik des Wildstaames sind bei ESSER (1950a, 1959)
beschrieben, Die Mutante "zonata' (ESSER 1950b, 1900, 1909) bildet im Gecen-
satz zum Wildstamm keine weiblichen Geschlechtsorgane, zeigt reduziertes,
rhythmisches (zoniertes) Wachstum, verminderte Melaninbildung und eine ver-
anderte Hyphenmorphologie. LYSEK und ESSER (1970) konnten zeigen, dafB sie
auf eine Funktmutation im zonata Gen zuriickzufiihren ist, der beobachtete

Pleiotropismus also einrer Einfaktormutante zuzuordnen ist.

Zunachst wurde festgestellt, daB die untersuchten intrazellularen Laccasen in
mindestens 3 eindeutig unterscheidbaren Formen auftreten, die als Laccase I

(L 1), Laccase II (L II) und Laccase IL1I (L IIl) bezeichnet werden, Sie konn-
ten im Wildstamm und in verschiedenen Mutanten nachgewiesen werden (ESSER 1903

a, b, ESSER 1904, ESSER and MINUTH, 1970).

Die 3 Laccasen wurden aus dem Wildstamm und verschiedenen Mutanten isoliert
und gereinigt (E3SSER 1904, MOLITORIS und ESSER 1970, ESSER and MINUTH, 1970).
Frischgereinigte L L und L III ist nach ihren Verhalten in der Ultrazentrifuge
und in der Elektrophorese homogen, wahrend bei L II Mikroheterogenitat im
Kohlenhydratanteil festgestellt werden konnte (MOLITORIS und ESSER, 1970,

ESSER and MINUTH, 1970, ESSER and MINUTH,1971',

Bei einem Vergleich der Laccasen des Wildstammes mit der LEinfaktormutante
"zonata' fallt zunachst das inverse Mengenverhialtnis der Laccasen auf, Aus

Figur 2 geht hervor, daB der Wildstamm grofle Mengen L I und geringe Mengen
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L II und L III bildet. Da sich zeigen lieR, daB es sich hierbei nur um quan-
titative und keine qualitativen Unterschiede zwischen den Stimmen beziiglich
der 3 Laccasen handelt, konnte man auf Grund dieses Befundes bereits an-
nehmen, daB es sich bei zonata nicht um ein Strukturgen fiir die Laccase-
synthese, sondern moglicherweise um ein Repulatorgen im weitesten Sinne

handelt (Diskussion bei ESSER and MINUTH, 1970).

I1. Chemische und biophysikalische Analyse der Laccase I

Nach Bestimmung der Optimalbedingungen fiir Aktivitdt und Stabilitit der ge-~
reinigten Laccase I wurde eine Reihe chemischer und biophysikalischer Eigen-
schaften bestimmt (MOLITORIS und ESSER, 1970). Die Aminosiurenanalyse der L I
(Tabelle 4) zeigte im Gegensatz zu einer friiheren Bestimmung, bei der kein
Cystein gefunden wurde (WEBER und ESSER, 1964), das Vorhandensein von Cys -SH
in relativ grofRer Menge sowie fast die doppelte Menge Methionin und Tryptophan.
Das Verhdltnis von sauren zu basischen Aminosiuren (ohne Beriicksichtigung des

Ammoniakwertes aus Asp-NH_ und Glu-NHZ) betrigt 1,84, d. h. es iiberwiegen die

2
sauren Aminosduren. Freie SH-Gruppen konnten im nativen Enzym nach der Methode
von ZAHLER und CLELAND (1968) nicht nachgewiesen werden. Bei der Bestimmung
der N-terminalen Aminosaure wurden zunachst Hinweise auf Lysin gefunden,

(Dansylierung, MOLITORIS und KLISCHIES, unvercffentlicht), eine nachfolgende

Analyse (Dinitrofluorbenzol, KLISCHIES, 1974) ergab jedoch eindeutig Serin.

Wie bereits erwiahnt, ist Laccase ein Glykoprotein, es besitzt mit 22 ¥ der
Trockensubstanz einen verhdltnism@Rig hohen Kohlenhydratanteil. Diinnschicht-
chromatographische und gaschromatographische Analyse des Zuckeranteils ergaben
5 Komponenten (Man, Rha, GlcNAc, Gal, Glc), deren mengenmiRige Anteile aus

Tabelle 5 hervorgehen.

Aus der Aminosduren- und Zuckeranalyse errechnet sich ein Molekulargewicht von

etwa 340.000. Dieses liegt um ca. 13 ¥ niedriger als das mit der Ultrazentri-

fuge ermittelte Molekulargewicht (HSD = 390.000; Sgo w = 14,47 x 10'135ec;
‘

o -7 2 -1, = _ . _ .

D3o,w = 3106 x 1077 en® x sec™'; Vp, = 0,701 mg/ml; M, = 383.000; MOLITORTS

und ESSER, 1970).
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Tab. b4 Aminosiurenzusammensetzung der Laccasen von Podospora anserina

Mol.,Aminosiure / Mol.Enzym

Laccase I IIX) IIIXTr Verhialtnis

Hol.Gew,a) 490. 000 20.000 80. 000 Aminosiurengehalt

Struktur Tetramer Monomerb) Monomer Monomer LI/LII LI/LIII
Asp 224 57 w0 00 3,8 3,8
Thr 111 28 30 48 3,1 2,3
Ser 87 22 25 32 345 2,7
Glu 131 45 25 48 742 3,8
Pro 141 35 34 30 4,2 4,7
Sly 154 39 38 45 4,1 3,4
Ala 106 27 30 29 3,0 347
Cys SH 74 19 11 14 0,7 4,1
Val 8y 22 34 28 2,0 3,2
Het 71 18 9 7 759 10,1
Ile 128 32 20 24 04,4 543
Leu 111 24 29 39 3,8 2,8
Tyr 51 13 12 12 4,3 443
Phe 73 13 10 19 4,0 3,8
Lys 67 17 13 8 5,2 8,4
His 70 18 lo 17 4,4 4,1
Arg 8o 22 17 17 541 5,1
Trp 97 24 13 16 745 0,1
Mol.Gew. | 254. 500 55.800 ©3.800

Mitte] # 4,9 @ 4,5

a) 3erechnet aus hydrodynamischen Messungen (Molitoris u,Esser 1970)
b) Werte der tetrameren Laccase, geteilt durch &4
¢) berechnet fiir den Proteinanteil aus der Aminosaurenzusammensetzung

x) Minuth, unversffentlicht



Gaschroaatographie Orcin | Anthron
Anteil der Binzelszucker T
Nao Rha GlckAc Gal Glc Ki KH
Enzy: ST |SKi| SIS |SKH| S TS S K|S TPS|SKH|S TS| S KH|S S| X TS £ s

L. 1 14,3| 71,4) 2,8 [13,8]11,5 [ 7,4 | 1,1 5.6 0,4 | 1,8 | 20,0] 23,7 23
Lac. II 11,7]51,4] 4,7 [22,7]|0,8 |3,5 |4,3 |18,9] 1,2 | 5,5 | 22,7] 24,3
Loeo TI1| 16,00 ) 72,6] 3,1 13,51 1,6 [ 6,7 |1,2 5.0 0,5 | 2,0 | 23,1} 22,7

Tab.5

Kohlenhydratanalyse der Laccasen I, II und III (Gaschromatographie),
Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf den prozentualen Anteil
der jeweiligen Komponente an der Trockensubstanz (%TS) bzw. am
Kohlenhydratanteil (¥KH) des Enzyms. Zum Vergleich der gaschromato-
graphisch ermittelten Werte sind auch die Ergebnisse der Bestimmung

mit dem Orcin- bzw. dem Anthron-Reagenz angegeben.
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In der Disc-Elektrophorese (pH 8,3/9,5) zeigt Laccase I bei anodischer Wan-
derung eine Bande mit Rf = 0,10. Entsprechend wurde auch ihr isoelektrischer
Punkt (IEP) bei pH 4,9 bestimmt in Ubereinstimmung mit dem ‘‘berwiegen saurer

Aminosiuren (siehe oben).

Das Absorotionsspektrum (Fig. 3) zeigt neben einem Maximum bei 280 nm und
einer schwachen Schulter bei 410 nm das fiir die blauen Oxidasen typische

Maximum im Bereich von 610 nm (vgl. Tab. 2).

Das Absorptionsdifferenz-Soektrum (oxidiert minus reduziert) der oxidierten
Regen die durch Ascorbinsdure reduzierte Laccase I (Fig. 4) weist je ein
Maximum bei 330 und 610 nm auf sowie eine schwache Schulter bei 750 nm

(MOLITORIS and REINHAMMAR, 1973).

Nach Reoxidation der Laccase durch Luftsauerstoff stellt sich wieder das ur-
springliche Spektrum ein und die blaue Farbe kehrt zuriick. Absorptions- und
Abs°1'Ptionsdifferenz-Spektrum sind typisch fiir alle bisher untersuchten
Laccasen und lassen im Analogieschluf auch eine dementsprechende Anzahl und

Art von Kupferatomen bei der Laccase I erwarten.

Das Ergebnis der Kohlenhydratanalyse bestédtigt friihere qualitative Bestimmun-
gen (MCLITORIS und ESSER, 1970). Der in Tabelle 5 angegebene Hexosamingehalt
stimmt mit den Werten von WEBER und ESSER (1964) und ESSER et al. (1964)
lberein, liegt aber niedriger als von MOLITORIS und ESSER (1970) auf Grund
halbquantitativer Bestimmungen urspriinglich angenommen. Neutralzucker und
Aminosiurengehalt liegen um 100 % ijber den Werten von WEBER und ESSER (1964).
Dies diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daf in jener Arbeit irrtiimlich ein
TPOckensbustanzgehalt von 90 bis 95 % der nach WARBURG und CHRISTIAN (1941)
ermittelten Proteinwerte angenommen wurde, wihrend jiingere Bestimmungen (MOLI-

TORIS und ESSER, 1970) einen Trockensubstanzgehalt von nur 46 % ergaben.
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Absorptionsdifferenz-Spektrum ioxydiert minus reduziert) der Laccase I.

Messung oxydierter Laccase I (1,25 x 107°M) cegen reduzierte Laccase I

(1,25 x 10~

5

M + Ascorbinsidure 1,25 x 10-2 M), Jjeweils in 0,1 'l Phosphat-

puffer, pH 0,0,
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III. Analyse des Kupfers

Wie bereits angedeutet, ist das Kupfer in der Laccase fest gebunden und
essentiell fiir deren katalytische Funktion., Es kann unter reduzierenden Bedin-
fungen durch Dialyse gegen KCN entfernt und durch Zusatz von cu*-Ionen wieder
eingefiihrt werden, wobei auch die katalytische Aktivitat zuriickkehrt (OMURA,
1961; IWASAKI et al., 1967; MALKIN et al., 19069; ANDO, 1970). In einer friihe-
ren Arbeit (MOLITORIS und E35ER, 1970) wurde der Kupfergehalt der LI chemisch
Dichinolyl-Reagenz, BROMAN et al., 19v2) zu 0,298 % der Trockensubstanz be-

Stimmt, Dies entspricht 18,3 g-Atom Cu/Laccase-Molekiil, bezogen auf ein Mole-

kulargewicht von 390.000, Wahrend die chemische Methode nur die Bestimmung des

Gesamt-Kupfers als Cu® erlaubt, konnen durch EPR-Mess:ngen ungepaarte Elektro-

Nen untersucht werden, wie sie bei freien organischen xadikalen und bei den

Ubergangsmetallen in deren paramagnetischen Oxidationsstadien (bei Kupfer als

¢ ng der Art und Menge para-

2+ :
U™") auftreten. Diese Methode erlaubt also Bestimmu

Magnetischen Kupfers., Sie wird inzwischen routinemifig bei der Untersuchung

von Kupferproteinen eingesetzt (BRAY, 1969; MALKIN and MALMSTQROM, 1970).

Eine Untersuchung der EPR-Spektren der L I (MOLITORIS and REINHAMMAR, 1975)

ergab, daf 50 % des Gesamtkupfers in EPR-nachweisbarer Form vorliegen, 50 %

davon als cu®* Typ 1 mit enger Hyperfeinaufspaltung, die anderen 50 % als

Cuz+ Durch Komputersimulation \Fig.5)

TYp 2 mit weiter Hyperfeinaufspaltung.

konnte gezeigt werden, daB das experimentell erhaltene Spektrum als Uberlage-
FUung aus den Spektren gleicher Mengen von cu?* des Typ 1 und Typ 2 resultiert,
Dies entspricht auch den Befunden der MALMSTROM-Gruppe (MALMSTROM et al.,

1970; MALKIN and MALMSTROM, 1970) an Polyporus- und Rhus-Laccase., Dieser

Befund ist ein weiteres Argument fiir die von dieser Arbeitsgruppe als generell

angenommene Kupferverteilung bei den blauen Oxidasen, im Gegensatz zu der von
NAKAMURA und Mitarbeitern (NAKAMURA et al., 1965; NAKAMURA and OGURA, 1966)

vVertretenen Ansicht.
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Fig.5
EPR-Spektrum der Laccase I bei 104° K und 9 GHz, Das experimentelle
Spektrum a (a' bei S5facher Verstarkung) wurde mit Laccase I (0,04 mM
in 0,02 M Ammoniumacetat-Puffer, pH 6,0) gewonnen. Die Konstanten der
Hyperfeinaufspaltung fur Cuz* Typ 1 und Typ 2 sind graphisch als t1

und t_ dargestellt.

2
Das komputersimulierte Spektrum b (b' bei 5facher Verstarkung) ergibt
sich als Summe ¢( ) der Einzelspektren ty (mmmmmm ) und t, (eennes)

unter Verwendung der aus dem experimentellen Spektrum ermittelten

EPR-Werte fiir Cuz‘ Typ 1 und Typ 2 und unter der Annahme gleicher

Mengen der beiden para-magnetischen Cu-Atome.
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In Analogie zu den Befunden an anderen lLaccasen diirfte auch das Maximum bei

2
010 nm im Absorptions- und Absorptionsdifferenz-Spektrum auf Cu vom Typ 1

Zurickzufiithren sein, wihrend die beiden EPR-nichtnachweisbaren Kupferatome

fiir das Maximum des Absorptionsdifferenz—Spektrums bei 330 nm verantwortlich

a 2+ 2+ .
wiren und wahrscheinlich als spingekuppeltes Cu -Cu“"-Paar vorliegen,

Es konnte somit gezeigt werden, daBl auch die hochmolekulare L I in Art und

Verteilung des enthaltenen Kupfers den anderen bisher untersuchten Laccasen

9leicht, Sie weicht jedoch von ihnen insofern ab, als sie den 4- bis 5-fachen

Gesamtkupfergehalt aufweist,

IV, Biochemische Analyse (siehe auch Tab.8 und 9)

Die von L I katalysierte Oxidation von Diphenolen, Kaliumferrocyanid und

Ascorbinsdure entspricht qualitativ weitgehend der anderer Laccasen (MOLITORIS
und ESSER, 1970), doch weist L I eine wesentlich hohere spezifische Aktivitat
(spa) auf, Eine polarographische Untersuchung der L I-Aktivitit mit iiber 30
verschiedenen Substraten bestatigte dies (SCHANEL and ESSER, 1971). Sie zeigte

weiterhin, dap L I nur in o- und p-Stellung substituierte Phenole zu oxidieren

. . o A
vermag, Das Temperaturoptimum der Aktivitat der L I liegt bei 50 . Bei hoheren
Temperaturen wird das Enzym irreversibel geschadigt. Die Halbwertszeit der

HitZeinaktivierung bei 60°C zeigt mit 5 min eine verhialtnismafig geringe Hitze-

Stabilitit des Enzyms.

Wie aus Fig.6 ersichtlich, tritt bei L I typische Substrat/Endprodukt-Hemmung

auf, L I wird weiterhin durch SH-Gruppen-Substanzen gehemmt, Fig.7 zeigt das
Ausmaf der Hemmung bei verschiedenen Konzentrationen von B-Mercaptodthanol

(B-ME), Nach Entfernung von B-ME durch Dialyse kommt es nur zu geringfiigiger
Reaktivierung, Dies zeigt, daB im Gegensatz zu der Reaktion mit z.B, Ascorbin-
Sdure die Wirkung von B-ME nicht nur in einer reversiblen Reduktion, sondern in

weitergehenden ‘irreversiblen) Verinderungen am Molekiil besteht, Der Befund

Steht auch im Gegensatz zu der reversiblen Hemmung, die mit kupferkomplexie-
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Substrathemmung der Laccase I durch DOPA, Auftragung l/v gegen 1/S
nach Lineweaver-Burk, 0,02 M Phosphatpuffer, pH 6,0,
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Fig.7
Hemmung der Aktivitat der Laccase I durch B-ME im kolorimetrischen
Test (0,05 M Phosphatpuffer, pH 6,0) mit DOPA, Aktivitatsbestimmung
unmittelbar nach der Mischung von B-ME und Laccase I,

o = Versuch A, @ = Versuch B.



renden Agentien wie Natriumazid (MOLITORIS und ESSER, 1970) auftritt.
Der mit Natriumazid und DOPA jefundene Hemmtyp entspricht einer gemischten
Hemmung, die Gemeinsamkeiten mit dem nichtkompetitiven Hemutyp aufweist

(MOLITORIS und ESSER, 1970).

Da serologische Methoden mit zu den empfindlichsten und spezifischsten Nach-

Weisreaktionen der Proteinchemic gehdren, wurden Antiseren gegen die reinen

Laccasen hergestellt und die KRM-Werte (Kreuzreagierendes Material) sowie das
Verhalten in der Imnunelektrophorese der verschiedenen Antigen/Antikorper-
Kombinationen geprift \ESSER, 19ujc; MOLITORIS und ESSER, 1970; ESSER und

MINUTH, 1970). Dabei fiel eine doppelte Prizipitationsbande der Laccase I

9egen Antienzym I auf. (Diskussion in MOLITORIS und ESSER, 1970.)

Die untersuchten biochemischen Eigenschaften der L I zeigen, daf qualitativ

(mit Ausnahme der fehlenden m-Svezifitat) keine wesentlichen Unterschiede

2u den anderen Laccasen von Podospora und denen anderer Organismen bestehen.

v, Analyse der Quartarstruktur der Laccase I

1) Dissoziation und Aggregation

Aus der analytischen Untersuchung der L I hatte sich ergeben, daf ihr Mole-

kulargewicht (MG L I = 390,000, L II = 70.000, L III = $30,000) und ihr

Kupfergehalt (L I = 18,3, L II = 3,3, L III = 3,9 Cu-Atoine/Molekiil) um den

Faktor 4 bis 5 iiber den Werten der L II und III liegen. Dieser Refund legte

bereits den Gedanken an eine oligomere Struktur der L I nahe, Dazu kam, daB

im Laufe der Enzymreinigung und der biochemischen Analyse sich Anhaltspunkte

fir eine Dissoziation der L I in kleinere Untereinheiten ergaben {MOLITORIS

und ESSER, 1970):

a) AbSpaltung kleinerer Komponenten bei Rechromatographie an Molekular-
siebsiulen,

langsamer sedimentierenden Komponente in der

b) Auftreten einer definierten,

Ultrazentrifuge nach langerer Inkubation der L I bei Raumtemperatur.



- 29 -

c) Eine biphasische Hitzeinaktivierungskurve gealterter Laccase I im Gegen-
satz zum linearen Inaktivierurgsverlauf frischer Laccase.

d) Absinken des anparenten Molekulargewichtes bei langdauernden Gleichge-
wichtsedimentationsliiufen bei erhchter Temveratur.

e) Auftreten eines Doppelrinfels in der isoelektrischen Fokussierung nach

2h-stindiger Inkubation der Laccase I bei Raumtemperatur (Fig. 8a, 8c).

Wahrend diese Befurde auf eine Sralttarkeit der Laccase I hinweisen, deuten

andere Phiinomene in Richtung einer Ageregation (MCLITCRIS und ESSER, 1970):

a) Im Verlaufe der Enzymreinieung traten auf der Molekularsiebsiule haufig
vorauslaufende Gipfel mit Laccase-Aktivitit auf. Das aus ihrem Sedimenta-
tionskoeffizienten (20 bzw. 34 Svedberg-Einheiten) nach der Formel von
SCHERAGA und MALDELKERN (1953) berechnete Molekulargewicht entsorach etwa
dem 2 bzw. 4-fachen Wert der Laccase I,

b) In der Ultrazentrifure wurde bei steigenden Puffer- oder Proteinkonzen-
trationen ein Ansteigen des Sedimentationskoeffizienten beobachtet.

c) Homogene (Ultrazentrifugation, Disc-Elektrophorese) Laccase I zeigt nach
starker Konzentrierung in der Molekularsiebsdule einen zusdatzlichen vor-
auslaufenden Gipfel (Fig. 9). Auf Grund der Aralyse seines Sedimentations-
verhaltens in der Ultrazentrifure besitzt er ein etwa donrelt so hohes

Molekularrewicht wie Laccase I.

Die renannten vorliufigen Befunde liefen auf eine oligomere Struktur der Lac-
case I schlieflen. Gezielte Spaltungsversuche sollten eine Klarung dieser

Annahme bringen.

In Fig. 10 ist die Einwirkung von Temperatur, Dialyse und pH-Wert auf das
Sedimentationsverhalten der Laccase I gezeigt. Aus den Ervebnissen kann ge-
schlosser werden, daB es unter den angerebenen Versuchsbedingungen zwar zu
Konformationsianderungen, Denaturierung und auch Spaltung kommt, die auftre-

tenden Spaltprodukte sind jedoch wenig definiert.
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8) Elektrofokussierung pH & - 6 b) pH - Optimum (DOPA)
0
poavell oH i98 o
200, 74
- %4
| | "
7 0| f ®
s / \ 80 .
i | T L
i ' oo & $
! z -
w ! \ 0
s
.. 20
% % r) 2 4 5 ¢ 71T & 8 wn
Fraktion (1]
¢) Elektrofokussierung pH 4-6
48-5056-80  Loccase |
— (200, 2°C)
pH A
. l
oM at
- d) pH- Optimum (DOPA)
‘60' : H
i Vi Laccase |
| : ¢ i {nach 24h 22°C und Elektrofokussierung )
) (ONNN 54/@ - -2
s ::é a0 1
1 -
H \\V us ~ 184
z / :
N 08 § 20
........... " g
bt H
04 51
. 20
20 ) ) ) 100 3 ’
Fraktion
Fig.8

Verhalten der Laccase I in der isoelektrischen Fokussierung vor und

nach eintagiger Inkubation bei 223C.

a) Isoelektrische Fokussierung frischer Laccase I im pH-Gradienten 4-0b,
1 Gipfel mit einem IEP bei pH 4,96,

b) pH-Optimum frischer Laccase I in Britton-Robinson II-Puffer mit DOPA,

Doppeloptimum bei pH 5,8 und 7,4.

c) Material von a) nach 24-stiindiger Inkubation bei 22°C und isoelektri-
scher Fokussierung im pH-Gradienten 4-b, 2 unvollstandig getrennte
Gipfel, A (IEP pH 4,8) und B (IEP pH 4,9).

d)

PH-Optimum (Britton-Robinson II-Puffer, DOPA) von Gipfel A und B aus c),.
Gipfel A zeigt ein Hauptoptimum bei pH 5,9, ein Nebenoptimum bei pH 7,3;
Gipfel B zeigt ein Optimum bei pH 7,3 und eine Schulter bei pH 5,9.
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a b c d
Kontrolle 25°C 5min 60°C 10 min 60°C

pPH10 pH 35 pH 3,5
e f g

Fig.10
Einwirkung von Temperatur, Dialyse und pH-Wert auf das Sedimentations-
Verhalten der Laccase I.
Laufbedingungen: 60.000 Upm, 20°C, 2° Alu-Doppelsektorzelle, 70°
sch1ierenwinkel, Aufnahmen 16 min nach Erreichen der Endgeschwindig-
keit, Laccasekonzentration jeweils 5 mg/ml in O,1 M Ammonacetat-Puffer,
PH 5,0, Sedimentationsrichtung von links nach rechts.
a) Kontrolle;
b) nach Dialyse, 15 h, 25°C, gegen 0,1 M Ammonacetat-Puffer, pH 5,0;
¢) nach Vorinkubation, 5 min bei 60°C;
4) nach Vorinkubation, 10 min bei 60°C;
e) nach Dialyse, 15 h, 25°C, gegen 0,1 M Ammonacetat-Puffer, pH 10,0;
) nach Dialyse, 15 h, 25°C, gegen 0,1 M Ammonacetat-Puffer, pH 3,5;
9) wie f), jedoch Aufnahme 32 min nach Erreichen der Endgeschwindig-

keit,



Demgegeniiber wurden definierte Spaltprodukte erhalten, wenn L I mit dissozi-
ierenden Agentien,wie Natriumdodecylsulfat (NaDS), Harnstoff (HST) oder Guani-
dinhydrochlorid {(GuHCl) behandelt wurde. Ihre Wirkung auf das Enzymprotein
besteht in einer Erhohung der negativen Ladung, Auffaltung der Polypeptidkette
und Aufbrechen von Disulfidbriicken, besonders wenn unter reduzierenden Bedin-
gungen Jearbeitet wird, Das Ergebnis eines derartigen Versuches, jeweils mit
und ohne Zusatz von B-Mercaptodthanol (B-ME), ist in Fig.ll gezeigt. Demnach
kommt es mit NaDS, HST und GuHCl 2zur Spaltung des Oligomers in Untereinheiten,
deren Molekulargewicht nach Berechnung aus dem Verhiltnis der Sedimentations-
konstanten etwa 1/4 des Ausgangsmaterials ausmacht, Wahrend in der Kontrolle
der Zusatz von B-ME keine Wirkung zeigt, fiihrt diese Substanz zusammen mit
NaDS, HST oder GuHCl zu schnellerer bzw. vollstandiger Spaltung. Mit NaDS ohne
f-ME-Zusatz zeigt sich zusatzlich ein weiterer, schneller sedimentierender
Gipfel, fiir den sich das doppelte Molekulargewicht der L I errechnen lief,

Diese Dimerisierung unterbleibt bei B-ME-Zusatz,

Der zeitliche Ablauf der Spaltung und der damit einhergehenden Inaktivierung
geht aus dem in Fig,12 gezeigten Versuch hervor., L I wurde mit 8 M Harnstoff
gemischt und bei 25°C inkubiert, Die in Intervallen entnommenen Proben wurden
auf Aktivitat und ihr Verhalten in der Disc-Elektrophorese, Immunelektropho-
rese und Ultrazentrifuge untersucht, Die Abbildung zeigt, daB es zu schneller
Inaktivierung mit gleichlaufender Spaltung kommt, wobei auch die blaue Farbe
des nativen Enzyms verlorengeht, Wahrend der L I-Gipfel verschwindet, treten

2 neue, langsamer sedimentierende Komponenten auf, deren Molekulargewicht
tnach der SCHERAGA/MANDELKERN-Berechnung) bei L I/2 bzw. L I/4 liegt. In der
Immunelektrophorese (L I reagiert nur mit Antienzym I und Antienzym III) tritt
keine neue Komponente auf, die z.,B, mit Antienzym II reacgiert. Auch in der
Discelektrophorese tritt bei den Spaltungsversuchen unter Abnahme der Intensi-

tat der anodisch wandernden L I Bande nur eine neue anodisch wandernde Bande
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Kontrolle NaDS HSt GuHCl

—B-ME

Fig.11

'irk“ng 3stiindiger Dialyse (25°C) gegen dissoziierende Agentien

(mit oder ohne B-ME) auf das Sedimentationsverhalten der Laccase I,
Lﬂufbedingungen: 60,000 Upm, 20°C, 2° Alu-Doppelsektorzelle, 70°
schlierenwinkel, Aufnahmen 16 min nach Erreichen der Endgeschwindig-
keit, Endkonzentrationen: Laccase: 4,5 mg/ml; B-ME: 1% (1,28 x 10-1M)§
NaDps: 1% (3,4 x 10-2M); HSt,: 6 M; GuHCl: 6 M; jeweils O,1 M Phosphat-

pur:e,.’ PH 6,0, Sedimentationsrichtung von links nach rechts,
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Fig.12

Zeitabhingigkeit der Inaktivierung und Dissoziation der Laccase I
durch 8 M Harnstoff,

Konzentrationseinstellung durch Mischen der Komponenten,
Laccasekonzentration 7,7 mg/ml in O,1 M Phosphatpuffer, pH 6,0,
Inkubation bei 30°C. Zu den angegebenen Zeiten Entnahmen fiur Aktivi-
tatsbestimmung und Sedimentationsanalyse. (00,000 Upm, 20°C, 2° Alu-
Doppelsektorzelle, 70o Schlierenwinkel; Aufnahmen zur angegebenen
Zeit nach Erreichen der Endgeschwindigkeit; Sedimentationsrichtung

von links nach rechts),
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auf, deren Rf-Wert dem der L III entspricht. Wird im Anschluf3 an die Spaltung

mit Harnstoff (o h, 2500) dieser durch Dialyse oder Gelfiltration entfernt,

S0 kommt es nur zu geringfiigiger Reaggregation, jedoch nicht zu einer Reakti-

vierung. Der Sedimentationskoeffizient des Spaltproduktes nach Gelfiltration

entspricht einem Molekulargewicht von L I/4.
In einem weiteren gleichartigen Versuch mit 1 % NaDS anstelle von 8 M Harn-

Stoff wurde zusitzlich die Temperaturabhangigkeit von Dissoziation und Inaxti-

Vierung sepriift. Fig.13 zeigt im Prinzip das gleiche Ergebnis wie der vorher-

9ehende Versuch. Es kommt unter Verlust der blauen Farbe zur Spaltung in

L 1/4-Einheiten, die L I/2-Komponenten treten nicht auf. Dagegen tritt gering-

figige Dimerisieruny (schneller sedimentierender Gipfel) auf. Weiterhin zeigt

der Versuch die Forderung von Dissoziation und Inaktivierung durch erhohte

Temperatur, Wird nach 27 h Inkubation mit NaDS das dissoziierende Agens durch

Dialyse oder Gelfiltration entfernt, so kommt es, wie im Versuch mit 8 M Harn-

8‘°ffy nur zu geringer Reaggregation und Reaktivierung.
Deshalb solite die Frage der Reaktivierung und Reagoregation bei Anwendung

Milderer Spaltungsbedingungen (kiirzere Inkubationszeit und Dialyse cegen NaDS

anstelle direkten Mischens) gepriift werden.
Wie aus Fic.14 hervorgeht, ist nach 3-stiindiger Inkubalion etwa die Halfte der

L1 dissoziiert, entsprechend sank die Aktivitat auf etwa die Halfte ab. Wurde

. ., 0
anschliefend das dissoziierende Agens durch 20-stiindige Dialyse bei 4 C gegen

Puffer entfernt, so zeigt das Sedimentationsbild fast véllige Reazgregation,

Pas Enzym wurde dabei v&llig reaktiviert, die blaue Farbe der nativen Lac-

Case I kehrte zuriick.
Werden die Dissoziationsprodukte der L I nach NaDS-Behandlung nicht wie in

den bisher beschriebenen Versuchen durch {;1trazentrifugation oder Gelchromato-

draphie, sondern elektrophoretisch nach der Methode vonSHAPIRO et al. (1967)



28°C

31

£ $
i 3
H "
P4 : 2
$] ¢ 2
" [

i ° 2 ) o . ' H © n “ oow 18 20f 22(we)
netly 3 otd NoDS 1 otd NaDS 20,8 ot¢d NeOS
l | l | min neeh |nonhaa
noeh 20 min nech 20 min neeh S8 min  ven

acch 20 min

Fig.13

Zeit und Temperaturabhangigkeit der Inaktivierung und Dissoziation
der Laccase I durch 1 % NabD3,

Konzentrationseinstellung durch Mischen der Komponenten,
Laccasekonzentration 9,2 mg/ml in O,1 M Phosphatpuffer, pH G,O.
Inkubation zuniachst bei 25°C. spater (Pfeil) bei 30°C. Zu den ange-
gebenen Zeiten Entnahmen fur Aktivitatshestimmung und Sedimentations-
analyse. (060,000 Upm, 20°C, 2° Alu-Doppelsektorzelle, 70o Schlieren-
winkel; Autfnahmen zur angegebenen Zeit nach Erreichen der Endgeschwin-

digkeit; Sedimentationsrichtung von links nach rechts).
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Re .
versible Spaltung und Inaktivierung der Laccase durch NaDS.

K .
ONzentrationseinstellung durch Dialyse.

Sedj .
edimentationsanalyse: 60,000 Upm, 20°C, 2° Alu-Doppelsektorzelle,

720°

dj i : :
gkeit, Sedimentationsrichtung von links nach rechts.

SChlierenwinl(el, Aufnahmen 20 min nach Erreichen der Endgeschwin-




cctrenn., so treten noch kleinere Untereinheiten der L I auf. VDies ist in

Fiqg.'5 aczeiqgt, Die Hauntkomponente der L I bat danach ein MG von ca. 98.000.
Wird jedoch wiahrend der Dissoziation B-ME zugesetzt, so fihrt das zum Auftre-

ten noch xleinerer ilomponenten, wnnel “esonders eine starkie Jande mit einem

NG von ca. 70.0CC auifallt. Jieser spaltungsf{ordernde Effekt von B-ME wurde
vielfac! 'eschrieben und von SUN2 et al. (1967)

am Beispiel der Katalase und

von KAsrc} (1907) bei Coeruloplasmin gezeict,

Nach Jiesen Versuchen stellt L I ein Qligomer dar, das sowohl reversi'le Jdis-
soziation und Inaktivierung zeiqgt als auch zu hoheren Formen aggregieren kann.
NDie Lace des Gleichgewichtes der verschiedenen Acgrecationssustinde hangt u.a.
ab von Temperatur, Proteinkonzentration sowie Art und Konzentration der dis-
soziicrenden Acentien, Jie Reaktivierbarkeit und die dabei !.eobachtete Riick~-
kehr der typischen Absorption zecicen weiterhin, daf zumindest unter diesen

Bedingungen cas ce>indenc hupfer nicht abdissoziiert,

Konzentrationsahhznoigkeit des Gleichgewichtes multinler Enzymformen wurde
hereits von FLING et al. (19063) und JOLLEY et al. (1969) bei Tyrosinase beoh-
achtet. Nissoziation und Agarecation in Abhdngigkeit von Art und Konzentration
des dissoziierenden Acens wurden ebenfalls bereits fiur Kupferenzyme lLieschrie-
ben (BUTZOW, 1968, bei Polynorus-haccase; SIMONS and BEARN, 1909, bei Coerulo-
nlasmin; WZSER et al., 1971, bei Erythrocuprem). aB die durch Harnstoff be-
wirkte Auffaltung der Polypeptidkette iiber stabile Zwischenstufen verlaufen
lkann, wurde verschiedentlich beobachtet {(TANFORD, 19b4; OLESEN and PETERSEN,
1968; MARCHESI et al., 1909). Dies konnte das Auftreten von L I/2-Einheiten
bei der Dissoziatinn durch Harnstoff erklaren. Die feh'ende Reaktivierbarkeit
der L I nach Harnstoffbehandlun; deckt sich mit Befunden von MALMSTROM und
VANNGSRD (1960), nach denen durch Harnstoff eine spezifische Rindungsstelle
des Kupfers denaturiert wird.

Zusammenfassend kann gesant werden, daB Laccase offenbar aus 4 ‘oder 5) Unter-
einheciten aufgebaut ist, die im nativen Enzym nichtkovalent verbunden sind.
Da L I 74 Cys-SH pro Molekiul enthalt und im nativen Enzym keine freien SH-
Gruppen nachweisbar sind, miissen entweder maskierte SH-Gruppen (vergl. BUTZOW,

1968, bei Polyporus-Laccase) oder eine Reihe intramolekularer Disulfidbriicken

vorhanden sein. Fir eine Zahl von 4 Untereinheiten sprich* neben der Tatsache,
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Fig.15

"m'hlrucnluidgololcktrophoruo der Laccase I mit und ohne B=-ME,
Versuchsbedingungen: Vorinkubation: 3h, 37°c, 1% NaDsS * 1% B-ME.
Dialyse: 16 h, 4°C, 0,1 % NaDS % 0,1 % B-ME.

Vorlauf der Gele l1h bei 4 mA/Réhrchen zur Entfernung oxydierender
Substanzen.

Elektrophorese in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,1, mit 0,1% N
6 mA/Rshrchen. Proteinfirbung mit Coumassie-Blau.
D‘lﬂl‘l-s Auftr der Wand trecke gegen das Molekulargewicht,

aDS bei

Eichproteine (Boehringer, Mannheim):

X = Hamoglobin als Bezugssubstanz (MG Tetramer = 64,000)

W = Chymotrypsinogen (MG = 25,000)

© = Ovalbumin (MG = 45.000)

® = Rinderserumalbumin (MG Monomer = 67.000)

© = Katalase (MG Dimer = 230.000)

Die Ziffern 1,2,3 hinter den Zeichen fiir die verschiedenen Proteine
bedeuten Mono-, Di- bzw. Trimer.

8,b,¢c,d,e bezeichnen die bei der Spaltung der Laccase I auftretenden
Banden, wie sie aus der Abbildung entsprechender Elektropherogramme
(mit und ohne Zusatz von B-ME) ersichtlich sind.
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daB die beobachteten Sedimentationskoeffizienten der .isso.iationsprodukte
eher auf 4 als auf 5 Unterheiten schlieflen lassen, aich der ‘‘cfund, daB bisher
nur sehr wenige Oligomere mit Pentamerstruktur gefunden wurden (KLOTZ and

LANGERMAN, 1970; DARNALL and KLOTZ,1972).

2) Elektronenmikroskopie

Um die Zahl der Untereinheiten der Laccase I festzustellen, sollte die
Struktur der Laccase I mit dem Elektronenmikroskop untersucht werden. ifine
iberschlagige Berechnung ergab, dal Laccase I mit einem “olekulargewicht von
ca. 400,000 cinen Moleckiildurchmesser von 10 - 15 nm aufweisen diirfte. Da im
Elektronenmikroskop nach dem Necativkontrastverfahren eine Auflésung von 2 =3
nm erreicht wird, sollte die Laccase I moglicherweise bis in ihre Substruktur

darstellbar sein,

Die nachste Abbildung (Fig.1G) zeigt typische Laccase I Molekiile bei oH 6,0,
Sie erscheinen als Tetramere mit mehr oder weniger deutlich sichtbarer Sub-
struktur, wie aus den Ausschnitten A, B und C hervorjgeht. Die elliptischen
Untereinheiten sind dabei zu Rechtecken angeordnet, lhre Jimensionen wurden
nach Auswertunq der Negativkontrastaufnahmen und nach Platinhedampfung zu

6,7 x 4,3 x 5,4 nm ermittelt. Auf Grund dieser Befunde konnen bereits Schliisse

autf den Aufbau des Tetramers cezogen werden,

Fig.17 z2igt in Modellform die Moglichkeiten der Bildung von Tetrameren aus

Monomeren:

a) 2 x 2 Monomere aggregieren zu Dimeren und diese wiederum zu einem Tetraeder
mit Dz-Symmetrie (3 Bindungstypen, v Bindungsstellen). Bei einem Zerfall
dieses Tetramers waren Stabile Dimere neben Monomeren zu erwarten,

b) 4 Monomere aggregieren liber eine dimere Zwischenstufe zu einem Tetramer,
das als flaches Rechteck erscheint (2 Bindungstypen, 4 Bindungsstellen).

c) 4 Monomere aggregieren direkt, ohne Zwischenstufen, zu einem Tetramer in

Form eines flachen Rechteckes. Bei identischen Untereinheiten (1 Bindungs-



Fig.16

TyPische Erscheinungsform der Laccase I im Elektronenmikroskop.

Die Molekiile erscheinen hauptsiachlich als Rechtecke., Die Ausschnitte
A, Bund C zeigen Partikel bei stiarkerer VergroBerung mit verschieden
deutlich ausgepriagter Substruktur, Negativ-Kontrastverfahren mit 1.0%

L"'fir’l_\'loxalat, pH 6,6; Spriihmethode; der Eichstrich entspricht 50 nm.



Tetramer
02

Fig.17

Modell zur Tetramerbildung.

mer mit Tetraederform

a) 4 Protomere ——3 2 Dimere —3 Tetr:

(D, = diedrische Symmetrie).

b) 4 Protomere 2 Dimere Tetramer, flaches Rechteck.
— ’

c) & Protomere —3» Tetramer, flaches Rechteck (C, zyklische

etrie).

Symmetrie, bei 4 identischen Untereinheiten: C, -Sym
“



typ, 4 identische Bindungsstellen) wiirde zyklische 'Cg) Symmetrie vor-

liegen,

Die gezeigten Aufnahmen der Laccase I bei neutralem pH deuten auf eine planarc

AHOrdnung der 4 Protomere in einem rechteckigen Tetramer hin.

¥urde der pH bei der Priparation der Laccase I auf 4,2 abcesenkt (Fig.18), so

erscheinen die Laccase I ‘olekiile als lineare Aggrecuate, «dic im zweidinensio-

Ralen Bild Ketten dhneln, deren Glieder aus Tetrameren »u bestehen scheinen,
Auch dieser Befund wiirde auf eine planare Anordnung der Laccase 1 Protomere
im Tetramer als der Grundeinheit der Kette hindeuten, da eine tetraedische
Anordnung (vergl. Abb.17a) nicht den heobachteten Kettentyp ergeben wiirde.
Die elektronenmikroskopischen Befunde erlauben jedoch im Zusammenhang mit der
Bildung linearer Aggregate eine noch weitergehende Diskussion des innerhalb

der Tetramere vorliegenden Bindungstyps.

Das 1l.Modell hierzu (Fig.19a) zeigt die (nach der Terminologie von MONOD et

al., 1965) heterologe Assoziation zweier Tetramere zu einen Oktamer, Durch

entsprechende weitere schrittweise Anfiigung von Tetrameren (Fij.19b) entstehen

durch heterologe Assoziation unbegrenzte, lineare Agcregate, bei denen alle

Tetramer/Tetramer-Bindungen gleichwertig sind. Oktamere sollten hierbei keine

bevorzugte Zwischenstufe heim Auf- oder Abbau der linearen Aggregate dar-

5tellen,

Das 2.Modell (Fig.20a) zeigt isologe Assoziation zweier Tetramere zum Oktamer.

Treten derartige Oktamere zu hoheren Aggregaten zusamwen, so kann dies wiede-

Tum nur iber isologe Assoziation geschehen (Fij.20b). Aus dem Modell ist deut-

lich zy ersehen, daB zwei (isologe) Bindungstypen zwischen benachbarten Tetra-
meren existieren: Starke Bindung (weif/weif) innerhalb der einzelnen Oktamere

Ynd schwichere Bindungen (schwarz/schwarz) zwischen den einzelnen Oktameren,

die die Kette aufbauen. Im zuletzt geschilderten Fall sollte man beim Ketten-



Fig.lg

Typische Erscheinungsform der Laccase I bei pH 4,2 im elektronen-
mikroskopischen Bild., Die Molekiile treten in kettenformigen linearen
Aggregaten auf, die aus Tetrameren zusammengesetzt erscheinen, Negativ-

Kontrastverfahren mit 1 % Uranylacetat, pH 4,2, Spriihmethode,



Fig.19 a

Fig.19 b

Fig,19

l1.Modell der Bildung linearer Aggregate aus Tetrameren,
a) Heterologe Assoziation zweier Tetramere zum Oktamer;
b) durch weitere schrittweise heterologe Assoziation

Bildung unbegrenzt langer linearer Aggregate.



2.Modell der Bildung linearer Aggregate

a)

b)

aus Tetrameren.

Isologe Assoziation zweier Tetramere zum Oktamer (starke Bindung);

durch isologe Assoziation (schwache Bindung) dieser Oktamere
Bildung unbegrenzt langer linearer Aggregate (die aus Oktameren

aufgebaut sind und in diese zerfallen konnen).
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Aul- ung Abbau je nach Versuchshedingingen stalile Oktamere und stabile Tetra-

mere erwartcen.

Betraciitet man die in Fic.16 gezeigte kettenformice Strulitur der Laccase I

bei niedrigem pll, so scheint das zwecite der diskutierten Modelle zuzutreffen
!isolose Assoziation von Tetrameren 7u Oktameren entsprechend Fig.20a,b).

Dafiir spricht anch, dafl unter enisprechenden Versuchsbedinguncen sowohl stabile
Tetramere (= L I) als auch stabile Oktamere (= Dimer der L I) auftreten (siehe

Tigug, 11, 13, 14).

Auf Grund der soeben diskutierten Modellvorstellung konncn die elektronen-
mikroskopisch beobachteten Strukturen und Dimensionen nach dem in Fig,21 dar-
Jestellten Schema interprectiert werden: Bei ncutralem pil (Fig.2la) liegt
Laccase I in Form von Tetramercn vor, bei saurem pH treten kettenformige
Acgrecate (Fig.21b) auf, Jiese Anordnung kann als Aggregation einzelner plana-
rer Tctramere, Fliache zu Flache, erklirt werden unter Bildung von Oktameren,
die wiederum die Einzelbausteine lincecrer Ketten repriasentieren, 'a-a'" sind
fabei die starken isologen Bindungen, die je 2 Tetramere zum Oktamer ver-
binden, "b-b" die schwicheren isologen Bindungen, die die Cktamere zur Yette
Verkniipfen.

Wihrend der Priparation der Laccase I bei niedrigem pH erfolgt offensichtlich
eine gewisse schrumpfung oder Verzahnung der ‘Molekiile, die sich in geringeren
Dimensionen der "Kettenglieder'" - euceniiber den bei neutralem pH beolachteten
Tetrameren duBert., Derartice Schrumpfungserscheinungen bei Proteinen wiahrend
des Priparations- und Trocknungsprozesses wurden auch von GREGORY 1908) und
HASCHE“EYER (1970 beschricben.

Nach den clektronenmikroskopischen Befunden kann es als gJesichert celten,

dafl Laccase I ein Tetramer aus 4 morphologisch identischen, elliptischen Unter-
einheijten darstellt, die in den Ecken eines flachen Tetraucrs angeordnet er-
Scheinen. Dieses irgebnis stimmt auch mit den bereits dis:utierten Dissozia-
tionserscheinungen iiberein und bestitigt den allgemcin eriiobenen Befund, daf

Oligomere meist geradzahlig sind.
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Anordnung der Laccase I-Untereinheiten

Beobachtete Dimensionen (nm)

a) Tetramere (pH 7) b) Ketten (pH 4.2)

5.45
10.9
o7 ! 5.45 AI!’!
43| a3

8.6 9.9

./——- - -
°, Y

6.7

N

R

13.4

.

N

Mogliche Struktur der Ketten:

Aggregation von Oktameren(bestehend aus je 2 flachen Tetrameren Fliche zu Flache)

y4

s | Y------------
0
b/ b
-
/
|
——
Tetramer
L o - -

Oktamere Kettengrundeinheit

Fig.21

Modellvorstellung zur Interpretation der multiplen Formen der Laccase I
auf Grund elektronenmikroskopischer Befunde. Die Partikeldimensionen
sind in nm angegeben. "a" und "b" entspricht isologen Bindungen ver-

schiedener Starke.

Uriv.-Biblioth
Leneashurg
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Slektronenni’ roskonische Bestidtigung von Strukturuntersuchungen bei anderen
L"7:mon sind zwar noch relativ selten, doch gibt es bereits Berichte tiber
flache Tetramerc mit D, oder C, Symmetrie \Pyruvatcarboxylase: VALENTINE et
al,, 19c0; xr\nropxanase: HO{I%O and SNzZLL, 1907; B-Galactosidase: MARCHESI

et al., 1909), 0% es sich beim Laccase I- Tetramer um zyklische oder diedrische
S¥mmetrie handelt, kann auf Grund der bis jetzt vorliegenden Daten noch nicht
®Ntschieden werden. Aqggregation von Proteinen zu elektronenmikroskopisch dar-
Ste11‘are'\ linearen Aggre-aten wurde von TRIP und VAN 2RUGGEN (1972) fiir
'OQP"lnplasmxn und von VALENTINE et al. (1968) fiir Glutaminsynthetase cezeigt,
“Onzentrationsahhincice Sclhbstassoziation von B-Lactoglobulinmolekiilen fanden
AJAYS und IS 11958). WILK et al. (1949) konnten an 3chafhirn-Glutaminsyn-
thetase wahrscheinlich machen, daf die heterolog aufoebauten Tetramere durch
SC“wdchere isologe Bindungen zu Cktameren vereinigt sind, ahnlich den fir die
Laccase nostulierten schwicheren isolojen Bindungen, die die Oktamere zur
Rette verisinden,

VI, Vergleichende Analyse der Laccasen I, II und 1II

Nachdem die tetramere Struktur der Laccase I aufgezei t werden konnte, stellte
Sich naturcemilB als nachstes die Frace nach der Identitit ihrer Untereinheiten
Ind eventueller verwandtschaftlicher Beziehungen zu Laccase II und III. Eines

der wichtigsten Kriterien ist dabei das Molekulargewicht (Tab.v).

Aus hydrodynamischen Bestinmungen wurde fiir Laccase 1 ein Molekulargewicht
2wischen 380,000 und 390.000 (MOLITORIS und ESSER, 1970) und fiir Laccase II

und III von 70,000 bzw. 80,000 gefunden (ESSER und MINUTH, 1970).

Die aus den elektronenmikroskopischen Molekiildimensionen errechneten Molekular-
Jewichte konnen nur Anhaltspunkte geben, obwohl sie in unserem Falle erstaun-
lich out mit den nach anderen Methoden erhaltenen Werten iibereinstimmen. Sie
Sollen dennoch bei der Ermittlung des "wahren" Molekulargewichtes unberiick-

Sichtict bleiben.

Die mit NaDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese bestimmten Molekulargewichte
liegen bei allen drei Laccasen an der oberen Grenze der gefundenen Werte, Im
Fall der Laccase III gibt diese Methode mit 87.000 als einzige einen Wert,
der deutlich iiber den anderen Bestimmungen liegt, die alle Werte zwischen
76,000 und 82.000 ergeben, Der prozentuale Unterschied zwischen den Extrem-

Werten liegt bei 13 % fiir Laccase III, bei 20 % fiir Laccase II und bei 15 %



)

Tab. 6 Molekulargewichtsbestimmungen der Laccasen I, II und 1112
Laccase 1 Lacc. Lacc.
Methode Tetramer|Monomern II III Literatur
NaDS-Polyacrylamid- 388.000[97.000| 87.000| 87.000 | diese Arbeit
b
Gelelektrophorese
EM-Dimensionenc)
Rotationsellips., 95.000(102,000 | Molitoris et al., 1972
Ellipsoid 74.000| 70,000 | Molitoris et al, 1972
UZ, Sedim./Diffus. | 390.000[97.500 82,000 | Molitoris u,Esser 1970;
Esser u,Minuth 1970
Sedim.Gleichgew. 383.000|95.800 | 71.000| 78.000 | Molitoris u.Esser 1970;
Esser u.Minuth 1970
Rickrechnung auf
4 g Atom Cu/Monomer| 341.000(85,200 | 84.700| 81.600 | diese Arbeit
aus Aminosauren u,
Kohlenhydr, Zusamms. 2!2.000 83,300 | 77.000| 82,000 | diese Arbeit
Molekularsiebsiule 70.000| 79.500 | Esser u.Minuth 1970
arithmet.Mittel 367.000 78.000 | 82,000
Mol .Gew,-Verhaltn, 1/‘[l = 4,7 I/III: 4,5
% Unterschied zw.
den Extremwerten 15 % 20 % 13 %
wahrscheinl.wertd) ca. 340,000 80,000 | 82,000
I
Mol.Gew,-Verhiltn, I/‘n =425 | Al =4,15

in die Mittelwertberechnung ein

siehe Diskussion

Die direkt ermittelten Werte sind unterstrichen
Werte berechnet aus dem Versuch ohne Zusatz von B-ME
die aus den Dimensionen errechneten Werte gehen nicht
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fir Laccase I. Schwierigkeiten ergaben sich bei der Molekulargewichtsbestim-
MUng besonders fiir Latcase II wegen ihrer im Kohlenhydratanteil lokalisierten
Mikroheterogenit;—it (ESSER und MINUTH, 1971) und fir Laccase I wegen ihrer
Neigung zu Assoziatioh und Dissoziation., Bei beiden Laccasen laBAt dies die
auf hydrodynamischen Messungen beruhenden Molekulargewichte als weniger genau
erscheinen., Daher sind hier die Werte aus der Molekulargewichtsriickrechnung
auf den allgemein bei Laccasen gefundenen Kupfergehalt von 4 Kupferatomen pro
Protomer und die Molekulargewichtswerte aus der Aminosiuresi- und Kohlenhydrat-
@nalyse stirker zu gewichten. Auf Grund dieser Uberlegungen sollte auch nicht
der reijne Mittelwert aller Bestimnungen als 'wahres" Molekulargewicht angese-
hen werden., Dieses diirfte vielmehr fiir Laccase I bei 340.000, fiir Laccase II
bei 80,000 und fiir Laccase III bei 82.000 liegen, Diese Werte entsprechen
auch 1o, 4 und 4 Kupferatomen pro Protomer und ergeben ein Molekulargewichts-
verhialtnis fiir L I / L II von 4,25 und fiir L I / L III von 4,14 entsprechend
€inem Aufbau der tetrameren Laccase I aus 4 Untereinheiten vom Molekular-

gewicht der "kleinen" Laccasen.

Bei einer vergleichenden Betrachtung mit anderen Laccasen (Tab.7) fiel
besonders das hohe Molekularjewicht der Laccase I aus dem Rahmen der bisher
Untersuchten Laccasen. Nach Bestitigung ihrer Tetramerstruktur liegt ihr
Molekulargewicht jedoch, auf das Protomer bezogen, mit ca. 85.000 in dem
Bereich, der auch fiir andere Laccasen gefunden wird. Jeriicksichtigt man

Zudem noch den bei den verschiedenen Laccasen unterschiedlichen Zuckergehalt,
80 ergibt sich, wie aus Tabelle 7 hervorjeht, fur alle Laccasen ein Molekular-
gewicht des Proteinanteils, das in den engen 3ereich zwischen 52,000 und
72,000 liegt. Die fir Laccase sefundenen, sehr unterschiedlichen Moleiiular-
Jewichte sind daher im wesentlichen auf Aggregationserscicinungen und unter-
Schiedlichen Kohlenhydratgehalt zuriickzufiihren,

Daf hohermolekulare Laccasen vom Typ der Laccase I bei anderen Pilzen bisher
Nicht veschrieben wurden, mag zuu Teil auch daran licgen, daB meist nur extra-
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Tab,7 Molekulargewicht des Proteinanteils verschiedener Laccasen
(bezogen auf das Protomer)
Nr.a) Enzym Herkunft MG x ].0-3 KH (%TS) MG Proteinant.
1 Laccase I Podospora a. 340 22,2b) b6, 000
2 Laccase II Podospora a. 80 2},8b) ©l.000
3 Laccase III Podospora a. 82 22,9b) 63,200
4 Laccase A Polyporus v, b0 > 14 £ 52,000
[} Laccase Rhus v, 110 45 b1.000
) Laccase Rhus v, 120-141 45 72.000°

a) Gleiche Numerierung wie in Tabelle 2
b) Mittelwerte der verschiedenen quantitativen Bestimmungen
c) Mittelwert
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2ellulire Laccase untersucht wurden, wahrend Laccase I, II und III direkt

aus dem Myzel gewonnen wurden. Aus den Untersuchungen von MOLITORIS und ESSER
‘1970) iiber die Synthese der intra- und extrazellularen Laccasen bei Podosnora
Sﬂﬁsﬁiﬂg geht hervor, daB die extrazellulidren Laccasen im ?edium grst auftre-
ten, wenn die intrazellulire hochmolekularce Laccase I zerfiallt, Diese Zer-
fallSDrodukte (Laccase II und III?) werden ausceschieden und diirften den
Grofteil der im Kulturfiltrat gefundenen Laccasen ausmachen ( MOLITORIS,
Unversffentlicht).

In Tabelle 8 sind eine Reihe von Eigenschaften aufgetfiihrt, in denen sich die
drej Laccasen von Podospora unterscheiden. Diese Unterschiede bestitigen einer-
Seits' daBl es sich tatsichlich um verschiedene cigenstandige Enzyme handelt,
A"dererseits wiren diese Unterschiede durcihidie Annahme zu erklaren, daB Lacca-
Se I aufcebaut ist aus 4 Untereinheiten gleich oder ahnlich der Laccase II

“nd/ocer Laccase III.

Fij.22 zeigt zusammenfassend «en mit dieser Hypothese iibereinstimmenden
elektronenmikroskopischen Befund, nach dem Laccase I ein Tetramer darstellt,
dessen Untereinheiten in Form und Dimension den monomeren Laccasen II und III
3leichen (MOLITORIS et al., 1972). Auch die Tatsache, daB nur Laccase I,
Richt aber Laccase II und ILI (MINUTH, unversffentl,) in definierte Unterein-
heiten dissoziieren, stiitzt diese Hypothese. Das fir Laccase I beohachtete
doppelte pH-Optimum lieBe sich aus einer Zusammensetzung der Laccase I,
Laccase I1 una Laccase III erkldaren; die Daten der Hitzeinaktivierung (vergl,
auch die im Abschnitt Dissoziation diskutierten Befunde) lieBlen sich als Zer-
fall eines hitzelabilen Oligomers in hitzestabile Untecreinheiten interpretie-

Ten, wie es HOROWITZ und FLING (1950) fiir die Tyrosinase von Neurospora crassa

Zeigen konnten. Die erhohte spezifische Aktivitat des Tetramers kann durch
einen kooperativen Effekt erklart werden, auf den noch spater zuriickzukommen

Sein wird,

Bej der isoelektrischen Rokussierung auf der 33aule im Ampholine-pH-Gradienten
Zeigen alle drei Laccasen von Podospora nur je 1 Gipfel, der fir Laccase 1
bei pH 4,9 zwischen dem breiten Gipfel der Laccase II (pH 7-10, Mikrohetero-

genitit, siehe auch ESSER und MINUTH, 1971) und dem der Laccase III bei pH
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Laccase I Laccase IL Laccase III
M:-340.000 M:80.000 M:82.000
55nm 58nm
4.3nm
— I

Fig,22
Form und Dimensionen der Laccasen I, II und III auf Grund

elektronenmikroskopischer Befunde (Erlauterung siehe Text).



4,0 liegt, In Fig.8a ist einc isoelektrische Fokussierung fiir frische Laccase
I gezeigt, Das mit dem gleichen Material gemessene pH-Optimum zeigt den
bercits erwahnten typischen Doppelgipfel (Fig.8b), Wird diese Laccase jedoch
nach eintdigiger Inkubation bei Raumtemperatur erneut einer isoelektrischen
Fokussierung unterworfen, so zcigt sich eine Spaltung des Gipfels in zwei
Komponenten "A" und "B" mit isoelektrischen Punkten bei pH 4,8 bzw. pH 4,9,
Die Ermittlung des pH-Optimums, getrennt fir die beiden Gipfel, zeigt bei "A"
einen Verlauf der fiir Laccase III, bei '"B'" einen Verlauf, der fiir Laccase II
typisch ware. Auch diese Befunde konnen in Richtung der obengenannten Hypo-

these interpretiert werden,

Wahrend bisher Mikroheterogenitat nur fir Laccase II nachgewiesen wurde und
Laccase I und III nach den angewandten Kriterien als homogen erschicnen, zeigt
sich bei der isoelektrischen Fokussierung in Polyacrylamidgel (Fig.23) Hetero-
genitiat bei allen drei Laccasen, wobei Laccase I und III eine gemeinsame DBande
im pH-Bereich von 5,2 aufweisen. Ob diese Heterogenitiat wie bei Laccase II auf
Unterschiede im Kohlenhydratanteil zuriickgefiihrt werden kann (ESSER und MINUTH
1971) oder ob sie ein Artefakt darstellt, wie es von ILLINGWORTH (1972) bei
Isocitrat-Dehydrogenase berichtet wurde, kann zur Zeit noch nicht entschieden

werden,

Die von MALMSTROM und Mitarbeitern untersuchten extrazellularen Laccasen A
(Tab.2, Nr.4) und B (Tab.2, Nr.5) des Basidiomyceten Polyporus versicolor ver-
halten sich in einer Reihe von Eigenschaften {(Molekulargewicht, Kohlenhydrat-
gehalt, Disc-Elektrophorese, Isoelektrischer Punkt und Heterogenitit) wie die
hier beschriebenen Laccasen II und III, Ein Laccase I ahnliches Enzym wurde
jedoch bei Polyporus (extrazellular!) nicht gefunden, Auch BLAICH konnte bei
seinen Untersuchungen intra- und extrazellulidrer Holzpilzenzyme Laccasen vom
A- und B-Typ finden (BLAICH and ESSER, 1975).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Befunden, die sich durch die oligomere
Struktur der Laccase I erklaren lassen, stehen einige Beobachtungen, die sich
nicht ohne weiteres auf die postulierte Quartarstruktur der Laccase I zuriick-

fiilhren lassen (Tab.8), So zum Beispiel die unterschiedliche elektrophoretische
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Laccase
IEP I 1111

pH 7-10 |
{ ©

Fig.23
Polyacrylamidgel-Elektrofokussierung von Laccase I, II und III im

pH-Gradienten 3-10, Farbung der Proteinbanden mit Bromphenolblau,



Beweglichkeit; sie konnte allerdings ihre Erklarung in einer durch den Kohlen-
hydratanteil bedingten unterschiedlichen Ladung finden. Ungeklart ist auch
noch die unterschiedliche Substratspezifitat. Eine Erklarungsmoglichkeit ware
die Maskierung eines fiir die m-Spezifitat verantwortlichen aktiven Zentrums
in der tetrameren Laccase, Generell ist jedoch die Oxidation eines in m-Stel-
lung substituierten Diphenols chemisch schwer vorstellbar.

SCHANEL und ESSER (1971) hatten berichtet, daB Laccase I die Fihigkeit,
m-substituierte Phenole zu oxidieren, gewinnt, wenn sie mehrmals eingefroren
und aufgetaut wird. Da Tyrosinase in inaktiver Form mit Laccase vergesell-
schaftet vorkommt und u.a. auch durch Temperaturbehandlung aktiviert werden
kann (HERZFELD und ESSER, 1969), ware als Erklarung fiir dieses Phianomen auch
daran zu denken, daB inaktive mitgeschleppte Tyrosinase-Verunreinigungen
durch die Temperaturbehandlung aktiviert werden, die m-Phenole hydroxylieren
und diese dann durch die Laccase weiter oxidiert werden, was eine m-Spezifi-
tat der Laccase I vortiauschen wirde, Dies konnte zwar den bei der Laccase I
beobachteten Einfrier/Auftau-Effekt erklaren, nicht aber den generellen Spe-
zifitatsunterschied zwischen Laccase I einerseits und Laccase II und III ande-
rerseits.

In Tab.4 ist die Aminosiaurenzusammensetzung der drei Laccasen gezeigt. Trotz
einiger Ubereinstimmungen gibt es bei anderen Aminosauren erhebliche Abwei-
chungen, Die fiir Laccase I von WEBER und ESSER (19v4) berichteten Werte stim-
men - mit Ausnahme der Werte fiir Tys-SH, Met, Phe und Trp - gut mit den hier
gezeigten Werten iiberein, sofern man auf den differierenden Trockensubstanz-
gehalt der Enzymproben korrigiert, Da die verschiedene Aminosaurenzusammen-
setzung der drei Laccasen sich auch rechnerisch nicht durch die verschiedenen
moglichen Kombinationen aus den niedermolekularen Laccasen erklaren laft, ist
dieser Befund zur Zeit noch eines der Hauptargumente gegen einen direkten
Aufbau der Laccase I aus Laccase II und/oder III., Dieser negative Befund ist

umso iiberraschender, als aus der folgenden Tabelle 9 eine Reihe auffialliger

Ubereinstimmungen der drei Laccasen hervorgeht:

So wurden bei keiner der nativen Laccasen freie SH-Gruppen gefunden, was sich
mit BUTZOWs Befunden (1908) an der Polyporus-Laccase deckt. Serin ist bei allen

3 Laccasen die N-terminale Aminosaure; Laccase I, II und III weisen auch mit
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etwa 23 % den glcichen Kohlenhydratgehalt auf und ihre quaiitative Kohlen-
hydratzusammensetzung ist ehbenfalls identisch (Man, Rha, GlcNAc, Gal, Glc)
wie Tabelle 5 zeigt., Daruberhinaus zeicen Laccase I und III auch in der
quantitativen Kohlenhydratzusammensetzung Ubereinstimmung,

Aus dem gleichen Kupfergehalt der drei Laccasen ergibt sich, wie bereits
diskutiert, einc Zahl von jeweils 4 nupferatomen pro Laccase-Monomer. Auch
die Absorptionsspektren sind identisch., Aus Fig. 24 geht weiterhin hervor,
dafl auch die EPR-Spektren der drei Laccasen ubereinstimmen, was auf eine
¢gleichartige Verteilun: der verschiedenen Kupleratome in 'en drei Laccasen

hinweist,

Bei der Untersuchuingder serologischen Eigenschaften zcigen alle drei Laccasen
Verwandtscha{t, wobei starice Verwandtschaft zwischen Laccase I und III,
jedoch nur geringe Verwandtschaft zwischen Laccase I und Il, bezichungswcise

zwischen Laccase II und III cefunden wurde.

Als Eraebnis der vergleichenden Untersuchuncen liann tfestgestellt werden, daf
Laccase I oder ihre Untereinheiten in vielen Eigenschaften den Laccasen II
und III gleichen., Stiarkere Hinweise auf eine Beteiligung am Aufbau

der Laccase I existieren nur fir Laccase III (Llektrophoretische Wanderungs-
richtung, quantitative Kohlenhydratanalyse, serologische Befunde). In diese
Richtung weist ebenfalls der lefund, daf auch nach Spaltung der Laccase I
(die nativ nur mit Antiserum 1 und Antiserum IlI reagiert) noch serologische
Verwandtschaft mit Laccase IIl festzustellen ist, wahrend keine Spaltpro-
dukte auftauchen, die in der Immunelektrophorese nach Wanderungsrichtung

oder serologischer Reaktion mit Laccase 11 verwandt waren.


http://Kohlenhydratqeha.lt
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Fig,24
EPR-Spektren der Laccasen I, II und III bei 104°K una 9 GHz. Unter

dem vollstiandigen Spektrum ist jeweils noch ein Teil bei 5facher

Verstirkung gezeigt,



VII. In vivo-Versuche

Aus den ceschilderten in vitro-Untersuchungen geht hervor, daB die drei
Laccasen sich mit Ausnahme der Aminosaurenzusammensetzung in der

Mehrzahl der untersuchten Parameter idhneln oder gleich sind beziehungsweise
daf eine Reihe von Unterschieden auf der Basis eines Aufbaues der Laccase 1
aus Untereinheiten gleich oder dhnlich der Laccase Il und/oder I1II erklart

werden kann,

Es erhob sich nun die Frage, ob und inwieweit die aus den in vitro-Unter-
suchungen gewonnenen Vorstellungen auch auf die Verhuiltnisse in vivo zu

iibertragen sind, ks wurde daher zur Priifung der Zusammen au-Hypothese die
Synthese der intrazellularen Laccasen des Wildstammes in cinem Fermenter-

Langzeitversuch verfolgt,

Das Ergebnis geht aus Fig.25 hervor. Der dalLei auftretende jegensinnice Ver-
lauf der Synthesekurven der niedermolekularen Laccasen Il und III einerseits
und der hohermolekularen Laccase I andererseits konnte zundchst als Auf- und

Abbau verschiedener, unabhingiger Enzyme gedeutet werden.

Auf Grund der anderen bereits gezeigten Jlefunde liegt jedoch die Interpre-
tation naher, daf es sich dabei

in der aktiven Wachstumsphase (Tag O - 7) um den Zusammenbau der Laccase

aus den zuerst gebildeten niedermolekularen Untereinheiten II und/oder III

und in der Autolysephase tab Tag 10) um einen Zerfall in wiederum die glei-

chen Komponenten hancelt, die sich entsnrechend intrazellular anhdaufen und
schlieflich ausgeschieden werden. Dieser ‘efund wiirde also die vorcetrajene

Hypothese unterstiitzen.

Ne'en der Untersuchunc genetischer und zeitlicher Einflusse auf die Laccase-

synthese interessierte jedoch auch die 4irkung anderer, nichtgenetischer
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Fig.25
Abhingigkeit der Bildung der intrazellularen Laccasen I, II und III
vom Kulturalter, Langzeitversuch im 300 l-Fermenter. Die Mengenangaben
fiir die Laccasen erfolgen in willkirlichen Einheiten, da sie sich aus

den Ergebnissen verschiedener Mefmethoden zusammensetzen (kolorimetrische
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Faktoren, die an der beobachteten Pleiotropie des zonata-Gens beteiligt sind.
In einer Reihe weiterer in vivo-Versuche konnte gezeict werden, daB Morpho-
logie und Laccaseproduktion nicht nur von genetischen Faktoren, sondern

auch von duBeren Bedingungen abhangen.

Einige Ergebnisse dieser Versuche sind in Fig. 26 gezeigt, Demnach werden
Morphologie und Laccasespektrum auch durch Faktoren wie pH-Wert, Zusammen-
setzung des Mediums und das Kulturalter beeinfluffit und konnen zu Phinokopie-
effekten fiihren., Phanokopie der Eigenschaften des Wildstammes und der Mu-
tante '"zonata" konnte auch LYSEK (1971) durch gezielte Eingriffe in den

Kohlenhydrat- und Proteinstoffwechsel erreichen.

Auf Grund all dieser Befunde muB angenommen w-:rden, daf das zonata-Gen mit
seinen Genprodukten an einer zentralen Stelle des Stoffwechsels eingreift,
sodaB neben Laccase-Art und Menge auch andere tunabhiangige?) Parameter wie
Ausbildung der Sexualorgane, Wachstumsgeschwindigkeit und Morphologie der

Hyphen sowie der Gesamtkultur beeinflufit werden.
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Fig.26
Abhangigkeit der Morphologie und Laccaseproduktion von verschiedenen

Faktoren bei Podospora anserina.



E. Diskussion

I. Struktur der Laccasen I, II und III

Die Mehrzahl der Befunde iuber diec Laccasen von Polosnora anserina steht in

Ubereinstimmung mit der Hypothese, dal Laccase I aus Untercinheiten gleich
oder ahnlich den Laccasen II und/oder III aufgebaut ist, Nach dieser 'iyno=-
these liefle sich auch das eingangs beschriebene inverse Menjenverhaltnis
der Laccasen beim Wildstamm unter Normalbedinjun-ien als eine

fast vollige Aggregation von Laccase II und/oder III zu Laccase I

Wildstanm L II  und/oder L 1115 LI

und bei der Mutante "'zonata'" als eine

Verhinderung oder Instabilitat dieses Zusammenbaues interpretieren:

‘lutante "zonata L II und/oder L III —I—\ LI
oder

In diesem Sinne konnte bereits Yei einer Reihe von Organismen jenctische
Kontrolle von Mikroheterogenitat, Quartarstruktur und Auftau von Olicomeren
durch entsprechende Kombination identischer oder verschiedener Unterein-
heiten gezeigt werden 'FOan et al., 1963; FLING et al., 1963; de XKONING et
al., 1900; MARKERT, 1908; CHALMZRS and DE MOS3, 1970; YU et al., 1971).
Einem direkten Aufbau der Laccase I aus Untereinheiten gleich oder ahnlich
den beiden niedermolekularen Laccasen mit einem Molekulargewicht um 80,000
steht jedoch vor allem das Ergebnis der Aminosaurenanalyse entgegen, das auf
dieser Basis keine befriedigende genetische Interpretation der beobachteten
Phanomene zulaft, Weiterhin fiihrten auch entsprechende in vitro-Versuche
mit Laccase II und III,alIein oder in verschiedenen Mischunjsverhaltnissen,

nicht zum Auftreten hoherer Aggregate im Sinne von Laccase 1 (Nachweis durch

Elektronenmikroskopie, Ultrazentrifugation, Elektrophorese; MOLITORIS, un-
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veréffentlicht), Zur Aggregation scheinen demnach spezifische - mdglicher-
weise genetisch gesteuerte - Veranderungen an Konformation und/oder Struktur

und Zusammensetzung der Laccase-Monomere erforderlich zu sein.

Andererseits ist bei einem Molekulargewicht der Protomere um 80.000 anzu-
Nehmen, daB diese aus mehreren Polypeptidketten aufgebaut sind. Dafiir spricht
Neben der hohen Zahl der im Molekiil enthaltenen Cysteinreste auch das Ergeb-
nis der Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit NaDS, das Bruchstiicke mit einem
”Olekulargewicht bei der Laccase I von 98.000, 69,000, 42.000 und 29,000

zZeigt (Fig, 15).

Nimnt man nun an, daf der Zusammenbau der Laccase I genetisch und stoffwech-
Selmifig nicht auf dem Niveau der Aggregation von Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht um 80,000 gesteuert wird, sondern auf dem Niveau der ko-
Valenten Bindung verschiedener, fiir die drei Laccasen identischer oder unter-
Schiedlicher Polypeptidketten, die dann je nach Kombination Laccase II,
Laccase III oder das Laccase I-Protomer erjeben (das wie gezeigt reversibel
aggregieren und dissoziieren kann),so liefen sich alle bisher gezeigten 3e-

funde in ein gemeinsames Modell einfiigen und auch genetisch interpretieren,

Um diese Hypothese zu priifen, sind daher im Augenblick folgende Versuche im
Sange oder geplant:
Quantitative Spaltung der Laccase I in ihre Untereinheiten (MG ca.
90.000) unter Verhinderung der Reaggregation.
Isolierung, Reinigung, chemische und biochemische Analyse der Spaltprodukte
Herstellung von Antiseren gegen die gereinigten Spaltprodukte und Fest-
Stellung ihrer serologischen Verwandtschaft mit Laccase I, II und III
oder bestimmten Derivaten.
Entsprechende Versuche mit den z. B, nach tryptischer Verdauung der Spalt-
produkte (Protomere) gewonnenen Polypeptiden (Fingerprints).

Untersuchung der Laccasen weiterer Mutanten.



Mit Hilfe der Ergebnisse dieser und anderer Versuche ist zu hoffen, das

Prohlem cer multiplen lLaccascn des Ascomyceten Podospora anserina auch

einer befriedigenden genctischen Interpretation zuzufubren,

Die bereits vorliercenden Ergebnisse lassen jedoch bercits jetzt foloende

Feststcllunec zu:

Bei den Laccascen des Ascomyceten Podospora anserina handelt es sich um

ein System multipler snzyme, die in verschiedenen Aggreqgationszustianden
autreten konnen und sici in wescntlichen ligenschaften gleichen, wobei

a durch hestimnte

das Gleichgewicht 2u hoher- und niedermolekularen ror
Stoffwechselbedingungen versclhioben sein kann, die sowolhl von auBercn

als auch von _enetischen Faktorcen beeinflufit werden,



II. Funktion der Laccase

Durch die Untersuchungen der jiingstien Zeit konnte der Mechanismus der durch
die Laccase katalysierten Reaktion hesonders hinsichtlich der beteiligten
Kupferatome in einer Reihe von Punkten geklart werden (MALKIN and MALMSTROM,

197C; REINHAMMAR, 1972). Die an den Laccasen von rodospora anserina ge-

wonnenen Ergebnissc stimmen mit diesen Befunden iiberein,

Weitere intercssante Ergebnisse konnten kiirzlich PECHT und FARAGGI (1971)
teitragen, dic Kooperativitdt beim intramolekularcn Clektronentransport
zwischen den einzclnen Kupferatomen der Laccase feststellten., Sie machten
weiterhin wahrscheinlich, daB das durch scinen Valenzwechsel an der Redox-
Reaktion heteiligte Kupier ‘im Inneren des Laccasemolekiils liegt und die
Lydrierten Elektronen zunachst mit Aminosiaureresten der Proteinperipherie
reanieren., Die Tatsache, daB dabei diec Effektivitdt des Elektronentransports
von der Proteiniionzentration der Laccase abhangt, bietet auch eine Moglich-
Keit zur Interpretation der hei der tetrameren Laccase I gegeniiber den
niedermolekularen monomeren Laccasen II und III vierfach hoheren spezifischen
Aktivitit. Entsprechend obigem Befund kann dies ebenfalls als ein koopera-
tiver Effekt rcdeutet werden, da die Tetramerstruktur der Laccase I quasi
eine sehr hohe Laccasekonzentration Yei qgleichzeitig stabiler Quartarstruktur

gewahrleistet.

Der Elektronentransport findet bei Laccasen jedoch nicht nur intramolekular
statt - undim Falle der Laccase I moglicherweise intermolekular zwischen
identischen, nichtkovalent ge%undenen Protomeren -, sondern es konnte in-
zwischen auch nachgewiesen werden (MALMSTROM et al., 1971), daB mehrere
Redoxenzyme wie Laccase, Cytochrom ¢ und Azurin ein Elektronentransport-
System lilden konnen, bei dem die Elektronen zwischen dessen einzelnen nicht-
identischen Komponenten weitergereicht werden. Dies ist moglicherweise

auch ein Hinweis auf eine biologische Funktion der Laccase im Zusammenhang
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mit anderen Redoxkatalysatoren, wie Peroxidase, Katalase und Tyrosinase, mit
denen sie hidufig vergesellschaftet ist. Moglicherweise wird dadurch auch er-
klart, warum manche der fiir die Laccase postulierten Reaktionen nur mit un-

reinen Enzympriparaten (z.B. bei Versuchen zum Ligninstoffwechsel) ablaufen.

Ein anderer, mehrfach erhobener Befund (Literatur in MOLITORIS und ESSER,
1970; BLAICH, 1972) ist die scheinbare Identitdt von Laccase und Peroxidase
oder Katalase hinsichtlich einer Reihe von Eigenschaften, sowie die auf-
fallend geringe Substratspezifitdt der Laccase. Durch Untersuchungen an
organischen Kupferkomplexen wurde festgestellt, daR diese nicht nur die
typischen EPR-Eigenschaften der Laccase aufweisen, sondern je nach Versuchs-
bedingungen auch katalatische, peroxidatische und phenoloxidatische Aktivi-
tdt besitzen (PECHT et al., 1967; SIGEL, 1969). Demnach widre hier das Kupfer
kritischer Bestandteil des Systems und der Proteinanteil wire von geringerer

Bedeutung.

Diese SchluBbemerkungen zu der noch immer nicht gekldrten Funktion der
Laccasen sollten noch einmal die Komplexitat des Problems der Struktur und
Funktion der Laccase aufzeigen und die verschiedenen Wege demonstrieren,
auf denen versucht wird, iliber die analytische Untersuchung des Enzyms und
seines Reaktionsmechanismus schlieflich auch dessen biologische Funktion

aufzuklaren.



F. Zusammenfassung

1) Die hochmolekulare Laccase I (p-Diphenol:O2 Oxidoreduktase, EC 1.10.3.2)

wurde aus dem Myzel des Wildstammes des Ascomyceten Podospora anserina

isoliert und cereinigt. Das Enzym ist nach Kriterien der Ultrazentrifugation
tnd Elektrophorese homozen.

2) Die analytisch-biochemische Untersuchung zeigte folgende Eigenschaften:
“lolekulargewicht ;e nach Bestimmungsmethode 333.000 bis 390,000, wahrschein-
lichster Wert um 340,000; 16 g-Atom Kupfer pro Enzymmolekiil; Kohlenhydrat-
gehalt 22 % der Trockensubstanz; Kohlenhydratkomponenten: Man, Rha, GlcNAc,
Gal, Glc; Aminosaurenanalyse: 74 Cys-3H pro Molekiil, keine freien 3H-Gruppen
im nativen Enzym; Verhaltnis saurer zu basischen Aminosiuren 1,84/1; Ser

als N-terminale Aminosiure; doppeltes pH-Optimum (mit DOPA) hei pH 7,5 und
©,0; Isoeleiktrischer Punkt bei pH 4,9; anodische Wanderungsrichtung in der
Elektrophorese; Sperifitat fiir o- und p-substituierte Phenole; Substrat-
hemmung; Hemmung durch Kupfer-komplexierende Agentien (Azid) und SH-Grunpen-
Reagenzien wie B-Mercaptodthanol; Absorptionsspektrum mit Maxima bei 280

und ©10 nm; Absorptionsdifferenz (ox. - red.) Spektrum mit Maxima bei 330

und 610 nm; in serologischen Versuchen (Bestimmung kreuzreagierenden Materials,
Immunelektrophorese, Immundiffusion) starke Verwandtschaft zwischen Laccase I
und III, geringe Verwandtschaft zwischen Laccase I und II sowie L II und III.
3) Die physikalische Untersuchung des im Enzym gebundenen Kupfers durch Mes-
sung der elektronenparamagnetischen Resonanz ~eigte, daf bei Laccase I 50
des Aesamtkupfers (also 8 Kupferatome) EPR-nachweisbar sind, 4 davon gehdren

2+), 4 dem Cu* Typ 2 ("nichtblaues" cu?*) an.

dem Cu2+ Typ 1 {"blaues" Cu
4% Laccase I kann durch dissoziierende Agentien (NaDS, Harnstoff, Guanidin-
Hydrochlorid) reversibel in Untereinheiten gespalten und inaktiviert werden,

Zusatz von B-Mercaptoathanol bewirkt irreversible Spaltung und fiihrt zusiatz-

lich zu kleineren Spaltprodukten. Auch Aggregation zu hoheren Vielfachen
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der Laccase I wird beobachtet,

5) Auf Grund der Spaltungsversuche und der elektronenmiiroskopischen Unter-
suchung stellt Laccase I ein durch nichtkovalente Binduncen verknipftes
Tetramer dar, aufqgebaut aus elliptischen, morpholoaisch identischen Unter-
einheiten (6,7 x 4,3 x 5,4 nm), die in den iLcken cines Rechteckes anqgeordnet
erscheinen. Dei Senkung des pH-Wertes wiahrend der Privaration kommt es zur
Bilduns linearer Aggrecate. Die elektronenmikroskopischen Befunde werden
anhand eines Symmetrienodelles diskutiert,

6) Ein Vergleich der Laccase I des Jildstammes von Podospora anserina mit

den aus der Einfaktormutante ‘'zonata' isolierten niedermolekularcn Laccasen
IT (MG = 80.000, 4 Cu) und III (MG = 82.000, 4 Cu) 1iBt auf Grund einer
Vielzahl von Uhereinstimmungen den Schluf zu, daB Laccase I aufgebaut ist
aus Untereinheiten, die den niedermolekularen Laccasen ahnlich sind.

7) Die verschiedene Aminosiurenzusammensetzung der 3} Laccasen spricht gegen
einen direkkten Auibau der Laccase I aus den niedermolekularen Laccasen II
und/oder III, Eine genetische Interpretation der beohachteten Phianomene

wird weiter durch die im zonata-Gen (Punktmutation) lokalisierte Pleiotropie
erschwert, Es werden Vorstellungen zur Klarunj dieses Widerspruchs diskutiert
und Wege zu seiner Losung vorgeschlagen,

8) Die mogliche funktionelle Bedeutung der Laccasen wird anhand eijencr “e-

funde uncd neuer Untersuchungsergebnisse anderer Autoren diskutiert,
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