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A . Einführung. 

I • U n t e r s u c h u n g e n an L a c c a s e n 

Obvohl d i e P h c n o l o x i d a s e n m i t i h r e n t y p i s c h e n V e r t r e t e r n L a c c a s e und T y r o s i -

n a s e s e i t S e i n a h e einem J a h r h u n d e r t b i o c h e m i s c h u n t e r s u c h t w e r d e n , i s t d i e 

F u n k t i o n d i e s e s w e i t v e r b r e i t e t e n E n z y m s y s t e n s noch w e i t g e h e n d ungeklärt. D i e 

v o r l i e g e n d e A r b e i t s o l l e i n e n B e i t r a g zum Verständnis von S t r u k t u r und Funk

t i o n d e r L a c c a s e n l e i s t e n , d i e beim A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a a l s e i n 

Syste.n m u l t i p l e r Enzyme a u f t r e t e n . 

L a c c a s e < p -Di pheno 1 : 0 o O x i d o r e d u k t a s e , KC 1 . 1 0 . 3 . 2 ' ! und T y r o s i n a s e l o - D i p h e -

n o l : O o O x i d o r e d u k t a s e , EC l . l O . j . l ) s i n d im T i e r - und P f l a n z e n r e i c h w e i t v e r 

b r e i t e t e i i n z y n e , d i e P h e n o l e , i n s b e s o n d e r e ßiphenole und A r y l a m i n e , über 

gefärbte Z w i s c h e n p r o d u k t e m i t H i l f e des L u f t s a u e r s t o f f s u n t e r E n t s t e h u n g von 

Wasser zu o x y d i e r e n vermögen. D i e von i h n e n k a t a l y s i e r t e R e a k t i o n , i h r e V e r 

b r e i t u n g und i h r e v o r e r s t n och h y p o t h e t i s c h e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n wurden 

b e r e i t s i n e i n e r Hei he z u s a m m e n f a s s e n d e r A r b e i t e n b e h a n d e l t (DONNER, 1957; 

FHANKE, l y o O ; KAARIK, 19.5 ; HAIDER, 1 9 6 6 ; ROSCH, 1 9 0 5 ; FEISACH e t a l . , 196b; 

FRoUDZNMERG and NEISH, 19u3; MALMSTROM and Hl DEN, i y o 8 ; SCHUBERT, 1968; 

HAMILTON, 1 9 ^ 9 ; HI GL'CHI , 1971; MALKIN and MALMSTROM, 1970; SARKANEN and LUDWIG, 

197-1 ). 

Es dürfte w e i t h i n u n b e k a n n t s e i n , daß d e r B e g r i f f d e r 'Oxydasen", d e r für das 

Verständnis des p f l a n z l i c h e n und t i e r i s c h e n S t o f f w e c h s e l s so w i c h t i g werden 

s o l l t e , von DeHTRAND 1 8 9 0 im Zusammenhang m i t s e i n e n U n t e r s u c h u n g e n an P h e n o l 

o x y d a s e n n e p r a g t wurde. Die e r s t e n e i n g e h e n d e n A r b e i t e n über L a c c a s e n gehen 

j e d o c h b e r e i t s a u f VOSHIDA 1 1 8 3 3 ) zurück. Dei U n t e r s u c h u n g e n des M i l c h s a f t e s 

i L a t e x 1 des j a p a n i s c h e n Lackbaumes Rhus v e r n i c i f e r a l A n a c a r d i a c e a e ) b e o b a c h t e t e 

e r , daß d i e s e r M i l c h s a f t an d e r L u f t zu einem d u n k l e n , d u r c h s i c h t i g e n L a c k 

erhärtet und daß d i e s e r V o r g a n g d u r c h e i n hitzeunbeständiges Agens C ' d i a s t a t i c 



m a t t e r " ) u n t e r B e t e i l i g u n g des L u f t s a u e r s t o f f s k a t a l y s i e r t w i r d . D i e s e s Agens 

h a t BERTRAND ( 1 8 Q 4 ) n a c h s e i n e m Vorkommen im M i l c h s a f t des Lackbaumes " L a c c a s e " 

g e n a n n t . Auf Gr u n d des g e f u n d e n e n M a n g a n g e h a l t e s p o s t u l i e r t e e r a u c h b e r e i t s 

den M e t a l l e n z y m c h a r a k t e r d i e s e s P r o t e i n s . E r s t d u r c h d i e U n t e r s u c h u n g e n 

T I S S I E R E S ( 1 9 4 8 ) k o n n t e j e d o c h schlüssig n a c h g e w i e s e n w e r d e n , daß K u p f e r und 

n i c h t Mangan i n d e r L a c c a s e e n t h a l t e n s i n d und für i h r e k a t a l y t i s c h e F u n k t i o n 

e s s e n t i e l l s i n d . 

Im Zusammenhang m i t dem i n d e r v o r l i e g e n d e n A r b e i t b e h a n d e l t e n P r o b l e m k r e i s 

i n t e r e s s i e r e n b e i d e r L a c c a s e , d i e e i n k u p f e r h a l t i g e s G l y k o p r o t e i n d a r s t e l l t , 

i n s b e s o n d e r e f o l g e n d e P u n k t e , a u f d i e d a h e r h i e r näher e i n g e g a n g e n werden 

s o l l : 

1 ) Der M e t a l 1 e n z y m c h a r a k t e r d e r L a c c a s e und s i c h d a r a u s e r g e b e n d e F r a g e n des 

R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s . 

2) Der G l y k o p r o t e i n c h a r a k t e r d e r L a c c a s e und s i c h d a r a u s e r g e b e n d e F r a g e n d e r 

B i o s y n t h e s e , S t r u k t u r und F u n k t i o n . 

3) D i e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n d e r L a c c a s e . 

4 ) D i e S t r u k t u r d i e s e s E n z y m s y s t e m s , d i e m i t o b e n g e n a n n t e n P u n k t e n im Zusammen

hang s t e h t und v o r a l l e m im e x p e r i m e n t e l l e n T e i l a b g e h a n d e l t w e r d e n w i r d . 

Es s o l l zunächst a u f P u n k t 1 e i n g e g a n g e n w e r d e n . 

I I . K u p f e r h a l t i g e P r o t e i n e 

K u p f e r gehört z u den ''Übergangsmetallen", d e r e n d- und f - S c h a l e n n u r t e i l w e i s e 

m i t E l e k t r o n e n b e s e t z t s i n d und d i e d a h e r zum V a l e n z w e c h s e l befähigt s i n d ; im 

F a l l e des K u p f e r s a l s o C u + , C u + + und C u + + + . Aus d i e s e r Fähigkeit erklärt s i c h 

b e r e i t s e i n Großteil d e r F u n k t i o n e n d i e s e r M e t a l l e n z y m e , d e r e n w i c h t i g s t e V e r 

t r e t e r m i t e i n i g e n k e n n z e i c h n e n d e n E i g e n s c h a f t e n i n T a b e l l e 1 aufgeführt s i n d . 

A l l e d i e s e Enzyme e n t h a l t e n g e b undenes K u p f e r . A l s B e i s p i e l e für i h r e v e r 

s c h i e d e n e n F u n k t i o n e n s e i e n h i e r g e n a n n t : 



1) E l e k t r o n e n t r a n s p o r t ( z . B . P I a s t o c y a n i n ) 

2) S a u e r s t o f f t r a n s p o r t ( z . B . Hämocyanin) 

3) T r a n s p o r t o d e r S p e i c h e r u n g des M e t a l l e s s e l b s t ( z . B . E r y t h r o c u p r e i n ) 

D i e L a c c a s e n , G e g e n s t a n d d i e s e r U n t e r s u c h u n g , gehören zu den s o g e n a n n t e n 

" b l a u e n O x i d a s e n " , d i e ( m i t Ausnahme d e r L a c c a s e von A g a r i c u s ) a u f Grund d e r 

b e s o n d e r e n B i n d u n g s a r t des " b l a u e n " K u p f e r s vom Typ 1 um 000 nm s t a r k a b s o r 

b i e r e n ( N o m e n k l a t u r des K u p f e r s i n d i e s e r A r b e i t n a c h MALKIN und MALMSTRÖM, 

197) ). D i e w i c h t i g s t e n " b l a u e n O x i d a s e n " vom L a c c a s e t y p s i n d m i t i h r e n H a u p t 

e i g e n s c h a f t e n i n T a b e l l e 2 aufgeführt. 

I I I . A r t und F u n k t i o n d e s K u p f e r s i n d e r L a c c a s e . 

B e i d e r d u r c h L a c c a s e n k a t a l y s i e r t e n R e d u k t i o n des m o l e k u l a r e n L u f t s a u e r s t o f f s 

zu Wasser i s t d i e K e n n t n i s d e r E i n z e l s c h r i t t e d i e s e s 4 - E 1 e k t r o n e n t r a n s f e r s , 

i n s b e s o n d e r e d i e K o p p e l u n g d e r S u b s t r a t o x i d a t i o n ( 1 - E 1 e k t r o n e n t r a n s f e r ) m i t 

d e r S a u e r s t o f f r e d u k t i o n U - E l e k t r o n e n t r a n s f e r ) e i n e w i c h t i g e V o r a u s s e t z u n g 

für das Verständnis d e r G e s a m t r e a k t i o n . Wie T a b e l l e 2 z e i g t , s c h e i n e n a l l e 

" b l a u e n O x i d a s e n " e i n Minimum von ^ C u - A t o m e n / a k t i v e E n z y m e i n h e i t für i h r e 

k a t a l y t i s c h e Aktivität zu benötigen. M i n d e s t e n s 3 v e r s c h i e d e n e A r t e n von 

K u p f e r kommen i n L a c c a s e n v o r , w i e d i e s b e s o n d e r s von MALMSTRÖM und M i t a r b e i 

t e r n (MALKIN and MALMSTRÖM, 1970) m i t H i l f e d e r U n t e r s u c h u n g d e r e l e k t r o n e n -

p a r a m a g n e t i s c h e n R esonanz (EPR) des K u p f e r s erhärtet werden k o n n t e . 

A r t und A n z a h l d e r v e r s c h i e d e n e n K u p f e r a t o m e i n P i l z l a c c a s e n gehen aus 

T a b e l l e 3 h e r v o r . 50 % des p a r a m a g n e t i s c h e n K u p f e r s z e i g t t y p i s c h e r w e i s e 

s t a r k e A b s o r p t i o n b e i Wellenlängen um 600 nm (Typ 1 = " b l a u e s " C u 2 * ) . Im EPR-

S p e k t r u m fällt e i n e ungewöhnlich enge H y p e r f e i n - A u f s p a l t u n g a u f . W e i t e r h i n 

wurde das Typ l C u 2 + a l s l - E l e k t r o n e n a k z e p t o r b e i d e r S u b s t r a t o x i d a t i o n e r -
2+ 

k a n n t . Das a n d e r e p a r a m a g n e t i s c h e K u p f e r (Typ 2, " n i c h t b l a u e s " Cu ) z e i g t 

e i n e b r e i t e r e M y p e r f e i n - A u f s p a l t u n r j , h a t k e i n e A b s o r p t i o n im s i c h t b a r e n 

B e r e i c h und i s t B i n d u n g s s t e l l e für a n i o n i s c h e I n h i b i t o r e n w i e A z i d , C y a n i d 



T a b . l Hauptgruppen k u p f e r h a l t i g e r Enzyme 

Enzym Organismus F u n k t i o n 
MG 3 

£ 10 

Hämocyanin Jasus O^-Transport 400 

E r y t h r o c u p r e i n 
(Swperoxyddismutase) 

Säuger Cu-Spei eher 
o . T r a n s p o r t 
(H 202-Abbau) 

Gewebe-Cu-Protem 
(z. B . C e r e b r o c u p r e i n ) Säuger 

A z u r i n 

S t e l l a c y a n i n 

B o r d e t e l 1 a 

Rhus 

Elek t r o n e n -
t r a n s p o r t 

15 

20 
P i a s t o c y a n i n Spinae i a 21 
Blaues P r o t e i n Pseudomonas 10 
Umecyanin Armoracia 15 

T y r o s i n a s e 

T y r o s i n a s e 

Neurospora 

A g a r i c u s 

M i s c h f u n k t . 
Oxidasen 

128 

Doparain-ß-Hydroxyl. Bos 290 

Laccase I Podospora "Blaue O x i d . " 3 9 0 d ) 

Laccase Rhus 110 

Laccase Polyporus 00 

Laccase A g a r i cus 

Ascorbinsäure Oxid. Cucurbi ta 140 

Coeru 1oplasmin Säuger 150 

Diamino Oxidase Sus andere Oxid. 185 

G a l a c t o s e Oxidase Dacty1ium 75 

U r i c a s e " u r i c o l y t i s c h e 
T i e r e " 

Cytochrom Oxidase w e i t v e r h r e i t e 1 Term.Oxidase 8o 

a) Cu Typ 1 = "bl aues Cu" nach der Nomenklatur von Mc 
b) L i t e r a t u r i n Malkin and Malmström 1970 
c) L i t e r a t u r i n Paul and S t i g b r a n d 1970 
d) s i e h e D i s k u s s i o n des M o l e k u l a r g e w i c h t e s , d i e s e A r b e i 
e) blaßbraune Farbe 



Cu-Chrorao-
phors im bl aue 

Cu 
g Atom/Molekül L i t e r a t u r 

Sichtb.(nm) Farbe Gesamt Typ 1 

L i t e r a t u r 

503 + 1'* 0 Boas et a l . 19b9; b) 
b80 + 2 0 b) ; c) 

P o r t e r 19bb 

025 + 1 1 b ) ; c) 

b04 + 1 1 b); Malmström et a l . 1970 
597 2 b ) ; c) 
630 + 1 c) 
610 

1 1 c ) ; S t i g b r a n d et a l . 1971 

1 - 1 0 F l i n g e t a l . 19b3; b) 

- - 4 K e r t e s z and Z i t o 19b2 
- - 0 Friedman and Kaufman 19b6; b) 

610 l b 4 d i e s e A r b e i t 
608 4 1 b) ; c) 
610 4 1 b) 

- _e) Nakamura and Ogura 19b6; b) 
O05 + 8 2 ( 7 ) b) ; c) 
610 8 2 b ) ; c) 

480 - 2 

1 

0 

0 

Mondovi et a l . 19b7» 
Yamada et a l . 1967; b) 
b) 

- 1 0 b) 

000 
u . 8 2 5 

- 2 
\+2ham) 

> H o r i o et a l . 1961; b) 

j l k i n and Malmström 1970 



l'rocluzon t o rkommen 
e x t r a z . v e 

n t r a z . ( i 

Mo 1 . 
Gew. 
x l o " ^ 

Z ahl d. 
In t e r -
e i nh. 

K o h l e n -
h y d r a t -
g e h a l t 
I i T i ) 

A b s o r p t . -
maximum nm 
(Schu 1ter ) 

3 Atom 
Cu/ 

Mole';. 

1) Laccase I 

2) Laccase I I 

3) Laccase I I I 

•t > Laccase A 

5) Laccase B 

o) Laccase 

7) Laccase 

ö) Laccase 

9) Laccase 

lü) Laccase 

11) Laccase 

12) Laccase 

13) C o e r u l o -
plasm i n 

14) A s c o r b i n s . 
Oxidase 

Podospora a 

Podospora a 

Podospora a 

P o l y p o r u s v 

P o l y p o r u s v 

Rhus v. 

Uhus v. 

Uhus v. 

Uhus s, 

L a c t a r i u s 

A g a r i cus 

Prunus 

S a u g e r b l u t 

C u c u r i i i t a 

ca.uO 

110 

1<*1 

1 2 o - l * l 

1 30 

0-90 

1 50 

1*0 

23 

280, (292) 
ö i o , 1750) 

260, (290) 
005 

2 8 0 , 1290) 

b05 

2ÜO, (330) 
olO lo<*0) 

2ÖO, oOO 

280, O 3 0 ) 

0 1 5 , (780) 

2 8 0 , . 3 3 5 ) 

o 0 9 , (7o0) 

2 8 0 , uOo 

0 , 298 

0,290 

o , 310 

o , 23 

0 , 2 5 

0 , 2 3 -

0 , 2b 

0 , 2 2 -

0 , 2 * 

k e i n M a x . f ) 0 , 1 H 
zw.5 0 O - 8 0 0 

2 8 0 , ( 2 9 0 , 3 30) 

0 0 7 , I7o0) I 

a) EPU+ = nachweisbar durch EPH 
b) EPR- = n i c h t nachweisbar durch EPR 
c) nach der Nomenklatur i n M a l k i n and Malmström 1970 
d) s i e h e D i s k u s s i o n des M o l e k u l a r g e w i c h t e s , d i e s e A r b e i t 
e) v o r l a u f i g e E r g e b n i s s e 
f ) blaßbraune Farbe 



er I s o e l e k t r . F o k u s s . 
Cu + + bzw. EPR+ a' L i t e r a t u r 

0 Atom/ Typ i C T ^ Bantlei i /. a h 1 IEP 
•»ol (%Cv Typ i C Typ 2 isaul e üel 

8 * * 1 * d i e s e A r b e i t ; M o l i t o r i s u . E s s e r 1970 

1 : 1 
e) 
1 

1 7 7 - i o d i e s e A r b e i t ; E s s e r u.Minuth 1970 

o e ' 
1 : 1 

'e) 
1 1-2 d i e s e A r b e i t ; E s s e r u.Minuth 1970 

2 1 1 2 *,o-b,8 Malmstrom u . M i t a r b . ; M a l k i n and Malmström 1970 

2 1 1 
10 B , 6 - 9 , 3 Malmström u . M i t a r b . ; M a l k i n and Malmström 1970 

2 

4 (71'») 

1 

+ 

1 1 Malmström u . M i t a r b . ; Reinhammar 1 9 7 0 ; 
Malmström et a l . 1970 

Blumberg et a l . 19^* 

1 * 2 - 9 0 ) 
1 Nakamura u . M i t a r b . ; Nakamura 1958; 

1 * 2 - 9 0 ) + ? Nakamura and Ogura 19bo 

(79%) + Nakamura u . M i t a r b . ; Nakamura and Ogura 19bG 

Iwasaki et a l . 19*-^ 
i 100,ib) Nakamura and Ogura 19bo 

Mayer and H a r e l 19^3 

2 2 Paul and S t i g b r a n d 1 9 7 0 ; Ryden 1971 

1 b,o - 7 , 8 Paul and S t i g b r a n d 1 9 7 0 ; M a l k i n and Malmström 
2i ? ) 2 1.') 2 1 : ) i 1 9 7 0 ; Nakamura et a l . 1 9 b 8 ; S t a r k and Dawson 1^ 
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und F l u o r i d . R o i d e r R e a k t i o n d e r L a c c a s e m i t H
2 ° 2

 i s t d i e s e s K u p f e r für d i e 

B i l d u n g e i n e r A b s o r p t i o n s b a n d e b e i 4 0 0 nm v e r a n t w o r t l i c h (BRANDEN e t a l . , 1971). 

E i n e d r i t t e Form des K u p f e r s , 50 % des G e s a m t k u p f e r s , i s t d u r c h EPH n i c h t 

n a c h w e i s b a r . Es s c h e i n t s i c h h i e r um d i a m a g n e t i s c h e s K u p f e r i n Form e i n e s 

s p i n g e k u p p e l t e n C u 2 ~ - C u 2 + - P a a r e s z u h a n d e l n (EHREN3ERG e t a l . , 19b2). D i e s e 

K u p f e r a t o m e a b s o r b i e r e n im o x i d i e r t e n Z u s t a n d b e i JJO nn und f u n g i e r e n b e i 

d e r R e o x i d a t i o n des Enzyms d u r c h m o l e k u l a r e n S a u e r s t o f f a l s 2 - E 1 e k t r o n e n -

a k z e p t o r (MALKIN e t a l . , 19t>9; REINHAMMAR and VANNg S rD, i y ? l ) . 

A u f Grund d e r v o r l i e g e n d e n B e f u n d e w i r d für d i e L a c c a s e n f o l g e n d e r R e a k t i o n s 

m echanismus d i s k u t i e r t : L a c c a s e r e d u z i e r t m i t dem C u 2 + Typ 1 das S u b s t r a t i n 

1 - E l e k t r o n e n s c h r i t t e n - , w o b e i i n s g e s a m t E l e k t r o n e n z u r völligen R e d u k t i o n 

des Enzyms benötigt w e r d e n . D u r c h das d i a m a g n e t i s c h e K u p f e r p a a r w e r d e n a n 

schließend i n 2 - E 1 e k t r o n e n s c h r i t t e n i n s g e s a m t 4 E l e k t r o n e n w i e d e r an den 

S a u e r s t o f f a b g e g e b e n . D u r c h E i n s c h a l t u n g d e r K u p f e r a t o m e vom Tyn 2 ( S t a b i l i 

s i e r u n g e i n e s intermediären Z w i s c h e n p r o d u k t e s im S i n n e von H^O^ ?) kommt es 

z u r R e o x i d a t i o n des K u p f e r s vom Typ 1. 

IV. S u b s t r a t s p e z i f i t a t d e r L a c c a s e n 

A l s S u b s t r a t e für d i e obenerwähnte R e d o x f u n k t i o n d e r P h e n o l o x i d a s e n d i e n e n 

v o r a l l e m i n o- und p - S t e l l u n g s u b s t i t u i e r t e P h e n o l e und A r y l a m i n e . I n F i g u r 1 

i s t i n s u m m a r i s c h e r Form d e r R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s für T y r o s i n a s e und L a c c a s e 

g e z e i g t . T y r o s i n a s e k a t a l y s i e r t 2 v e r s c h i e d e n e R e a k t i o n e n : E i n m a l d i e H y d r o x y -

l i e r u n g von Mo n o p h e n o l e n i n ° - S t e l l u n g ( K r e s o l a s e a k t i v i t a t ) , zum a n d e r e n d i e 

O x i d a t i o n von v o r z u g s w e i s e o - D i p h e n o l e n d u r c h i h r e K a t e c h o l a s e a k t i v i t a t , w o b e i 

k e i n e f r e i e n R a d i k a l e a l s Intermediärprodukte a u f t r e t e n . Demgegenüber vermag 

L a c c a s e n u r d i e O x i d a t i o n von o- und p - s u b s t i t u i e r t e n D i p h e n o l e n durchzufüh

r e n , w o b e i f r e i e R a d i k a l e e n t s t e h e n . D i e s e S e m i c h i n o n e d i s m u t i e r e n a n s c h l i e 

ßend. D i e e n t s t e h e n d e n C h i n o n e r e a g i e r e n dann i n m e h r e r e n ( e n z y m a t i s e h e n und 

n i c h t e n z y m a t i s c h e n ) S c h r i t t e n über gefärbte Z w i s c h e n p r o d u k t e zu m e l a n i n a r t i g e n 

P o l y m e r i s a t e n ( F i g . l ) . 



( 1 ) 

T y r o * i n 

(2) 

D l h y d r o g y p h a n y l a l a n l n 

( D o p « ) 

( 3 ) 

D o p a o r t h o c h l n o n 

( 4 ) 

S . e - D i h y d r o K y d i h y d f o i n d o l -

« S - c a r b o n i i u r t 

H O 

C O O H M O - * ^ ^ ^ C H C O O H 

N H , N H , 

H y d r o x y l l a r u n g : 

Tyrosinase 

O x y d a t I o n 

Tyrosinase 
oder 

Laccase 

N H 

1 
P o l y m a r i t a t l o n 

'CO--
N H 

N H 

( L a u c o d o p a c h r o m ) 

. O - f ^ S C H , a H O - I ^ I C , M » 

O - J ^ ^ l ^ C H - C O O H H O ^ ^ ^ ^ C H - I C O O H 

_|n 
- C O , 

2H 

C O O H 

l n d o l - 5 . 6 - o r t h o c h l n o n 5 , 6 - Q l h y d f o i l n d o l I n d o f c a r b o n a l i i e a -

S , 6 - o r t h o c M n o n 

( O o p a c h r o m . r o t ) 

( 8 ) ( 7 ) ( 6 ) ( 5 ) 

F i g . 1 

S u m m a r i s c h e r R e a k t i o n s a b l a u f d e r d u r c h T y r o s i n a s e und L a c c a s e 

k a t a l y s i e r t e n M e l a n i n b i l d u n g . 



v » H e t e r o g e n i t a t von L a c c a s e n 

Im W i d e r s p r u c h zu i h r e r s y s t e m a t i s c h e n B e z e i c h n u n g a l s p - D i p h e n o l - o x i d i e r e n d e s 

Enzym k a t a l y s i e r t d i e L a c c a s e j e d o c h a u c h d i e O x i d a t i o n von S u b s t r a t e n w i e 

Ascorbinsäure und K a i i u m f e r r o c y a n i d und von i n o- und m - S t e l l u n g s u b s t i t u i e r 

t e n P h e n o l e n ( L i t e r a t u r und D i s k u s s i o n i n FRANKE, i 9 6 0 ; SCHANEL and ESSER, 

1 9 7 1 ) , N i c h t n u r h i n s i c h t l i c h i h r e r Substratspezifität, s o n d e r n a u c h i n a n d e r e n 

E i g e n s c h a f t e n , w i e M o l e k u l a r g e w i c h t (bO.OOO - 39O.OOO), K o h l e n h y d r a t g e h a l t 

(14 - 4 5 %) und A n z a h l und A r t des gebundenen K u p f e r s , s i n d d i e b i s h e r u n t e r 

s u c h t e n L a c c a s e n s e h r h e t e r o g e n , w i e aus T a b e l l e 2 zu entnehmen i s t ( s i e h e 

a u c h MALMSTRÖM e t a l . , 1 9 7 0 ; REINHAMMAR, 1 9 7 0 ) . B e s o n d e r s über Menge und A r t 

des E P R - n a c h w e i s b a r e n K u p f e r s b e s t e h e n u n t e r s c h i e d l i c h e A u f f a s s u n g e n z w i s c h e n 

den A r b e i t s g r u p p e n um MALMSTRÖM und NAKAMURA. D a r a u f w i r d n o c h anhand e i g e n e r 

B e f u n d e e i n z u g e h e n s e i n . 

• B i o s y n t h e s e und F u n k t i o n von G l y k o p r o t e i n e n 

Neben dem K u p f e r i s t b e s o n d e r s d e r K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 d e r L a c c a s e von e r h e b 

l i c h e r B e d e u t u n g für d e r e n S t r u k t u r und F u n k t i o n . Es s o l l d a h e r k u r z d a r a u f 

e i n g e g a n g e n w e r d e n : 

In jüngster Z e i t s i n d i n d e r E r f o r s c h u n g d e r B i o s y n t h e s e und F u n k t i o n d e r 

G l y k o p r o t e i n e große F o r t s c h r i t t e gemacht w o r d e n , d i e i h r e n N i e d e r s c h l a g i n 

e i n e r R e i h e von U b e r s i c h t s r e f e r a t e n g e f u n d e n haben (EYLAR, 1 9 b 5 ; ROSEMAN, 1 9 6 8 ; 

GOTTSCHALK, 1 9 b 9 ; SPIRO, 1 9 7 0 ; WINTERBURN and PHELPS, 1 9 7 2 ) . 

G l y k o p r o t e i n e s t e l l e n P o l y p e p t i d e d a r , d i e e i n e n v e r s c h i e d e n hohen k o v a l e n t 

gebundenen K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 e n t h a l t e n . Während d i e P o l y p e p t i d k e t t e d e r G l y k o -

p r o t e i n e an f r e i e n R i b osomen s y n t h e t i s i e r t w i r d und i h r e Aminosäuresequenz 

d u r c h den üblichen M a t r i z e n m e c h a n i s m u s g e n e t i s c h g e s t e u e r t i s t i e r f o l g t d i e 

s c h r i t t w e i s e Anfügung d e r e i n z e l n e n K o h l e n h y d r a t e an membrangebundenen R i b o s o 

men d u r c h h o c h s p e z i f i s c h e T r a n s f e r a s e n . D i e i n G l y k o p r o t e i n e n v o r a l l e m e n t 

h a l t e n e n E i n f a c h z u c k e r s i n d Mannose (Man), G a l a c t o s e ( G a l ) , G l u c o s e ( G l c ) , 



X y l o s e ( X y l ) , F u c o s e ( F u c ^ und Rhamnose ( R h a ) , außerdem d i e H e x o s a m i n e 

N - A c e t y 1 g l u c o s a n i n i G l c N A c ) und N - A c e t y 1 g a l a c t o s a n i n ( G a l N A c ) s o w i e N - A c e t y l -

n e u r a m i n s a u r e iN-AN) und N - G l y c o l y 1 n e u r a n i n s a i i r c . -*ie d i e P o l y p e p t i d k e t t e n 

können a u c h d i e Z u c k e r k e t t e n v e r z w e i g t s e i n , b e v o r z u g t e r V e r z w e i n u r i ' j s p u n k t 

i s t d i e Mannose. D i e Anknüpfung des e r s t e n Z u c k e r r e s t e s e r f o l g t häufig über 

e i n e N - g l y k o s i d i sehe B i n d u n g U A s n a r a j i n ( Asn ̂ -G 1 cNAc ) '> o d o r e i n e O - g l y k o s i -

d i s c h e B i n d u n g m i t den P a r t n e r n S e r i n ( S e r ) , T h r o o n i n \ T h r ) , M y d r o x y l y s i n ( H y l > 

o d e r H y d r o x y p r o l i n (Hyp) e i n e r s e i t s und G a l N A c , G a l , Xy1 o d e r A r a b i n o s e l A r a ) 

a n d e r e r s e i t s . Arn n i c h t r e d u z i e r e n d e n Ende d e r Z u c k e r k e t t c werden häufig F u c o s e 

o d e r Neuraninsäure g e f u n d e n . D i e b e t e i l i g t e n T r a n s f e r a s e n s i n d s o w o h l s p e z i 

f i s c h für b e s t i m m t e Aminosäurosequenzon d e r P o l y p e p t i d k e t t e ( z . B . A s n - A - T h r / 

Ser-)j für das Z u c k e r e n d e des wachsenden G l y k o p r o t o i n s o d e r a u c h für den zu 

übertragenden Z u c k e r . Dennoch e r r e i c h t d i e Spezifität und F e h l e r 1 o s i g k e i t 

d i e s e s M echanismus b e i w e i t e m n i c h t d i e d e r m-.vNS g e s t e u e r t e n P r o t e i n s y n t h e s e , 

was d i e häufig b e o b a c h t e t e M i k r n h o t e r o o e n i t a t b e i G l y k o p r o t e i n e n erklärt. 

D i e s e k o n n t e i n den m e i s t e n F a l l e n im Z u c k e r a n t e i l l o k a l i s i e r t w erden (PLAPI' 

and COLE, !9o7; SPIRO, 1970; ESSER and MINUTH, 1971: RYDEN , 1971: '.'IN FERBURN 

and PHELPS, 1 9 7 2 ) . 

Über d i e f u n k t i o n e l l e B e d e u t u n g des K o h l e n h y d r a t a n t e i 1s e i n e s G l y k o p r o t e i n s 

g i b t es v e r s c h i e d e n e A u f f a s s u n g e n . So werd e n d i s k u t i e r t : 

1) M a r k i e r u n g e i n e s P r o t e i n s für extrazelluläre A u s s c h 1 c u s u n g \EYLAR, 1905; 

MELCHERS and KNOPF, 1 9 b ? ) . 

2) Bestimmung des w e i t e r e n extrazellulären S c h i c k s a l s (MORELL e t a l . , 1 9 7 1 ) . 

3) S c h u t z f u n k t i o n lSTRUMEYER and MALIN, 1970; SCHANEL e t a l . , 1 9 7 1 ) . 

O E r h a l t u n g d e r Quartärstruktur (ROMBAUTS, 1 9 u 7 ) . 

Während WINTERBURN und PHELPS (1972) n o c h e i n e R e i h e w e i t e r e r F u n k t i o n e n d i s 

k u t i e r e n , b e t o n t SPIRO (1970) a u c h d i e Möglichkeit, daß dem K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 

k e i n e allgemeingültige F u n k t i o n z u z u o r d n e n s e i n . Es i s t d a h e r von d e r E i g e n -

file:///EYLAR


s c h a f t d e r L a c c a s e a l s G l y k o p r o l e i n a l l e i n n o c h k e i n Aufschluß über d e r e n 

b i o l o g i s c h e F u n k t i o n zu e r w a r t e n . 

V I I . Vorkommen und b i o l o g i s c h e F u n k t i o n von L a c c a s e n 

Neben dem C o e r u l o p l a s m i n , d e r " t i e r i s c h e n L a c c a s e ' , wurde i n T i e r e n e i n e 

w e i t e r e L a c c a s e i n N i e r e n g e f u n d e n ( K E I L I N and HARTREZ, 1 9 3 5 ) . ^ e r i h r V o r 

kommen i n höheren P f l a n z e n l i e g e n z a h l r e i c h e B e r i c h t e v o r ( L i t e r a t u r und 

Z u s a m m e n s t e l l u n g i n FRANKE, 1 9 o 0 ) . Hauptsächlich w i r d L a c c a s e j e d o c h b e i P i l 

z en a l s v o r a l l e m extrazelluläres Enzym g e f u n d e n , S i e i s t b e s o n d e r s häufig b e i 

den s o g e n a n n t e n "Weiß f a u l e p i 1 z e n :" u n t e r den holzzerstörendcn P i l z e n (BÖSE and 

SARKAR, 1 9 3 7 ; LINDEBERG, 1 9 5 5 ; BONNER, 1 9 5 7 ; FRANKE, 1 9 o 0 ; ROSCH, l Q b o ; KAARIK, 

1 9 b 5 ; SCHANEL, I 9 6 7 ) ' . 

T r o t z d i e s e r w e i t e n V e r b r e i t u n g und d e r l a n g d a u e r n d e n b i o c h e m i s c h e n U n t e r 

s u c h u n g e x i s t i e r e n über d i e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n d e r L a c c a s e n u r mehr o d e r 

w e n i g e r h y p o t h e t i s c h e V o r s t e l l u n g e n . D i e w i c h t i g s t e n s e i e n h i e r k u r z zusammen

gefaßt: 

1 ) V o r a l l e m wegen i h r e s Vorkommens i n h o l z a b b a u e n d e n P i l : : e , i wurde L a c c a s e m i t 

f]em L i g n i n a b b a u i n V e r b i n d u n g g e b r a c h t (LINDEBERG, 1 9 5 3 ; LYR und ZIEGLER, 1 9 5 9 ; 

HAIDER, 190/4; ROSCH, 1 9 0 5 ; SCHUBERT , 1 9 ^ 5 ; HAIDER, 1 9 b b ; TROJ ANOWSK I et a l . , 1 9 0 6 ; 

SCHUBERT, 1 9 0 b ; SARKANEN, 1 9 7 1 ) . A n d e r e r s e i t s l i e g e n j e d o c h a u c h , b e s o n d e r s 

aus d e r S c h u l e FREUDENBERGs ( L i t e r a t u r i n FREUDEN3ERG und NEISH, l Q o o ) , H i n 

w e i s e für e i n e B e t e i l i g u n g an d e r L i g n i n b i o s y n t h e s c ( z . B . O x i d a t i o n von C o n i -

f e r y l a l k o h o l m i t anschließender P o l y m e r i s i e r u n g ) v o r . D i e E r g e b n i s s e s i n d 

j e d o c h n i c h t e i n d e u t i g , da m e i s t e n s n i c h t m i t g e r e i n i g t e n Enzymen g e a r b e i t e t 

wurde; z w e i t e n s i s t b e k a n n t , daß L a c c a s e m e i s t m i t P e r o x i d a s e , K a t a l a s e und 

T y r o s i n a s e v e r g e s e l l s c h a f t e t i s t , denen ähnliche F u n k t i o n e n z u g e s c h r i e b e n wer

den; d r i t t e n s wurde m e i s t e n s m i t mehr o d e r w e n i g e r d e n a t u r i e r t e n L i g n i n a b b a u -

p r o d u k t e n 'oder V o r s t u f e n ) g e a r b e i t e t , wobei n u r E i n z e l s c h r i t t e a us d e r L i g n i n -

b i o s y n t h e s e o d e r dem L i g n i n k a t a b o l i s m u s erfaßt werden k o n n t e n . 



I n s g e s a m t i s t b e i k r i t i s c h e r B e t r a c h t u n g e h e r e i n e B e t e i l i g u n g an d e r L i g n i n -

b i o s y n t h e s e w a h r s c h e i n l i c h a l s am L i g n i n a b b a u , wenn es a u c h v e r w u n d e r t , daß 

L a c c a s e n u r b e i außerordentlich w e n i g e n d e r h o l z b i l d e n d e n P f l a n z e n g e f u n d e n 

wurde (FRANKE, 19b0). 

2 ) S c h u t z f u n k t i o n . CLUTTERBUCK ( 1 9 7 2 ) k o n n t e e i n e p o s i t i v e K o r r e l a t i o n z w i s c h e n 

P h e n o l o x i d a s e n - u nd M e l a n i n g e h a l t von A s c o s p o r e n e i n e r s e i t s " nd d e r e n L i c h t 

r e s i s t e n z a n d e r e r s e i t s a u f z e i g e n . POTGIETER und ALEXANDER (19b5>, KUO und 

ALEXANDER ( 1 9 b ? ) und BULL ( l 9 7 0 a , b ) d e m o n s t r i e r t e n e i n e zunehmende R e s i s t e n z 

von P i l z h y p h e n gegen m i k r o b i e l l e L y s e m i t zunehmendem M e l a n i n g e h a l t d e r Hyphen. 

3 ) E n t g i f t u n g . Abbau von K e r n h o l z t o x i n e n und c h l o r i e r t e n P h e n o l e n (häufig v e r 

w e n d e t e H o l z s c h u t z s t o f f e gegen P i l z b e f a l l ) d u r c h L a c c a s e n k o n n t e LYR (1962, 

1 9 o 3 ) z e i g e n . 

4 ) F u n k t i o n i n W i r t / P a r a s i t - B e z i e h u n g e n . H i e r wurde s o w o h l B e t e i l i g u n g d e r 

L a c c a s e und T y r o s i n a s e am Abwehrmechanismus des W i r t e s , z.B. i n d e r H y p e r s e n -

sitivitätsreaktion r e s i s t e n t e r W i r t s p f l a n z e n (ROBERTSON e t a l . , 1 9 b 8 ; KOSUGE, 

1 9 b 9 ; S T O E S S E L , 1 9 7 0 ) , a l s a u c h e i n e R o l l e b e i d e r U b e r w i n d u n g d e r Abwehr

r e a k t i o n des W i r t e s d u r c h den i n f i z i e r e n d e n P a r a s i t im S i n n e d e r b e r e i t s e r 

wähnten E n t g i f t u n ^ s f u n k t i o n d e r P h e n o l o x i d a s e n p o s t u l i e r t . D i e H a u p t s c h w i e r i g 

k e i t d i e s e r U n t e r s u c h u n g e n l i e g t i n d e r a n a l y t i s c h e n T r e n n u n g und Z u o r d n u n g von 

W i r t - und P a r a s i t s t o f f w e c h s e l bzw. d e r e n P r o d u k t e n . 

5) Schließlich d i s k u t i e r t LINDEBERG U955) n o c h ökologische F a k t o r e n b e i d e r 

P h e n o l o x i d a s e n a u s s t a t t u n g d e r P i l z e , während 

6 ) i n e i n e r kürzlich e r s c h i e n e n e n A r b e i t von WILSON ( 1 9 7 0 ) das P r o b l e m d e r 

K o r r e l a t i o n von M o r p h o g e n e s e und P h e n o l o x i d a s e n b e i P i l z e n neu b e l e u c h t e t w i r d , 

das v o r a l l e m an N e u r o s p o r a c r a s s a ( L i t e r a t u r i n ESSER, 1 9 * J 8 ) b e r e i t s früher 

e i n g e h e n d u n t e r s u c h t wurde. 



Zusammenfassend muß a b e r zum j e t z i g e n Z e i t p u n k t n o c h f e s t g e s t e l l t w e r d e n , daß 

d i e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n d e r L a c c a s e n , w i e d e r P h e n o l o x i d a s e n i n s g e s a m t , t r o t z 

d e r l a n g d a u e r n d e n e i n g e h e n d e n U n t e r s u c h u n g n o c h völlig ungeklärt i s t . I h r e 

w e i t e V e r b r e i t u n g und d e r t e i l w e i s e s e h r hohe A n t e i l d e r P h e n o l o x i d a s e n am 

G e s a m t p r o t e i n d e r Z e l l e n l a s s e n j e d o c h e i n e w i c h t i g e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n im 

S t o f f w e c h s e l v e r m u t e n . A n s a t z p u n k t e z u r Klärung d i e s e r F r a g e werden d a h e r 

v i e l f a c h zunächst i n e i n e r a n a l y t i s c h e n U n t e r s u c h u n g des Enzyms s e l b s t und 

s e i n e s R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s g e s u c h t . 

B - P r o b l e m s t e l l u n g , 

A u s g a n g s p u n k t d e r h i e r zu b e r i c h t e n d e n A r b e i t e n waren U n t e r s u c h u n g e n von 

ESSER über v e r s c h i e d e n e F r a g e n d e r I n c o m p a t i b i 1 i t ä t b e i P i l z e n , d i e an dem 

A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a u n t e r s u c h t wurden. D i e s e r P i l z e i g n e t s i c h a u f 

Grund s e i n e r günstigen W a c h s t u r a s e i g e n s c h a f t e n , s e i n e r w e i t g e h e n d durchgeführ

t e n g e n e t i s c h e n K a r t i e r u n g , d e r Möglichkeit z u r T e t r a d e n a n a l y s e und s e i n e s 

hohen A n t e i l s d e r P h e n o l o x i d a s e n , i n s b e s o n d e r e d e r L a c c a s e , am G e s a m t p r o t e i n 

b e s o n d e r s g u t für U n t e r s u c h u n g e n im g e n e t i s c h / b i o c h e m i s c h e n B e r e i c h . A u s g e h e n d 

von A r b e i t e n über I n c o m p a t i b i l i t a t (ESSER 1 9 5 b a , 1 9 5 9 ) , Morphogenese und 

schließlich e i n e d a m i t k o r r e l i e r t e P i g m e n t i e r u n g (ESSER 1 9 5 0 b , 1 9 0 8 ) , d i e a u f 

d i e A n w e s e n h e i t von P h e n o l o x i d a s e n zurückgeführt werden k o n n t e , wurde f e s t g e 

s t e l l t , daß d i e P h e n o l o x i d a s e n a u s s t a t t u n g des W i l d s t a m m e s und v e r s c h i e d e n e r 

M u t a n t e n d i f f e r i e r t e (ESSER, 1 9 ^ 3 a , 196°). 

^ e i d e r s i c h h i e r a u s e r g e b e n d e n s p e z i e l l e n U n t e r s u c h u n g d e r L a c c a s e n h i n s i c h t 

l i c h i h r e s A u f b a u s und i h r e r k a t a l y t i s c h e n und b i o l o g i s c h e n F u n k t i o n i n t e r 

e s s i e r t e m i c h b e s o n d e r s d i e h i e r e r s t m a l i g a u f g e t r e t e n e h o c h m o l e k u l a r e L a c c a s e 

I t d i e s i c h i n e i n e r R e i h e von E i g e n s c h a f t e n von den L a c c a s e n a n d e r e r O r g a n i s 

men, a b e r a u c h von den im g l e i c h e n P i l z vorkommenden n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n 

u n t e r s c h e i d e t . Darüber h i n a u s war es Z i e l m e i n e r U n t e r s u c h u n g , d i e s t r u k t u r e l 

l e n und f u n k t i o n e l l e n B e z i e h u n g e n z w i s c h e n den v e r s c h i e d e n e n L a c c a s e n z u 

klären. 



D i e n i e d e r n o l e l c u l a r e - ; L a c c a s e n I I und I I I wurden d a b e i v o r w i e g e n d von ESSER 

und MINUTH u n t e r s u c h t . I h r e E r g e b n i s s e s i n d , s o w e i t s i e im Zusammenhang m i t 

d i e s e r A r b e i t z i t i e r t w e r d e n , e n t s p r e c h e n d g e k e n n z e i c h n e t . D i e e l e k t r o n e n 

m i k r o s k o p i s c h e n U n t e r s u c h u n g e n k o n n t e i c h a" I n s t i t u t für S t r u k t u r c h e m i e d e r 

Universität G r o n i n g e n ( H o l l a n d ) vornehmen, während d i e U n t e r s u c h u n g d e r e l e k -

t r o n e n n a r a m a n n e t i s c h e n R e s o n a n z i n Z u s a m m e n a r b e i t m i t den I n s t i t u t e n für 

B i o c h e m i e d e r Universität G r o n i n g e n und Göteborg (Schweden) durchgeführt wurde. 

C. M a t e r i a l und Methoden 

W i l d s tamm des A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a ( C e s . ) Äehm: E i n z e l h e i t e n über 

G e n e t i k und E n t w i c k l u n g s g e s c h i c h t e b e i ESSER ( 1 9 5 6 a , 1 9 5 9 ) . M u t a n t e " z o n a t a ' 1 

von P o d o s p o r a a n s e r i n a : E n t s p r e c h e n d e Angaben s i n d zu f i n d e n b e i ESSER 1195Gb, 

1 9 u u ) , HERZFELD und ESSER (1969 ) und ESSER und MINUTH ( 1 9 7 0 ) . 

A n z u c h t d e r M y z e l i e n : S i e h e ESSEi^ ( 1 9 6 3 b ) , MOLITORIS und ESSER ( 1 9 7 0 ) , ESSER 

und MINUTH U 9 7 0 ) , MOLITORIS und ESSER 11971 ) . 

R e i n i g u n g d e r L a c c a s e n und R e i n h e i t s k r i t e r i e n : ESSER ( 1 9 b 3 b ) , MOLITORIS und 

ESSER ( 1 9 7 0 ) , ESSER und MINUTH ( 1 9 7 0 ) . 

A n a l y t i s c h e M e t h o d e n : D i e z u r Anwendung g e l a n g e n d e n a n a l y t i s c h e n und b i o c h e m i 

s c h e n Methoden s i n d b e r e i t s größtenteils i n den b e i l i e g e n d e n A r b e i t e n MOLITORIS 

und ESSER ( 1 9 7 0 , 1 9 7 1 ) , MOLITORIS e t a l . (1972) und MOLITORIS und REINHAMMAR 

( 1 9 7 3 ) '»eschrieben. 

D i e N a D S - P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o p h o r e s e wurde n a c h SHAPIRO e t a l . (1967) 

und WEBER und OSBORN ( I 9 6 9 ) durchgeführt. D i e g a s c h r o m a t o g r a p h i s c h e A n a l y s e 

d e r Z u c k e r k o m p o n e n t e wurde i n d e r von ESSER und MINUTH ( 1 9 7 1 ) b e s c h r i e b e n e n 

W e i s e n a c h HOLTON e t a l . l l 9 6 5 ) und SWEELEY e t a l . (1963) vorgenommen. D i e 

Aminosäureanalyse e r f o l g t e n a c h SPACKMAN e t a l . ( 1 9 5 8 ) , w i e i n ESSER und 

MINUTH ( 1 9 7 1 ) b e s c h r i e b e n . D i e Werte für S e r i n und T h r e o n i n wurden für den 

b e i d e r H y d r o l y s e e r f o l g e n d e n Abbau k o r r i g i e r t . D i e Bestimmung von C y s t e i n 



und M e t h i o n i n e r f o l g e n a c h d e r Methode von MOORE ( 1 9 6 , ) . T r y p t o p h a n wurde 

s p e k t r o p h o t o m e t r i s c h n a c h EDELHOCH ; ! , « ! , d i e f r e i e n SH-Gruppen n a c h ZAHLER 

und CLELAND U 9 6 Ö ) b e s t i m m t . D i e N - t e r m i n a l e Aminosäure wurde n a c h GRAY ( l 9 b 7 > 

und NEEDLEMAN ( 1 9 7 1 ) e r m i t t e l t . 

• w ,• + iv) p n t s n r i c h t e i n e r E x t i n k t i o n s -D e f i n i t i o n e n u n d E i n h e i t e n : E i n e E n z y m e i n h e i t i E ) e n t s p r i c n 

^ i ™ t j r h t w e a . A l s S u b s t r a t wurde D L - 3 , 4 -a n d e r u n g von 0 , 2 / m i n b e i <*3o nm und 1 cm L i c h t w e g . 

D i h y d r o x y p h e n y l a l a n i n (DOPA) v e r w e n d e t . 

D i e S p e z i f i s c h e Aktivität l . p A ) g i b t d i e A n z a h l d e r E n z y m e i n h e i t e n p r o mg 

P r o t e i n an <E/mg P r o t e i n , b e s t i m m t n a c h VARBUrfG und CHRISTIAN, 1 9 , 1 ) . 

A l l e s o n s t i g e n Angaben über L a c c a s e k o n z e n t r a t i o n e n b e z i e h e n s i c h a u f mg 

T r o c k e n s u b s t a n z . 

V e r w e n d e t e Abkürzungen 

DOPA 
D , L - 3 , 4 - D i h y d r o x y P h e n y l a l a n i n 

E 
E n z y m e i n h e i t e n 

E P r 
E l e k t r o n e n p a r a m a g n e t i s c h e R e s o n a n z 

GuHCl 
G u a n i d i n - H y d r o c h l o r i d 

HST 
H a r n s t o f f 

I E P 
I s o e l e k t r i s c h e r P u n k t 

KH 
K o h l e n h y d r a t 

L X» L I I , L I I I L a c c a s e I , L a c c a s e I I , L a c c a s e I I I 

ß M E ß-Mercaptoäthanol 

MG 
M o l e k u l a r g e w i c h t 

NaDS 

N a t r i u m d o d e c y l s u l f a t 

* p A S p e z i f i s c h e Aktivität 

TS 
T r o c k e n s u b s t a n z 



I . Das L a c c a s e s p e k t r u m von P o d o s p o r a a n s e r i n a 

V o r a u s s e t z u n g für e i n e s i n n v o l l e v e r g l e i c h e n d e A n a l y s e von S t r u k t u r und 

F u n k t i o n e i n e s k o m p l e x e n E n z y m s y s t e m s i s t zunächst e i n e a n a l y t i s c h e E r f a s s u n g 

d e r E i n z e l k o m p o n e n t e n . Es wurden d a h e r zunächst d i e intrazellulären L a c c a s e n 

von W i ldstamm und M u t a n t e " z o n a t a " g e r e i n i g t und v e r g l e i c h e n d u n t e r s u c h t . 

H e r k u n f t , O n t o g e n e s e und G e n e t i k des Wi 1 dsta.uncs s i n d h e i ESSER 1 1 9 5 0 a , 1 9 5 9 ) 

b e s c h r i e h e n . D i e M u t a n t e " z o n a t a ' 1 {ESSER 1 9 5«b, 1 9 b b , I 9 0 9 ) b i l d e t im Gegen

s a t z zum Wildstamm k e i n e w e i b l i c h e n G e s c h l e c h t s o r g a n e , z e i g t r e d u z i e r t e s , 

r h y t h m i s c h e s ( z o n i e r t e s ) Wachstum, v e r m i n d e r t e M e l a n i n b i l d u n g und e i n e v e r 

änderte H y p h e n m o r p h o l o g i e . LYSEK und ESSER ( 1 9 7 0 ) k o n n t e n z e i g e n , daß s i e 

a u f e i n e F u n k t m u t a t i o n im z o n a t a Gen zurückzuführen i s t , d e r b e o b a c h t e t e 

P l e i o t r o p i s m u s a l s o e i n e r E i n f a k t o r m u t a n t e z u z u o r d n e n i s t . 

Zunächst wurde f e s t g e s t e l l t , daß d i e u n t e r s u c h t e n intrazellulären L a c c a s e n i n 

m i n d e s t e n s 3 e i n d e u t i g u n t e r s c h e i d b a r e n Formen a u f t r e t e n , d i e a l s L a c c a s e I 

(L I ) , L a c c a s e I I i L I I ) und L a c c a s e I I I IL I I I ) b e z e i c h n e t w e r d e n . S i e k o n n 

t e n im W i ldstamm und i n v e r s c h i e d e n e n M u t a n t e n n a c h g e w i e s e n werden (ESSER 19^>3 

a, b, ESSER 19ü4, ESSER and MINUTH, 1 9 7 0 ) . 

D i e 3 L a c c a s e n wurden aus dem W i l d s t a n m und v e r s c h i e d e n e n M u t a n t e n i s o l i e r t 

und g e r e i n i g t (ESSER 1 9 0 4 , MOLITORIS und ESSER 1 9 7 0 , ESSER and MINUTH, 1 9 7 0 ) . 

F r i s c h g e r e i n i g t e L 1 und L I I I i s t n a c h i h r e m V e r h a l t e n i n d e r U l t r a z e n t r i f u g e 

und i n d e r E l e k t r o p h o r e s e homogen, während b e i L I I Mikroheterogenität im 

K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 f e s t g e s t e l l t werden k o n n t e (MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 , 

ESSER and MINUTH, 1 9 7 0 , ESSER and MINUTH, 1 9 7 1 1 . 

B e i einem V e r g l e i c h d e r L a c c a s e n des W i l d s t a m m e s m i t d e r E i n f a k t o r m u t a n t e 

" z o n a t a ' fällt zunächst das i n v e r s e Mengenverhältnis d e r L a c c a s e n a u f . Aus 

F i g u r 2 g e h t h e r v o r , daß d e r W i ldstamm große Mengen L I und g e r i n g e Mengen 



L a c c a s e 

I IE i n 
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L a c c a s e v e r t e i l u n g i n Wildstamm und M u t a n t e " z o n a t a " des A s c o m y c e t e n 
P o d o s p o r a a n s e r i n a . 



L II und L I I I b i l d e t . Da s i c h zeigen ließ, daß es s i c h h i e r b e i nur um quan

t i t a t i v e und keine q u a l i t a t i v e n Unterschiede zwischen den Stammen bezüglich 

der 3 Laccasen handelt, konnte man auf Grund d i e s e s Befundes b e r e i t s an

nehmen, daß es s i c h b e i zonata n i c h t um e i n Strukturgen für die Laccase-

synthese, sondern möglicherweise um e i n Regulatorgen im weitesten Sinne 

handelt ( D i s k u s s i o n b e i ESSER and MINUTH, 1 9 7 0 ) . 

I I . Chemische und b i o p h y s i k a l i s c h e Analyse der Laccase I 

Nach Bestimmung der Optimalbedingungen für Aktivität und Stabilität der ge

r e i n i g t e n Laccase I wurde eine Reihe chemischer und b i o p h y s i k a l i s c h e r Eigen

s c h a f t e n bestimmt (MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 ) . Die Aminosäurenanalyse der L I 

( T a b e l l e 4) z e i g t e im Gegensatz zu e i n e r früheren Bestimmung, bei der k e i n 

C y e t e i n gefunden wurde (WEBER und ESSER, 1 9 6 4 ) , das Vorhandensein von Oys -SH 

i n r e l a t i v großer Menge sowie f a s t d ie doppelte Menge Methionin und Tryptophan. 

Das Verhältnis von sauren zu basischen Aminosäuren (ohne Berücksichtigung des 

Ammoniakwertes aus Asp-NH., und Glu-NH^) beträgt 1,84, d. h. es überwiegen die 

sauren Aminosäuren. F r e i e SH-Gruppen konnten im na t i v e n Enzym nach der Methode 

von ZAHLER und CLELAND ( 1 9 6 8 ) n i c h t nachgewiesen werden. B e i der Bestimmung 

der N-terminalen Aminosäure wurden zunächst Hinweise auf L y s i n gefunden, 

(Dans y l i e r u n g , MOLITORIS und KLISCHIES, unveröffentlicht), eine nachfolgende 

Analyse ( D i n i t r o f l u o r b e n z o l , KLISCHIES, 1 974) ergab jedoch e i n d e u t i g S e r i n . 

Wie b e r e i t s erwähnt, i s t Laccase e i n G l y k o p r o t e i n , es b e s i t z t mit 2 2 % der 

Trockensubstanz einen verhältnismäßig hohen K o h l e n h y d r a t a n t e i l . Dünnschicht

chromatographische und gaschromatographische Analyse des Z u c k e r a n t e i l s ergaben 

5 Komponenten (Man, Rha, GlcNAc, Gal, G l c ) , deren mengenmäßige A n t e i l e aus 

T a b e l l e 5 hervorgehen. 

Aus der Aminosäuren- und Zuckeranalyse errechnet s i c h e i n Molekulargewicht von 

etwa 340.000. Dieses l i e g t um c a . 13 % n i e d r i g e r a l s das mit der U l t r a z e n t r i 

fuge e r m i t t e l t e Molekulargewicht (Mg D = 3 9 0.000; S ° Q ^ = 14,47 x 1 0" 1" 5sec; 

D 2 0 v = 3 , 0 6 X 1 ° ~ 7 X s e c ~ 1 ; ^20 = 0 , 7 0 1 m g / m l ; MW = 3 8 3 .000; MOLITORIS 

und E S S E R , 1970). 



Tab.1* Aminosäurenzusammensetzung d e r L a c c a s e n von P o d o s p o r a a n s e r i n a 

4ol.Aminosäure / Mol .Enzym 

L a c c a s e I I I X ' I I I * ' Verhältnis 

>!ol.Gew. a' 390.000 70.000 8 0 . 0 0 0 Aminosäurengehait 

S t r u k t u r T e t r a n e r Monomer'3 ̂  Monomer Monomer L I / L I I L I / L I I I 

Asp 22d 57 oO oO 3 , 8 3 , 8 

Thr 111 28 3b 48 3,1 2 , 3 

S e r 0 7 22 25 32 3 , 5 2,7 

G l u 131 * 5 25 <*8 7,2 3 , 8 

P r o 141 35 34 3 0 ' i , 2 4,7 

G l y 154 39 38 45 4 , 1 3 , 4 

A l a 106 27 3 0 29 3,o 3,7 

Cys SH 74 19 11 18 <>,7 4 , 1 

V a l 39 22 34 28 2,o 3,2 

Met 71 18 9 7 7 , 9 1 0 , 1 

H e 123 32 20 24 6,4 5 , 3 

Leu 111 2d 29 39 3,3 2,8 

T y r 51 13 12 12 4 , 3 4 , 3 

Phe 73 13 l o 19 4,o 3,8 

L y s o7 17 13 8 5,2 8,4 

H i s 70 18 10 17 4,4 ^,1 

A r g 8b 22 17 17 5,1 5,1 

T r p 97 24 13 l b 7 , 5 0 , 1 

M o l . G e w . c ) 2 5 4 . 5 0 0 5 5.800 t>3.800 

M i t t e l 0 4 , 9 0 4,5 

a) B e r e c h n e t aus h y d r o d y n a m i s c h e n Messungen ( M o l i t o r i s u . E s s e r 1970) 
°) Werte d e r t e t r a m e r e n L a c c a s e , g e t e i l t d u r c h 4 
c ) b e r e c h n e t für den P r o t e i n a n t e i l a u s d e r Aminosäurenzusammensetzung 
x) M i n u t h , unveröffentlicht 



Oaachr oaatographle Orcin Anthron 

A n t e i l der Klnzelsucker Z. 
Iii 

% TS 

KH 

* TS 

KH 

* TS 

R h « QlcNAc Gal 01c 

Z. 
Iii 

% TS 

KH 

* TS 

KH 

* TS % TS * KM * IS * KH % TS % Kif % TS * KH % TS % KH 

Z. 
Iii 

% TS 

KH 

* TS 

KH 

* TS 

L-ic. I 14.3 71,4 2.8 13,8 1.5 7,4 1.1 5.6 0,4 1,8 20,0 23,7 23 

Lnc. II 11.7 51.4 4,7 22,7 0,8 3,5 4,3 18,9 1*2 5.5 22.7 24,9 

L r. III 16," 72, f» 13,5 1,6 6,7 1.2 5,0 0,5 2.0 23,1 22,7 

Tab . 5 

K o h l e n h y d r a t a n a l y s e d e r L a c c a s e n I , I I und I I I ( G a s c h r o m a t o g r a p h i e ) 
D i e Mengenangaben b e z i e h e n s i c h j e w e i l s a u f den p r o z e n t u a l e n A n t e i l 
d e r j e w e i l i g e n Komponente an d e r T r o c k e n s u b s t a n z (%TS) bzw. am 
K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 1%KH) des Enzyms. Zum V e r g l e i c h d e r g a s c h r o m a t o -
g r a p h i s c h e r m i t t e l t e n W e rte s i n d a u c h d i e E r g e b n i s s e d e r Bestimmung 
m i t dem O r c i n - bzw. dem A n t h r o n - R e a g e n z a n g e g e b e n . 



In der D i s c - E l e k t r o p h o r e s e (pH 8 , 3 / 9 , 5 ) z e i g t Laccase I bei anodischer Wan

derung eine Bande mit R = 0 , 1 0 . Entsprechend wurde auch i h r i s o e l e k t r i s c h e r 

Punkt (IEP) b e i pH 4 , 9 bestimmt i n Übereinstimmung mit dem "berwiegen saurer 

Aminosäuren (siehe oben). 

Das Absorütionsspektrum ( F i g . 3 ) z e i g t neben einem Maximum b e i 2 8 0 nm ur.d 

ei n e r schwachen S c h u l t e r b e i 410 nm das für die blauen Oxidasen t y p i s c h e 

Maximum im Ber e i c h von 6 1 0 nm ( v g l . Tab. 2 ) . 

Das Absorptionsdifferenz-Snektrum ( o x i d i e r t minus r e d u z i e r t ) der o x i d i e r t e n 

Regen d ie durch Ascorbinsäure r e d u z i e r t e Laccase I ( F i g . 4 ) weist je e i n 

Maximum b e i 3 3 0 und 6-10 nm auf sowie eine schwache S c h u l t e r b e i 7 5 0 nm 

(MOLITORIS and REINHAMMAR, 1 9 7 3 ) . 

Nach Reoxidation der Laccase durch L u f t S a u e r s t o f f s t e l l t s i c h wieder das ur

sprüngliche Spektrum e i n und die blaue Farbe kehrt zurück. Absorptions- und 

Absorptionsdifferenz-Spektrum s i n d t y p i s c h für a l l e b i s h e r untersuchten 

Laccasen und l a s s e n im Analogieschluß auch eine dement sprechende Anzahl und 

A r t von Kupferatomen b e i der Laccase I erwarten. 

Das Ergebnis der Kohlenhydratanalyse bestätigt frühere q u a l i t a t i v e Bestimmun

gen (MCLITORIS und ESSER, 1970). Der i n T a b e l l e 5 angegebene Hexosamingehalt 

stimmt mit den Werten von WEBER und ESSER ( 1 9 6 4 ) und ESSER et a l . ( 1 9 6 4 ) 

überein, l i e g t aber n i e d r i g e r a l s von MOLITORIS und ESSER ( 1 9 7 0 ) auf Grund 

n a l b q u a n t i t a t i v e r Bestimmungen ursprünglich angenommen. Neutralzucker und 

A^inosäurengehalt l i e g e n um 1 0 0 % i±ber den Werten von WEBER und ESSER ( 1 9 6 4 ) . 

Dies dürfte darauf zurückzuführen s e i n , daß i n jener A r b e i t irrtümlich e i n 

Trockensbustanzgehalt von 9 0 b i s 9 5 * der nach WARBURG und CHRISTIAN ( 1 9 4 D 

e r m i t t e l t e n Proteinwerte angenommen wurde, während jüngere Bestimmungen ( M O L I -

T O R I S und E S S E R , 1 9 7 0 ) einen Trockensubstanzgehalt von nur 46 % ergaben. 



23 -

Absorptionsspektrum der L a c c a s e I in 0.5 M Phosphatpuffer. pH 6.0 

F i g . 3 
A b s o r p t i o n s s p e k t r u m d e r L a c c a s e I i n 0,5 P h o s p h a t p u f f e r , pH o,0. 

«t 
c 
o 

300 

W e l l e n l ä n g e (nm) 

400 500 600 800 1000 

32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 

Wellenzahl x10*3(cm-i) 

F i g . 4 
A b s o r p t i o n s d i f f e r e n z - S p e k t r u m l o x y d i e r t m i n u s r e d u z i e r t ) d e r L a c c a s e I . 
Messung o x y d i e r t e r L a c c a s e I i 1 , 2 5 x 10 ̂ M) gegen r e d u z i e r t e L a c c a s e I 

-5 - 2 
U , 2 5 x 10 M + Ascorbinsäure 1,25 x 10 M), j e w e i l s i n 0,1 M P h o s p h a t 
p u f f e r , pH o,0. 



1 1 1 • A n a l y s e des K u p f e r s 
w i e b e r e i t s a n g e d e u t e t , i s t das K u p f e r i n d e r L a c c a s e f e s t gebunden und 

e s s e n t i e l l für d e r e n k a t a l y t i s c h e F u n k t i o n . Es k a n n u n t e r r e d u z i e r e n d e n B e d i n 

gungen d u r c h D i a l y s e gegen KCN e n t f e r n t und d u r c h Z u s a t z von C u + - I o n e n w i e d e r 

eingeführt w e r d e n , w o b e i a u c h d i e k a t a l y t i s c h e Aktivität zurückkehrt (OMURA, 

I 9 b l ; IWASAKI e t a l . , 1 9 b 7 ; MALKIN e t a l . , 1 9 ° 9 ; ANDO, 1 9 7 0 ) . I n e i n e r frühe

r e n A r b e i t (MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 ) wurde d e r K u p f e r g e h a l t d e r L I c h e m i s c h 

D i c h i n o l y l - R e a g e n z , BROMAN e t a l . , 1 9 * 2 ) zu 0 , 2 9 8 % d e r T r o c k e n s u b s t a n z be

s t i m m t . Dxes e n t s p r i c h t 1 8 , 3 g-Atom Cu/Laccase-Molekül, bezogen a u f e i n M o l e 

k u l a r g e w i c h t von 3 9 0 . 0 0 0 . Während d i e c h e m i s c h e Methode n u r d i e Bestimmung des 

G e s a m t - K u p f e r s a l s C u + e r l a u b t , können d u r c h EPR-Messungen u n g e p a a r t e E l e k t r o 

nen u n t e r s u c h t w e r d e n , w i e s i e b e i f r e i e n o r g a n i s c h e n K a d i k a i e n und b e i den 

U b e r g a n g s m e t a l l e n i n d e r e n p a r a m a g n e t i s c h e n O x i d a t i o n s s t a d i e n ^ b e i K u p f e r a l s 

C u 2 + ) a u f t r e t e n . D i e s e Methode e r l a u b t a l s o Bestimmung d e r A r t und Menge p a r a -

rcagnetischen K u p f e r s . S i e w i r d i n z w i s c h e n routinemäßig b e i d e r U n t e r s u c h u n g 

von K u p f e r p r o t e i n e n e i n g e s e t z t (BRAY, l 9 b 9 ; MALKIN and MALMSTROM, 1 9 7 0 ) . 

^ n e U n t e r s u c h u n g d e r E P R - S p e k t r e n d e r L I (MOLITORIS and REINHAMMAH, 1 9 7 5 ) 

e r g a b , daß 5 0 % des G e s a m t k u p f e r s i n E P R - n a c h w e i s b a r e r Form v o r l i e g e n , 50 Vö 

d a v o n a l s C u 2 + Typ l m i t e n g e r H y p e r f e i n a u f s p a l t u n g , d i e a n d e r e n 5 0 % a l s 

C " 2 + Typ 2 m i t w e i t e r H y p e r f e i n a u f s p a l t u n g . Durch K o m p u t e r s i m u l a t i o n i F i g . 5 > 

k o n n t e g e z e i g t w e r d e n , daß das e x p e r i m e n t e l l e r h a l t e n e S p e k t r u m a l s Überlage

r u n g aus den S p e k t r e n g l e i c h e r Mengen von C u 2 + des Typ 1 und Typ 2 r e s u l t i e r t . 

°ies e n t s p r i c h t a u c h den B e f u n d e n d e r MALMSTRÖM-Gruppe (MALMSTROM e t a l . , 

^ 7 0 ; MALKIN and MALMSTRÖM, 1 9 7 0 ) an P o l y p o r u s - und R h u s - L a c c a s e . D i e s e r 

B e f u n d i s t e i n w e i t e r e s Argument für d i e von d i e s e r A r b e i t s g r u p p e a l s g e n e r e l l 

angenommene K u p f e r v e r t e i l u n g b e i den b l a u e n O x i d a s e n , im G e g e n s a t z zu d e r von 

NAKAMURA und M i t a r b e i t e r n (NAKAMURA e t a l . , 1 9 o 5 ; NAKAMURA and OGURA, 1 9 6 6 ) 

v e r t r e t e n e n A n s i c h t . 



2 5 0 Ö 2 7 0 0 2 9 0 0 3 1 0 0 3 3 0 0 2 6 0 0 2 7 0 0 2 9 0 0 3 1 0 0 3 3 0 0 

M a g n e t i s c h « » F a i d ( G a u s s ) 

F i g . 5 
E P R - S p e k t r u m d e r L a c c a s e I b e i 104° K und 9 GHz. Das e x p e r i m e n t e l l e 
S p e k t r u m a (a* b e i 5facher Verstärkung) wurde m i t L a c c a s e I 10,04 mM 
i n 0,02 M A m m o n i u m a c e t a t - P u f f e r , pH b,0) gewonnen. D i e K o n s t a n t e n d e r 

2+ 
H y p e r f e i n a u f s p a l t u n g für Cu Typ 1 und Typ 2 s i n d g r a p h i s c h a l s t ^ 
und t ^ dargestellt» 
Das k o m p u t e r s i m u l i e r t e S p e k t r u m b (b* b e i 5facher Verstärkung) e r g i b t 
s i c h a l s Summe ( ) d e r E i n z e l S p e k t r e n t ^ ( ) und t ^ ( ) 
u n t e r Verwendung d e r aus dem e x p e r i m e n t e l l e n S p e k t r u m e r m i t t e l t e n 

2+ 
EPR-Werte für Cu Typ 1 und Typ 2 und u n t e r d e r Annahme g l e i c h e r 
Mengen d e r b e i d e n p a r a - m a g n e t i s c h e n Cu-Atome. 



- 2ö 

In A n a l o g i e z u den B e f u n d e n an a n d e r e n L a c c a s e n dürfte a u c h das Maxiraum b e i 
2+ 

* 1 0 nm im A b s o r p t i o n s - und A b s o r p t i o n s d i f f e r e n z - S p e k t r u m a u f Cu vom Typ 1 

zurückzuführen s e i n , während d i e b e i d e n E P R - n i c h t n a c h w e i s b a r e n K u p f e r a t o m e 

für das Maximum des A b s o r p t i o n s d i f f e r e n z - S p e k t r u m s b e i 3 3 0 nm v e r a n t w o r t l i c h 

"ären und w a h r s c h e i n l i c h a l s s p i n g e k u p p e l t e s C u 2 + - C u 2 + - P a a r v o r l i e g e n . 

Ks k o n n t e s o m i t g e z e i g t w e r d e n , daß a u c h d i e h o c h m o l e k u l a r e L I i n A r t und 

V e r t e i l u n g des e n t h a l t e n e n K u p f e r s den a n d e r e n b i s h e r u n t e r s u c h t e n L a c c a s e n 

G l e i c h t . S i e w e i c h t j e d o c h von i h n e n i n s o f e r n a b , a l s s i e den 4 - b i s 5 - f a c h e n 

G e s a m t k u p f e r g e h a l t a u f w e i s t . 

I v - B i o c h e m i s c h e A n a l y s e ( s i e h e a u c h Tab.8 und 9 ) 

°ie von L I k a t a l y s i e r t e O x i d a t i o n von D i p h e n o l e n , K a i i u m f e r r o c y a n i d und 

Ascorbinsäure e n t s p r i c h t q u a l i t a t i v w e i t g e h e n d d e r a n d e r e r L a c c a s e n (MOLITORIS 

und ESSER, l 9 7 0 ) , d o c h w e i s t L I e i n e w e s e n t l i c h höhere s p e z i f i s c h e Aktivität 

<spA) a u f . E i n e p o l a r o g r a p h i s e h e U n t e r s u c h u n g d e r L I-Aktivität m i t über 3 0 

v e r s c h i e d e n e n S u b s t r a t e n bestätigte d i e s (SCHANEL and ESSER, 1 9 7 1 ) . S i e z e i g t e 

w e i t e r h i n , daß L I n u r i n o- und p - S t e l l u n g s u b s t i t u i e r t e P h e n o l e zu o x i d i e r e n 

vermag. Das T e m p e r a t u r o p t i m u m d e r Aktivität d e r L I l i e g t b e i 50°. B e i höheren 

T e m p e r a t u r e n w i r d das E n z y i r r e v e r s i b e l geschädigt. D i e H a l b w e r t s z e i t d e r 

H i t z e i n a k t i v i e r u n g b e i 6 0°C z e i g t m i t 5 «in e i n e verhältnismäßig g e r i n g e H i t z e 

stabilität des Enzyms. 

W i e aus F i g . 6 e r s i c h t l i c h , t r i t t b e i L I t y p i s c h e S u b s t r a t / E n d p r o d u k t - H e m m u n g 

a u * . L I w i r d w e i t e r h i n d u r c h S H - G r u p p e n - S u b s t a n z e n gehemmt. F i g . 7 z e i g t das 

Ausmaß d e r Hemmung b e i v e r s c h i e d e n e n K o n z e n t r a t i o n e n von ß-Mercaptoäthanol 

(ß-ME). Nach E n t f e r n u n g von ß-ME d u r c h D i a l y s e kommt es n u r zu geringfügiger 

R e a k t i v i e r u n g . D i e s z e i g t , daß im G e g e n s a t z zu d e r R e a k t i o n m i t z.B. A s c o r b i n -

säure d i e W i r k u n g von ß-ME n i c h t n u r i n e i n e r r e v e r s i b l e n R e d u k t i o n , s o n d e r n i n 

w e i t e r g e h e n d e n ' i r r e v e r s i b l e n ) Veränderungen am Molekül b e s t e h t . Der B e f u n d 

s t e h t a u c h im G e g e n s a t z z u d e r r e v e r s i b l e n Hemmung, d i e m i t k u p f e r k o m p l e x i e -



Substrat hemmung (DOPA) y 

o.04 <y' 

J-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1.4 « 1 0 * 

1/KM= 0.246 W S 

F i g . 6 

S u b s t r a t h e m m u n g d e r L a c c a s e I d u r c h DOPA. A u f t r a g u n g 1/v gegen 1/S 

n a c h L i n e w e a v e r - B u r k . 0 , 0 2 M P h o s p h a t p u f f e r , pH b , 0 . 

Molares Verhältnis ß - M E / L a c c a s e I 
F i g . 7 

Hemmung d e r Aktivität d e r L a c c a s e I d u r c h ß-ME im k o l o r i m e t r i s e h e n 
T e s t ( 0 , 0 5 M P h o s p h a t p u f f e r , pH b , 0 ) m i t DOPA. Aktivitätsbestimmung 
u n m i t t e l b a r n a c h d e r M i s c h u n g von ß-ME und L a c c a s e I. 
o = V e r s u c h A, • = V e r s u c h B. 



senden A g e n t i e n w i e N a t r i u m a z i d (MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0) a u f t r i t t . 

ß e r m i t N a t r i u m a z i d und DOPA g e f u n d e n e Hemmtyp e n t s p r i c h t e i n e r g e m i s c h t e n 

»emmung, d i e G e m e i n s a m k e i t e n m i t dem n i c h t k o m p e t i t i v e n Hemm t y p a u f w e i s t 

(MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 ) . 

Da s e r o l o g i s c h e Methoden m i t zu den e m p f i n d l i c h s t e n und s p e z i f i s c h s t e n Nach-

w e i s r e a k t i o n e n d e r P r o t e i n c h e m i e gehören, wurden A n t i s e r e n gegen d i e r e i n e n 

L a c c a s e n h e r g e s t e l l t und d i e KRM-Werte ( K r e u z r e a g i e r e n d e s M a t e r i a l ) s o w i e das 

V e r h a l t e n i n d e r I m m u n e l e k t r o p h o r e s e d e r v e r s c h i e d e n e n Antigen/Antikörper-

K o m b i n a t i o n e n geprüft iESSER, 1 9 u 3 c ; MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 ; ESSER und 

MINUTH, 1 9 7 0 ) . D a b e i f i e l e i n e d o p p e l t e Präzipitationsbande d e r L a c c a s e I 

Segen A n t i e n z y m I a u f . ( D i s k u s s i o n i n MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 . ) 

D i e u n t e r s u c h t e n b i o c h e m i s c h e n E i g e n s c h a f t e n d e r L I z e i g e n , daß q u a l i t a t i v 

< " i t Ausnahme d e r f e h l e n d e n „.-Spezifität) k e i n e w e s e n t l i c h e n U n t e r s c h i e d e 

*u den a n d e r e n L a c c a s e n von P o d o s p o r a und denen a n d e r e r O r g a n i s m e n b e s t e h e n . 

V» A n a l y s e d e r Quartärstruktur d e r L a c c a s e I 

1 * D i s s o z i a t i o n und A g g r e g a t i o n 

A « s d e r a n a l y t i s c h e n U n t e r s u c h u n g d e r L I h a t t e s i c h e r g e b e n , daß i h r M o l e 

k u l a r g e w i c h t (MG L I = 3 9 0 . 0 0 0 , L I I = 7 0 . 0 0 0 , L I I I = dO.OOO) und i h r 

K " p f e r g e h a l t (L I = 1 8 , 3 , L I I = 3 , 3 , L I I I = 3 , 9 Cu-Atome/Molekül) um den 

^ k t o r 4 b i s 5 über den W e r t e n d e r L I I und I I I l i e g e n . D i e s e r B e f u n d l e g t e 

K r e i t s den Gedanken an e i n e o l i g o m e r e S t r u k t u r d e r L I nahe. Dazu kam, daß 

i<" L a u f e d e r E n z y m r e i n i g u n g und d e r b i o c h e m i s c h e n A n a l y s e s i c h A n h a l t s p u n k t e 

f ü r e i n e D i s s o z i a t i o n d e r L I i n k l e i n e r e U n t e r e i n h e i t e n e r g a b e n (MOLITORIS 

u n d ESSER, 1 9 7 0 ) : 

a) A b s p a l t u n g k l e i n e r e r Komponenten b e i R e c h r o m a t o g r a p h i e an M o l e k u l a r -

siebsäulen. 

>>> A u f t r e t e n e i n e r d e f i n i e r t e n , l a n g s a m e r s e d i m e n t i e r e n d e n Komponente i n d e r 

U l t r a z e n t r i f u g e n a c h längerer I n k u b a t i o n d e r L I b e i R a u m t e m p e r a t u r . 



c ) E i n e b i p h a s i s c h e H i t z e i n a k t i v i e r u n p s k u r v e g e a l t e r t e r L a c c a s e I im Gegen

s a t z zum l i n e a r e n I n a k t i v i e r u n g s v e r l a u f f r i s c h e r L a c c a s e . 

d) A b s i n k e n des a n r a r e n t e n M o l e k u l a r g e w i c h t e s b e i l a n p d a u e r n d e n G l e i c h g e -

w i c h t s e d i n e n t a t i o n s U i u f e n b e i erhöhter T e m p e r a t u r . 

e) A u f t r e t e n e i n e s D o p p e l c i n f e i s i n d e r i s o e l e k t r i s c h e n F o k u s s i e r u n g n a c h 

2^-stündiger I n k u b a t i o n d e r L a c c a s e I b e i R a u m t e m p e r a t u r ( F i g . 8 a , 8 c ) . 

Während d i e s e Befur.de a u f e i n e S r . a l t b a r k e i t d e r L a c c a s e I h i n w e i s e n , d e u t e n 

a n d e r e IJhänomene i n H i c h t u n g e i n e r A ^ ^ r e g a t i o n (MCLITORIS und ESSER, 1 9 ^ 0 ) : 

a) Im V e r l a u f e d e r E n z y m r e i n i g u n g t r a t e n a u f d e r Molekularsiebsäule häufig 

v o r a u s l a u f e n d e G i p f e l m i t Laccase-Aktivität a u f . Das aus i h r e m S e d i m e n t a -

t i o r . s k o e f f i z i e n t e n ( 2 0 bzw. J>k S v e d b e r g - E i n h e i t e n ) n a c h d e r F o r m e l v o n 

SCHERAGA und f\ANDELKERN ( 1 9 5 3 ) b e r e c h n e t e M o l e k u l a r g e w i c h t e n t s p r a c h etwa 

dem 2 bzw. ^ - f a c h e n Wert d e r L a c c a s e I . 

b) I n d e r U l t r a z e n t r i f u g e wurde b e i s t e i g e n d e n P u f f e r - o d e r P r o t e i n k o n z e n 

t r a t i o n e n e i n A n s t e i g e n des S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n b e o b a c h t e t . 

c ) Homogene ( U l t r a z e n t r i f u g a t i o n , D i s c - E l e k t r o p h o r e s e ) L a c c a s e I z e i g t n a c h 

s t a r k e r K o n z e n t r i e r u n g i n d e r Moleku1^rsiebsäule e i n e n zusätzlichen v o r 

a u s l a u f e n d e n G i p f e l ( F i g . 9 ) - Auf Grund d e r A n a l y s e s e i n e s S e d i m e n t a t i o n s 

v e r h a l t e n s i n d e r U l t r a z e n t r i f u g e b e s i t z t e r e i n etwa d o n r e i t s o hohes 

M o l e k u l a r g e w i c h t w i e L a c c a s e I . 

D i e r e n a n n t e n vorläufigen B e f u n d e ließen a u f e i n e o l i g o m e r e S t r u k t u r d e r L a c 

c a s e I schließen. G e z i e l t e S p a l t u n g s v e r s u c h e s o l l t e n e i n e Klärung d i e s e r 

Annahme b r i n g e n . 

I n F i g . 10 i s t d i e E i n w i r k u n g von T e m p e n t u r , D i a l y s e und pH-Wert a u f das 

S e d i m e n t a t i o n s v e r h a l t e n d e r L a c c a s e I g e z e i g t . Aus den E r g e b n i s s e n kann ge

s c h l o s s e n w e r d e n , daß es u n t e r den angegebenen V e r s u c h s b e d i n g u n g e n zwar zu 

Konformationsänderungen, D e n a t u r i e r u n g und a u c h S p a l t u n g kommt, d i e a u f t r e 

t e n d e n S p a l t p r o d u k t e s i n d j e d o c h w e n i g d e f i n i e r t . 

http://Befur.de


•> B ^ k t r o f o t m s s i v u n g pH 4 - 6 

lOCCQM I 
(frisch) p M 

b) pH - Optimum (DOPA) 

J 50-61 . \ 20 40 60 SO 
Fraktion 

e) Etoktrotokusiferung pH 4-6 
4 f - M » M 0 L O C C O M I 

(24h.22'C) 

100 

1 " 

s • 
1 
I, 

1 4 6 6 7 1 1 1 0 

d) pH - Optimum ( DOPA ) 

LftCCMt I 
( nadt 24 h 22* C und Elttttrofokussmung ) 

7.1 

W D 

Fig.8 
V e r h a l t e n d e r L a c c a s e I i n d e r i s o e l e k t r i s c h e n F o k u s s i e r u n g v o r und 
nac h eintägiger I n k u b a t i o n b e i 22°C. 
a) I s o e l e k t r i s c h e F o k u s s i e r u n g f r i s c h e r L a c c a s e I im p H - G r a d i e n t e n 4-b, 

1 G i p f e l m i t einem I E P b e i pH 4,96. 
b) pH-Optimum f r i s c h e r L a c c a s e I i n B r i t t o n - R o b i n s o n I i - P u f f e r m i t DOPA. 

Do p p e l o p t i m u m b e i pH 5,8 und 7»4. 
c ) M a t e r i a l von a) n a c h 24-stündiger I n k u b a t i o n b e i 22°C und i s o e l e k t r i 

s c h e r F o k u s s i e r u n g im p H - G r a d i e n t e n 4-b. 2 unvollständig g e t r e n n t e 
G i p f e l , A ( I E P pH 4,8) und B ( I E P pH 4,9). 

d) pH-Optimum ( B r i t t o n - R o b i n s o n I i - P u f f e r , DOPA) von G i p f e l A und B aus c ) . 
G i p f e l A z e i g t e i n H a u p t o p t i naum b e i pH 5»9» e i n Nebenoptimum b e i pH 7,3; 
G i p f e l B z e i g t e i n Optimum b e i pH 7,3 und e i n e S c h u l t e r b e i pH 5,9. 
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pH 10 pH 3,5 pH 3,5 
e f g 

p i g . l o 
E i n v i r k u n g von T e m p e r a t u r , D i a l y s e und pH-Wert a u f das S e d i m e n t a t i o n s -
V e r h a l t e n d e r L a c c a s e I . 

L a u f B e d i n g u n g e n : bO.OOO Upm, 2 0°C, 2 ° A l u - D o p p e l s e k t o r z e l l e , 7 0 ° 

s c h l i e r e n w i n k e l , Aufnahmen l b min n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n d i g 
k e i t . L a c c a s e k o n z e n t r a t i o n j e w e i l s 5 mg/ml i n 0 , 1 M A m m o n a c e t a t - P u f f e r , 
P H 5 , 0 . S e d i m e n t a t i o n s r i c h t u n g von l i n k s n a c h r e c h t s . 
a * K o n t r o l l e ; 
b ) n a c h D i a l y s e , 15 h, 2 5°C, gegen 0 , 1 M A m m o n a c e t a t - P u f f e r , pH 5 , 0 ; 

c ) n a c h V o r i n k u b a t i o n , 5 m i n b e i bO°C; 
d * n a c h V o r i n k u b a t i o n , 1 0 min b e i bO°C; 
e> n a c h D i a l y s e , 15 h, 2 5°C, gegen 0 , 1 M A m m o n a c e t a t - P u f f e r , pH 1 0 , 0 $ 

f ) n a c h D i a l y s e , 15 h, 2 5°C, gegen 0 , 1 M A m m o n a c e t a t - P u f f e r , pH 3 , 5 ; 

9 ) w i e f ) , j e d o c h Aufnahrae 3 2 m i n n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n d i g 
k e i t . 



Demgegenüber wurden d e f i n i e r t e S p a l t p r o d u k t e e r h a l t e n , wenn L I m i t d i s s o z i 

i e r e n d e n A g e n t i e n , w i e N a t r i u m d o d e c y 1 s u l f a t (NaDS), H a r n s t o f f (HST) o d e r G u a n i -

d i n h y d r o c h l o r i d (GuHCl) b e h a n d e l t wurde. I h r e W i r k u n g a u f das E n z y m p r o t e i n 

b e s t e h t i n e i n e r Erhöhung d e r n e g a t i v e n L a d u n g , A u f f a l t u n g d e r P o l y p e p t i d k e t t e 

und A u f b r e c h e n von Disulfidbrücken, b e s o n d e r s wenn u n t e r r e d u z i e r e n d e n B e d i n 

gungen g e a r b e i t e t w i r d . Das E r g e b n i s e i n e s d e r a r t i g e n V e r s u c h e s , j e w e i l s m i t 

und ohne Z u s a t z von ß-Mercaptoäthanol ^ß-ME), i s t i n F i g . 1 1 g e z e i g t . Demnach 

kommt es m i t NaDS, HST und GuHCl z u r S p a l t u n g des O l i g o m e r s i n U n t e r e i n h e i t e n , 

d e r e n M o l e k u l a r g e w i c h t n a c h B e r e c h n u n g aus dem Verhältnis d e r S e d i m e n t a t i o n s 

k o n s t a n t e n e t w a 1/4 des A u s g a n g s m a t e r i a l s a u s m a c h t . Während i n d e r K o n t r o l l e 

d e r Z u s a t z von ß-ME k e i n e W i r k u n g z e i g t , führt d i e s e S u b s t a n z zusammen m i t 

NaDS, HST o d e r GuHCl zu s c h n e l l e r e r bzw. vollständiger S p a l t u n g . M i t NaDS ohne 

ß-ME-Zusatz z e i g t s i c h zusätzlich e i n w e i t e r e r , s c h n e l l e r s e d i m e n t i e r e n d e r 

G i p f e l , für den s i c h d a s d o p p e l t e M o l e k u l a r g e w i c h t d e r L I e r r e c h n e n ließ. 

D i e s e D i m e r i s i e r u n g u n t e r b l e i b t b e i ß-ME-Zusatz. 

Der z e i t l i c h e A b l a u f d e r S p a l t u n g und d e r d a m i t e i n h e r g e h e n d e n I n a k t i v i e r u n g 

g e h t aus dem i n F i g . 1 2 g e z e i g t e n V e r s u c h h e r v o r . L I wurde m i t 8 M H a r n s t o f f 

g e m i s c h t und b e i 25°C i n k u b i e r t . D i e i n I n t e r v a l l e n entnommenen P r o b e n wurden 

a u f Aktivität und i h r V e r h a l t e n i n d e r D i s c - E l e k t r o p h o r e s e , I m m u n e l e k t r o p h o 

r e s e und U l t r a z e n t r i f u g e u n t e r s u c h t . D i e A b b i l d u n g z e i g t , daß es zu s c h n e l l e r 

I n a k t i v i e r u n g m i t g l e i c h l a u f e n d e r S p a l t u n g kommt, wob e i a u c h d i e b l a u e F a r b e 

des n a t i v e n Enzyms v e r l o r e n g e h t . Während d e r L I - G i p f e l v e r s c h w i n d e t , t r e t e n 

2 n e u e , l a n g s a m e r s e d i m e n t i e r e n d e Komponenten a u f , d e r e n M o l e k u l a r g e w i c h t 

^nach d e r SCHERAGA/MANDELKERN-Berechnung) b e i L 1/2 bzw. L 1/4 l i e g t . I n d e r 

I m m u n e l e k t r o p h o r e s e (L I r e a g i e r t n u r m i t A n t i e n z y m I und A n t i e n z y m I I I ) t r i t t 

k e i n e neue Komponente a u f , d i e z.B. m i t A n t i e n z y m I I r e a g i e r t . A u c h i n d e r 

D i s c e l e k t r o p h o r e s e t r i t t b e i den S p a l t u n g s v e r s u c h e n u n t e r Abnahme d e r I n t e n s i 

tät d e r a n o d i s c h w a ndernden L I Bande n u r e i n e neue a n o d i s c h w andernde Bande 



F i g . i i 

W i r k u n g 3 s t ü n d i g e r D i a l y s e ( 2 5°C) gegen d i s s o z i i e r e n d e A g e n t i e n 
( • i t o d e r ohne ß-ME) a u f das S e d i m e n t a t i o n s v e r h a l t e n d e r L a c c a s e I . 
L a u f B e d i n g u n g e n : 6 0 . 0 0 0 Upm, 2 0°C, 2 ° A l u - D o p p e l s e k t o r z e l 1 e , 7 0 

S c h l i e r e n w i n k e l , Aufnahmen l b m i n n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n d i g -
k « i t . E n d k o n z e n t r a t i o n e n : L a c c a s e : 4 , 5 mg/ml; ß-ME: 1% ( 1 , 2 8 x 1 0 * M); 
NaDS: i % ( 3 < 4 x i o " 2 M ) ; H S t . : b M; GuHCl: b M; j e w e i l s 0 , 1 M P h o s p h a t -
P u f f e r , P H b,0. S e d i m e n t a t i o n s r i c h t u n g von l i n k s n a c h r e c h t s . 



F i g . 1 2 

Zeitabhängigkeit d e r I n a k t i v i e r u n g und D i s s o z i a t i o n d e r L a c c a s e I 
d u r c h 8 M H a r n s t o f f . 
K o n z e n t r a t i o n s e i n s t e l l u n g d u r c h M i s c h e n d e r Komponenten. 
L a c c a s e k o n z e n t r a t i o n 7 , 7 mg/ml i n 0 , 1 M P h o s p h a t p u f f e r , pH 6 , 0 . 

I n k u b a t i o n b e i 3 0°C. Zu den ang e g e b e n e n Z e i t e n Entnahmen für A k t i v i 
tätsbestimmung und S e d i m e n t a t i o n s a n a l y s e . (oO.OOO Upm, 2 0°C, 2 ° A l u -
D o p p e l s e k t o r z e 1 1 e , 7 0 ° S c h l i e r e n w i n k e l ; Aufnahmen z u r angegebenen 
Z e i t n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n d i g k e i t ; S e d i m e n t a t i o n s r i c h t u n g 
von l i n k s n a c h r e c h t s ) . 



- 3o -

d e r e n R f - V e r t den d e r L I I I e n t s p r i c h t . W i r d i n Anschluß an d i e S p a l t u n g 

* i t H a r n s t o f f (o h, 25°C) d i e s e r d u r c h D i a l y s e o d e r G e l f i l t r a t i o n e n t f e r n t , 

s<> kommt es n u r zu Geringfügiger R e a g g r e g a t i o n , j e d o c h n i c h t zu e i n e r R e a k t i -

v i e r u n g . Der S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t des S p a l t p r o d u k t e s n a c h G e l f i 1 t r a t i o n 

e n t s p r i c h t einem M o l e k u l a r g e w i c h t von L 1/4. 

J n einem w e i t e r e n g l e i c h a r t i g e n V e r s u c h m i t 1 % NaDS a n s t e l l e von 8 M H a r n -

s t o f f w u r U e z u s ä t z l i c h d i e Temperaturabhängigkeit von D i s s o z i a t i o n und I n a k t i -

v i e r u n g geprüft. F i g . 1 3 z e i g t im P r i n z i p das g l e i c h e E r g e b n i s w i e d e r v o r h e r 

gehende V e r s u c h . Es kommt u n t e r V e r l u s t d e r b l a u e n F a r b e z u r S p a l t u n g i n 

L V 4 - E i n h e i t e n , d i e L l / 2 - K o m p o n e n t e n t r e t e n n i c h t a u f . Dagegen t r i t t g e r i n g 

fügige D i m e r i s i e r u n g ( s c h n e l l e r s e g m e n t i e r e n d e r G i p f e l ) a u f . W e i t e r h i n z e i g t 

Q e r V e r s u c h d i e Förderung von D i s s o z i a t i o n und I n a k t i v i e r u n g d u r c h erhöhte 

T e m p e r a t u r . W i r d n a c h 27 h I n k u b a t i o n m i t NaDS das d i s s o z i i e r e n d e Agens d u r c h 

D i a l y S e o d e r G e l f i 1 t r a t i o n e n t f e r n t , so kommt e s , w i e im V e r s u c h m i t 8 M H a r n 

s t o f f , n u r zu g e r i n g e r R e a g g r e g a t i o n und R e a k t i v i e r u n g . 

D e s h a l b s o l l t e d i e F r a g e d e r R e a k t i v i e r u n g und R e a g g r e g a t i o n b e i Anwendung 

W i l d e r e r S p a l t u n g s b e d i n g u n g e n (kürzere I n k u b a t i o n s z e i t und D i a l y s e gegen NaDS 

a n s t e l l e d i r e k t e n M i s c h e n s ) geprüft w e r d e n . 

W i e aus F i g . l 4 h e r v o r g e h t , i s t n a c h 3-stündiger I n k u b a t i o n etwa d i e Hälfte d e r 

L I d i s s o z i i e r t , e n t s p r e c h e n d sank d i e Aktivität a u f etwa d i e Hälfte ab. Wurde 

^schließend das d i s s o z i i e r e n d e Agens d u r c h 20-stündige D i a l y s e b e i 4 C gegen 

^ f f e r e n t f e r n t , so z e i g t das S e d i m e n t a t i o n s b i 1 d f a s t völlige R e a g g r e g a t i o n . 

°as Enzym wurde d a b e i völlig r e a k t i v i e r t , d i e b l a u e F a r b e d e r n a t i v e n L a c 

h s e I k e h r t e zurück. 

V e r d e n d i e D i s s o z i a t i o n s p r o d u k t e d e r L I n a c h NaDS-Behandlung n i c h t w i e i n 

^ n b i s h e r b e s c h r i e b e n e n V e r s u c h e n d u r c h H l t r a z e n t r i f u g a t i o n o d e r G e l c h r o m a t o -

a r a p h i e , s o n d e r n e l e k t r o p h o r e t i s c h n a c h d e r Methode vonSHAPIRO e t a l . ( 1 9 6 7 ) 



F i g . 1 3 

Z e i t und Temperaturabhängigkeit d e r I n a k t i v i e r u n g und D i s s o z i a t i o n 
d e r L a c c a s e I d u r c h 1 % NaDS. 
K o n z e n t r a t i o n s e i n s t e l l u n g d u r c h M i s c h e n d e r Komponenten. 
L a c c a s e k o n z e n t r a t i o n 9 , 2 mg/ml i n 0 , 1 M P h o s p h a t p u f f e r , pH 6,0. 
I n k u b a t i o n zunächst b e i 2 5°C, später ( P f e i l ) b e i 3 0°C. Zu den ange
gebenen Z e i t e n Entnahmen für Aktivitätsbestimmung und S e d i n e n t a t i o n s -
a n a l y s e . (60.000 Upm, 2 0°C, 2 ° A l u - D o p p e l s e k t o r z e l 1 e , 70° S c h l i e r e n 
w i n k e l ; Aufnahmen z u r angegebenen Z e i t n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n 
d i g k e i t ; S e d i m e n t a t i o n s r i c h t u n g von l i n k s n a c h r e c h t s ) . 



S e d i m e n t a t i o n — • » B e h a n d l u n g A k t i v i t ä t ( E / m l ) 

• 
ii 

A u s g a n g s m a t e r i a l 

P h o s p h a t p u f f e r 0.1 M / p H 6 . 0 
1 0 1 6 

! I 

n a c h D i a l y s e 3 h . 2 5 ° C 

1% N a D S i n 

P h o s p h a t p u f f e r 0.1 M / p H 6 . 0 

6 2 4 

r 

i 

— 

1 
n a c h D i a l y s a 2 0 h . 4 ° C 

P h o s p h a t p u f f e r 0 . 1 M / p H 6 . 0 

1 0 3 2 

R e v e r s i b l e S p a l t u n g und I n a k t i v i e r u n g d e r L a c c a s e d u r c h NaDS. 
K o n z e n t r a t i o n s e i n s t e l l u n g d u r c h D i a l y s e . 
S e d i m e n t a t i o n s a n a l y s e : 60.000 Upm, 20°C, 2° A l u - D o p p e l s e k t o r z e l l e , 
7 0 s c h l i e r e n w i n k e l , Aufnahmen 20 min n a c h E r r e i c h e n d e r E n d g e s c h w i n -

l 9 k e i t , S e d i m e n t a t i o n s r i c h t u n g von l i n k s n a c h r e c h t s . 



^ c t r c n n > , so t r e t e n noch k l e i n e r e U n t e r e i n h e i t e n d e r L I a u f . D i e s i s t i n 

F i g . 1 3 g e z e i g t . D i e Hau p tko-nponen t e d e r L I h a t da n a c h e i n MG von c a . 9 8 . 0 0 0 . 

W i r d j e d o c h während d e r D i s s o z i a t i o n ß-ME z u g e s e t z t , so führt das zum A u f t r e 

t e n noch k l e i n e r e r Komponenten, wobei b e s o n d e r s e i n e s t a r k e Bande m i t einem 

NG von c a . 7 0 . 0 0 0 a u f f a l l t . D i e s e r s p a l t u n g s f o r d e r n d e E f f e k t von ß-ME wurde 

v i e l f a c h b e s c h r i e b e n und von SUND e t a l . U 9 & 7 ) am B e i s p i e l d e r K a t a l a s e und 

von KASPER ( 1 9 ^ 7 ] h e i C o e r u l o p l a s m j n g e z e i g t . 

N'acK v ' i c s e n V e r s u c h e n s t e l l t L I e i n O ü g o m e r d a r , das s o w o h l r e v e r s i b l e D i s 

s o z i a t i o n und I n a k t i v i e r u n g z e i g t a l s auch zu höheren Formen a g g r e g i e r e n k a n n . 

D i e Lage des G l e i c h g e w i c h t e s d e r v e r s c h i e d e n e n Aggregationszwstände hängt u.a. 

ab von T e m p e r a t u r , P r o t e i n k o n z e n t r a t i o n s o w i e A r t und K o n z e n t r a t i o n d e r d i s 

s o z i i e r e n d e n A g e n t i e n . D i e R e a k t i v i e r b a r k e i t und d i e d a b e i b e o b a c h t e t e Rück

k e h r d e r t y p i s c h e n A b s o r p t i o n z e i g e n w e i t e r h i n , daß z u m i n d e s t u n t e r d i e s e n 

B e d i n g u n g e n das gebundene K u p f e r n i c h t a b d i s s o z i i e r t . 

Konzentrationsabbängigkeit des G l e i c h g e w i c h t e s m u l t i p l e r Enzymformen wurde 
b e r e i t s von "LING et a l . ( I 0 G 3 ) und JOLLEY e t a l . U 9 6 9 ) b e i T y r o s i n a s e beob
a c h t e t . D i s s o z i a t i o n und A g g r e g a t i o n i n Abhängigkeit von A r t und K o n z e n t r a t i o n 
des d i s s o z i i e r e n d e n Agens wurden e b e n f a l l s b e r e i t s für K u p f e r e n z y m e b e s c h r i e 
ben 'BUTZOW, 1 9 b 8 , b e i P o l y p o r u s - L a c c a s e ; SIMONS and BEARN, 1 9 o 9 , b e i C o e r u l o -
p l a s m i n ; WESER e t a l . , 1 9 7 1 , h e i E r y t h r o c u p r e i n ) . D aß d i e d u r c h H a r n s t o f f be
w i r k t e A u f f a l t u n g d e r P o l y p e p t i d k e t t e über s t a b i l e Z w i s c h e n s t u f e n v e r l a u f e n 
K ann, wurde v e r s c h i e d e n t l i c h b e o b a c h t e t i. TAN FORD, 1 9 b 4 ; OLESEN and PETERSEN, 
I 9 G 8 ; MARCHESI e t a l . , 1 9 ^ 9 ^ . D i e s könnte das A u f t r e t e n von L l / 2 - E i n h e i t e n 
b e i d e r D i s s o z i a t i o n d u r c h H a r n s t o f f erklären. D i e f e h 1 ende R e a k t i v i e r b a r k e i t 
d e r L I nach Harns t o f f b e h a n d l u n g d e c k t s i c h m i t B e f u n d e n von MALMSTROM und 
VANNG°.RD U 9 6 0 ) , n a c h denen d u r c h H a r n s t o f f e i n e s p e z i f i s c h e B i n d u n g s s t e l l e 
des K u p f e r s d e n a t u r i e r t w i r d . 

Zusammenfassend k a n n g e s a g t w e r d e n , daß L a c c a s e o f f e n b a r aus 4 'oder 5) U n t e r 

e i n h e i t e n a u f g e b a u t i s t , d i e im n a t i v e n Enzym n i c h t k o v a l e n t v e r b u n d e n s i n d . 

Da L I 7 4 Cys-SH p r o Molekül enthält und im n a t i v e n Enzym k e i n e f r e i e n SH-

Gruppen n a c h w e i s b a r s i n d , müssen e n t w e d e r m a s k i e r t e SH-Gruppen ( v e r g l . BUTZOW, 

19G8, b e i P o l y p o r u s - L a c c a s e ^ o d e r e i n e R e i h e i n t r a m o l e k u l a r e r Disu 1fidbrücken 

v o r h a n d e n s e i n . Für e i n e Z a h l von ** U n t e r e i n h e i t e n s p r i c h * neben d e r T a t s a c h e , 
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p i g . i 5 
N a D S - P o i y a c r y l a m i d g e l e l e k t r o p h o r e s e d e r L a c c a s e I m i t und ohne ß-ME. 
V e r s u c h s b e d i n g u n g e n : V o r i n k u b a t i o n : 3 h , 3 7°C, 1% NaDS - 1% ß-ME. 

D i a l y s e : l b h, 4°C, 0 , 1 % NaDS - 0 , 1 % ß-ME. 
v o r l a u f d e r G e l e l h b e i 4 mA/Röhrchen z u r E n t f e r n u n g o x y d i e r e n d e r 

^ b s t a n z e n . 
E l e k t r o p h o r e s e i n 0 , 1 M P h o s p h a t p u f f e r , pH 7 , 1 , ™it 0 , 1 % NaDS b e i 

6 »A/Röhrchen. Proteinfärbung m i t C o u m a s s i e - B l a u . 
D iagramm: A u f t r a g u n g d e r W a n d e r u n g s s t r e c k e gegen das M o l e k u l a r g e w i c h t . 
£ i c h p r o t e i n e ( B o e h r i n g e r , Mannheim): 
x = Hämoglobin a l s B e z u g s s u b s t a n z (MG T e t r a m e r = 6 4 . 0 0 0 ) 

• = Chymotrypsinogen (MG = 2 5 . 0 0 0 ) 

^ = O v a l b u m i n (MG = 4 5 . 0 0 0 ) 

• • R i n d e r s e r u m a l b u m i n (MG Monomer = 6 7 . 0 0 0 ) 

° = K a t a l a s e (MG Dimer = 2 3 0 .OOO) 

Die Z i f f e r n 1 , 2 , 3 h i n t e r den Z e i c h e n für d i e v e r s c h i e d e n e n P r o t e i n e 

b e d e u t e n Mono-, D i - bzw. T r i m e r . 
a » b i c , d , e b e z e i c h n e n d i e b e i d e r S p a l t u n g d e r L a c c a s e I a u f t r e t e n d e n 
B a n d e n , w i e s i e aus d e r A b b i l d u n g e n t s p r e c h e n d e r E l e k t r o p h e r o g r a r a r a e 

* * * t und ohne Z u s a t z von ß-ME) e r s i c h t l i c h s i n d . 



daß d i e b e o b a c h t e t e n S e d i m e n t a t i o n s k o e f f i z i e n t e n d e r J i s s o / . i a t i o n s p r o d u k t e 

e h e r a u f 4 a l s a u f 5 U n t e r h e i t e n schließen l a s s e n , a ; c ! i d e r '^cl'und, daß b i s h e r 

n u r s e h r w e n i g e O l i g o m e r e m i t P e n t a m e r s t r u k t u r g e f u n d e n wurden (KLOTZ and 

LANGERMAN, 1 9 7 0 ; DARNALL and KLOTZ, 1 9 7 2 ) . 

2 ̂  E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i e 

Um d i e Z a h l d e r U n t e r e i n h e i t e n d e r L a c c a s e I f e s t z u s t e l l e n , s o l l t e d i e 

S t r u k t u r d e r L a c c a s e I m i t dem E l e k t r o n e n m i k r o s k o p u n t e r s u c h t w e r d e n . E i n e 

überschlagige B e r e c h n u n g e r g a b , daß L a c c a s e I m i t einem M o l e k u l a r g e w i c h t von 

c a . 4 0 0 . 0 0 0 e i n e n Molekü1 d u r c h m e s s e r von 1 0 - 15 nm a u f w e i s e n dürfte. Da im 

E l e k t r o n e n m i k r o s k o p n a c h dem N e g a t i v k o n t r a s t v e r f a h r e n e i n e Auflösung von 2 - 3 

nm e r r e i c h t w i r d , s o l l t e d i e L a c c a s e I möglicherweise b i s i n i h r e S u b s t r u k t u r 

d a r s t e l l b a r s e i n . 

D i e nächste A b b i l d u n g ( F i g . l G ) z e i g t t y p i s c h e L a c c a s e I Moleküle b e i pH 6 , 0 . 

S i e e r s c h e i n e n a l s T e t r a m e r e m i t mehr o d e r w e n i g e r d e u t l i c h s i c h t b a r e r Sub

s t r u k t u r , w i e aus den A u s s c h n i t t e n A, B und C h e r v o r g e h t . D i e e l l i p t i s c h e n 

U n t e r e i n h e i t e n s i n d d a b e i zu R e c h t e c k e n a n g e o r d n e t . I h r e D i m e n s i o n e n wurden 

n a c h A u s w e r t u n g d e r N e g a t i v k o n t r a s t a u f n a h m e n und n a c h PI a t i n b e d a m p f u n g z u 

b , 7 x 4 , 3 x 5,4 nm e r m i t t e l t . A u f Grund d i e s e r B e f u n d e können b e r e i t s Schlüsse 

a u f den A u f b a u des T e t r a m e r s g e z o g e n w e r d e n . 

F i g . 1 7 z - i g t i n M o d e l l f o r m d i e Möglichkeiten d e r B i l d u n g von T e t r a m e r e n aus 

Monomeren: 

a^ 2 x 2 Monomere a g g r e g i e r e n zu D i m e r e n und d i e s e w i e d e r u m zu einem T e t r a e d e r 

m i t D 2 - S y m m e t r i e (3 B i n d u n g s t y p e n , o B i n d u n g s s t e l l e n ) . B e i e i n e n Z e r f a l l 

d i e s e s T e t r a m e r s waren s t a b i l e D i m e r e neben Monomeren zu e r w a r t e n . 

b) 4 Monomere a g g r e g i e r e n t i b e r e i n e d i m e r e Z w i s c h e n s t u f e zu einem T e t r a m e r , 

das a l s f l a c h e s R e c h t e c k e r s c h e i n t (2 B i n d u n g s t y p e n , 4 B i n d u n g s s t e l l e n ) . 

c ) 4 Monomere a g g r e g i e r e n d i r e k t , ohne Z w i s c h e n s t u f e n , zu einem T e t r a m e r i n 

Form e i n e s f l a c h e n R e c h t e c k e s . B e i i d e n t i s c h e n U n t e r e i n h e i t e n ( l B i n d u n g s -



E p i s c h e E r s c h e i n u n g s f o r m d e r L a c c a s e I im E l e k t r o n e n m i k r o s k o p . 
D i e Moleküle e r s c h e i n e n hauptsächlich a l s H e c h t e c k e . D i e A u s s c h n i t t e 
A» B und C z e i g e n P a r t i k e l b e i stärkerer Vergrößerung m i t v e r s c h i e d e n 
d e u t l i c h ausgeprägter S u b s t r u k t u r . N e g a t i v - K o n t r a s t v e r f a h r e n m i t 1 . 0 % 

^ r a n y l o x a l a t , pH 6 , 6 ; Sprühmethode; d e r E i c h s t r i c h e n t s p r i c h t 5 0 nm. 



i T e t r a m e r m i t T e t r a e d e r f o r m 
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M o d e l l z u r T e t r a m e r b i 1 d u n g . 
a) 4 P r o t o m e r e 2 D i m e r e 

( D 2 = d i e d r i s c h e S y m m e t r i e ) . 
b) 4 P r o t o m e r e ft» 2 D i m e r e p> T e t r a m e r , f l a c h e s R e c h t e c k . 
c ) 4 P r o t o m e r e »> T e t r a m e r , f l a c h e s R e c h t e c k (C, z y k l i s c h e 

S y m m e t r i e , b e i 4 i d e n t i s c h e n U n t e r e i n h e i t e n : C ^ - S y m m e t r i e ) 



t y p , 4 i d e n t i s c h e B i n d u n g s s t e l l e n ) würde z y k l i s c h e ) S y m m e t r i e v o r 

l i e g e n . 

°ie g e z e i g t e n Aufnahmen d e r L a c c a s e I b e i n e u t r a l e m pH d e u t e n a u f e i n e p l a n a r c 

Anordnung d e r 4 P r o t o m e r e i n einem r e c h t e c k i g e n T e t r a m e r h i n . 

w U r d e d e r pH b e i d e r Präparation d e r L a c c a s e I a u f 4,2 a b g e s e n k t (Fig.lÖ), so 

e r s c h e i n e n d i e L a c c a s e I Moleküle a l s l i n e a r e A g g r e g a t e , d i e im z w e i d i n e n s i o -

°alen B i l d K e t t e n ähneln, d e r e n G l i e d e r aus T e t r a m e r c n zu b e s t e h e n s c h e i n e n . 

Auch d i e s e r B e f u n d würde a u f e i n e p l a n a r e A n o r d n u n g d e r L a c c a s e I P r o t o m e r e 

im T e t r a m e r a l s d e r G r u n d e i n h e i t d e r K e t t e h i n d e u t e n , da e i n e t e t r a e d i s c h e 

A nordnung ( v e r g l . A b b . l ? a ) n i c h t den b e o b a c h t e t e n K e t t e n t y p e r g e b e n würde. 

°ie e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n B e f u n d e e r l a u b e n j e d o c h im Zusammenhang m i t d e r 

B ü d u n g l i n e a r e r A g g r e g a t e e i n e n o c h w e i t e r g e h e n d e D i s k u s s i o n des i n n e r h a l b 

d e r T e t r a m e r e v o r l i e g e n d e n B i n d u n g s t y p s . 

°as 1 . M o d e l l h i e r z u ^ F i g . l Q a ) z e i g t d i e ( n a c h d e r T e r m i n o l o g i e von MONOD e t 

a l . , 1965) h e t e r o l o g e A s s o z i a t i o n z w e i e r T e t r a m e r e zu einem Oktamer. Durch 

e n t s p r e c h e n d e w e i t e r e s c h r i t t w e i s e Anfügung von T e t r a m e r e n (Fig. 1 9 b ) e n t s t e h e n 

d u r c h h e t e r o l o g e A s s o z i a t i o n u n b e g r e n z t e , l i n e a r e A g g r e g a t e , b e i denen a l l e 

T e t r a m e r / T e t r a m e r - B i n d u n g e n g l e i c h w e r t i g s i n d . Oktamere s o l l t e n h i e r b e i k e i n e 

b e v o r z u g t e Z w i s c h e n s t u f e beim A u f - o d e r Abbau d e r l i n e a r e n A g g r e g a t e d a r 

s t e l l e n . 

°as 2 . M o d e l l ( F i g . 2 0 a ) z e i g t i s o l o g e A s s o z i a t i o n z w e i e r T e t r a m e r e zum Oktamer. 

T r e t e n d e r a r t i g e O ktamere z u höheren A g g r e g a t e n zusammen, so kann d i e s w i e d e 

rum n u r über i s o l o g e A s s o z i a t i o n g e s c h e h e n ( F i g . 2 0 b ) . Aus dem M o d e l l i s t d e u t 

l i c h z u e r s e h e n , daß z w e i ( i s o l o g e ) B i n d u n g s t y p e n z w i s c h e n b e n a c h b a r t e n T e t r a -

•^eren e x i s t i e r e n : S t a r k e B i n d u n g (weiß/weiß) i n n e r h a l b d e r e i n z e l n e n Oktamere 

u n d schwächere B i n d u n g e n ( s c h w a r z / s c h w a r z ) z w i s c h e n den e i n z e l n e n O k t a m e r e n , 

d i e d i e K e t t e a u f b a u e n . Im z u l e t z t g e s c h i l d e r t e n F a l l s o l l t e man beim K e t t e n -
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T y p i s c h e E r s c h e i n u n g s f o r m d e r L a c c a s e I b e i pH 4,2 im e l e k t r o n e n 
m i k r o s k o p i s c h e n B i l d . D i e Moleküle t r e t e n i n kettenförmigen l i n e a r e n 
A g g r e g a t e n a u f , d i e a u s T e t r a m e r e n z u s a m m e n g e s e t z t e r s c h e i n e n . N e g a t i 
K o n t r a s t v e r f a h r e n m i t 1 % U r a n y l a c e t a t , pH 4,2, Sprühmethode. 



i g . 1 9 
. M o d e l l d e r B i l d u n g l i n e a r e r A g g r e g a t e aus T e t r a m e r e n 
) H e t e r o l o g e A s s o z i a t i o n z w e i e r T e t r a m e r e zum Oktamer 
) d u r c h w e i t e r e s c h r i t t w e i s e h e t e r o l o g e A s s o z i a t i o n 

B i l d u n g u n b e g r e n z t l a n g e r l i n e a r e r A g g r e g a t e . 



F i g . 2 0 
2 . M o d e l l d e r B i l d u n g l i n e a r e r A g g r e g a t e aus T e t r a m e r e n . 
a ) I s o l o g e A s s o z i a t i o n z w e i e r T e t r a m e r e zum Oktamer ( s t a r k e B i n d u n g ) ; 
b) d u r c h i s o l o g e A s s o z i a t i o n ( s c h w a c h e B i n d u n g ) d i e s e r Oktamere 

B i l d u n g u n b e g r e n z t l a n g e r l i n e a r e r A g g r e g a t e ( d i e aus O ktameren 
a u f g e b a u t s i n d und i n d i e s e z e r f a l l e n können). 



A u f - und Abbau j e n a c h V e r s u c h s b c d i n g u n g c n s t a b i l e O ktamere und s t a b i l e T e t r a 

mere e r w a r t e n . 

B e t r a c h t e t man d i e i n F i g . l O g e z e i g t e kettenförmige S t r u k t u r d e r L a c c a s e I 

°ei n i e d r i g e m pH, so s c h e i n t das z w e i t e d e r d i s k u t i e r t e n M o d e l l e z u z u t r e f f e n 

' i s o l o r e A s s o z i a t i o n von T e t r a n e r e n zu Oktameren e n t s p r e c h e n d F i g . 2 0 a , b ) . 

Dafür s p r i c h t a u c h , daß u n t e r e n t s p r e c h e n d e n V e r s u c h s b e d i n g u n g e n sowohl s t a b i l e 

T e t r a n e r e (= L I ) a l s a u c h s t a b i l e O ktamere i= Dimer d e r L I ) a u f t r e t e n ( s i e h e 

F i a . y f 1 1 , 1 3 , 1 4 ) . 

Auf Grund d e r s o e b e n d i s k u t i e r t e n Model 1 v o r s t e l l u n g können d i e e l e k t r o n e n -

" u k r o s k o p i s c h b e o b a c h t e t e n S t r u k t u r e n und D i m e n s i o n e n i r.cJi den i n F i g . 21 d a r 

g e s t e l l t e n Schema i n t e r p r e t i e r t w e r d e n : B e i n e u t r a l e m pH ( F i g . 2 1 a ) l i e g t 

L a c c a s e I i n Form von T e t r a n e r e n v o r , b e i saurem pH t r e t e n kettenförmige 

A g g r e g a t e ( F i g . 2 1 b ) a u f . D i e s e A n o r d n u n g kann a l s A g g r e g a t i o n e i n z e l n e r p l a n a -

r e r T e t r a m e r e , Fläche zu F l a c h e , erklärt werden u n t e r B i l d u n g von O k t a m e r e n , 

d i e w i e d e r u m d i e E i n z e l b a u s t e i n e längerer K e t t e n repräsentieren, " a - a " s i n d 

^•abei d i e s t a r k e n i s o l o g e n B i n d u n g e n , d i e j e 2 T e t r a m e r e zum Oktamer v e r 

b i n d e n , "b-b" d i e schwächeren i s o l o g e n B i n d u n g e n , d i e d i e Ck t a m e r e z u r K e t t e 

verknüpfen. 

'Während d e r Präparation d e r L a c c a s e I b e i n i e d r i g e m pH e r f o l g t o f f e n s i c h t l i c h 
e i n e g e w i s s e S c h r u m p f u n g o d e r V e r z a h n u n g d e r Moleküle, d i e s i c h i n g e r i n g e r e n 
D i m e n s i o n e n d e r ' ' K e t t e n g l i e d e r " gegenüber den b e i n e u t r a l e m pH b e o b a c h t e t e n 
T e t r a m e r e n äußert. D e r a r t i g e S c h r u m p f u n g s e r s c h c i n u n g e n b e i P r o t e i n e n während 
des Präparations- und T r o c k n u n g s p r o z e s s e s wurden a u c h von GREGOR* 19o8) und 
HAöClIE-lEYER U 9 7 0 ; b e s c h r i e b e n . 

Nach den e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n B e f u n d e n kann es a l s g e s i c h e r t g e l t e n , 

dal i L a c c a s e I e i n T e t r a m e r aus 4 m o r p h o l o g i s c h i d e n t i s c h e n , e l l i p t i s c h e n U n t e r 

e i n h e i t e n d a r s t e l l t , d i e i n den Ecken e i n e s f l a c h e n T e t r a v . e r s a n g e o r d n e t e r 

s c h e i n e n . D i e s e s E r g e b n i s s t i m m t auch m i t den b e r e i t s d i s k u t i e r t e n D i s s o z i a 

t i o n s e r s c h e i n u n g e n überein und bestätigt den a l l g e m e i n e r h o b e n e n B e f u n d , daß 

O l i g o m e r e m e i s t g e r a d z a h l i g s i n d . 



Anordnung der Laccase I-Untereinheiten 
Beobachtete Dimensionen (nm) 

a) Tetramere (pH7) b) Ketten (pH 4.2) 

M ö g l i c h e Struktur der Ketten: 

Aggregation von Oktameren(bestehend aus je 2 flachen T e t r a m e r e n . F l ä c h e zu Fläche) 

O k t a m e r e K e t t e n g r u n d e i n h e i t 

F i g . 2 1 
M o d e l l v o r s t e l l u n g z u r I n t e r p r e t a t i o n d e r m u l t i p l e n Formen d e r L a c c a s e I 
a u f Grund e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e r B e f u n d e . D i e P a r t i k e l d i m e n s i o n e n 
s i n d i n nm an g e g e b e n , " a " und "b" e n t s p r i c h t i s o l o g e n B i n d u n g e n v e r 
s c h i e d e n e r Stärke. .•• 

ÜRfv.-Bibliofhek 



_̂1 e\'t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e Bestätigung von S t r u k t u r u n t e r s u c h u n g e n b e i a n d e r e n 
t n z y m o n s i n d zwar n o c h r e l a t i v s e l t e n , d o c h g i b t es b e r e i t s B e r i c h t e über 
f l a c h e T e t r a m e r e m i t D 0 o d e r C, S y m m e t r i e i P y r u v a t c a r b o x y l a s e : VALENTINS e t 

a 1 « » 1 9 J O ; T r y p t o n h a n a s e : .10RIN0 and SNELL, 1 9 o 7 ; ß-Galactosidase: MARCHESI 
e t a L , 10->9). Ob es s i c h beim L a c c a s e I - T c t r a m e r um z y k l i s c h e o d e r d i e d r i s c h e 
^y-^metrie h a n d e l t , k a n n a u f Grund d e r b i s j e t z t v o r l i e g e n d e n D a t e n n o c h n i c h t 
e n t s c h i e d e n w e r d e n . A g g r e g a t i o n von P r o t e i n e n zu e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h d a r 
s t e l l b a r e n l i n e a r e n A g g r e g a t e n wurde von TRIP und VAN BRÜGGEN 1 1 9 7 2 ) für 
i;°°I''!lopiasnin und von VALENTINE e t a l . ( i 9 6 0 ) für G l u t a m i n s y n t h e t a s e g e z e i g t . 
'x°n '.entrat ionsabhängige S e l b s t a s s o z i a t i o n von ß-Lactoglobul inmolekül en f a n d e n 
*-M'iS und LE V I S i l 9 ' o 8 ) . WILK e t a l . ( 1 9 b 9 ) k o n n t e n an S c h a f h i r n - G l u t a m i n s y n -
l a e t a s e w a h r s c h e i n l i c h machen, daß d i e h e t e r o l o g a u f g e b a u t e n T e t r a m e r e d u r c h 
Schwächere i s o l o g e B i n d u n g e n z u Oktameren v e r e i n i g t s i n d , a h n l i c h den für d i e 
^ a c c a s e n o s t u l i e r t e n schwächeren i s o l o g e n B i n d u n g e n , d i e d i e Oktamere z u r 
K e t t e v e r b i n d e n . 

^ 1 • V e r g l e i c h e n d e A n a l y s e d e r L a c c a s e n I , I I und I I I 

•Nachdem d i e t e t r a m e r e S t r u k t u r d e r L a c c a s e I a u f g e z e i j t werden k o n n t e , s t e l l t e 

s i c h naturgemäß a l s nächstes d i e F r a g e n a c h d e r Identität i h r e r U n t e r e i n h e i t e n 

Und e v e n t u e l l e r v e r w a n d t s c h a f t l i c h e r B e z i e h u n g e n zu L a c c a s e I I und I I I . E i n e s 

d e r w i c h t i g s t e n K r i t e r i e n i s t d a b e i das M o l e k u l a r g e w i c h t ( T a b . o ) . 

Aus h y d r o d y n a m i s c h e n Bestimmungen wurde für L a c c a s e I e i n M o l e k u l a r g e w i c h t 

z w i s c h e n 38O.OOO und 3 9 0 . 0 0 0 (MOLITORIS und ESSER, 1 9 7 0 ) und für L a c c a s e I I 

u n d i n von 7 0.000 bzw. 8 0 . 0 0 0 g e f u n d e n (ESSER und MINUTH, 1 9 7 0 ) . 

D i e aus den e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n Moleküldimensionen e r r e c h n e t e n M o l e k u l a r -

O e w i c h t e können n u r A n h a l t s p u n k t e geben, obwohl s i e i n unserem F a l l e e r s t a u n 

l i c h g ut m i t den n a c h a n d e r e n Methoden e r h a l t e n e n Werten übereinstimmen. S i e 

s°llen dennoch b e i d e r E r m i t t l u n g des "wahren" M o l e k u l a r g e w i c h t e s unberück

s i c h t i g t b l e i b e n . 

^ i e m i t N a D S - P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o p h o r e s e b e s t i m m t e n M o l e k u l a r g e w i c h t e 

l i e g e n b e i a l l e n d r e i L a c c a s e n an d e r o b e r e n G r e n z e d e r g e f u n d e n e n W e r t e . Im 

p a l l d e r L a c c a s e I I I g i b t d i e s e Methode m i t 8 7 . 0 0 0 a l s e i n z i g e e i n e n W e r t , 

d e r d e u t l i c h über den a n d e r e n Bestimmungen l i e g t , d i e a l l e Werte z w i s c h e n 

7 6 . 0 0 0 und 8 2 . 0 0 0 e r g e b e n . Der p r o z e n t u a l e U n t e r s c h i e d z w i s c h e n den E x t r e m 

w e r t e n l i e g t b e i 13 % für L a c c a s e I I I , b e i 2 0 % für L a c c a s e I I und b e i 15 % 



T a b . 6 M o l e k u l a r g e w i c h t s b e s t i m m u n gen d e r L a c c a s e n I , I I und I I I a ) 

L a c c a s se I L a c c . L a c c . 
Methode T e t r a m e r Monomer I I I I I L i t e r a t u r 

N a D S - P o l y a c r y l a m i d - 3 8 8 . 0 0 0 9 7 . 0 0 0 8 7 . 0 0 0 8 7 . 0 0 0 d i e s e A r b e i t 
b) 

G e l e l e k t r o p h o r e s e 
c ) 

E M - D i m e n s i o n e n 
Ro t a t i o n s e i 1 i p s . 9 5 . 0 0 0 1 0 2 . 0 0 0 M o l i t o r i s e t a l . 1 9 7 2 

E l l i p s o i d 7 4 . 0 0 0 7 6 . 0 0 0 M o l i t o r i s e t a l . 1 9 7 2 

UZ, S e d i m . / D i f f u s . 3 9 0 . 0 0 0 9 7 . 5 0 0 8 2 . 0 0 0 M o l i t o r i s u . E s s e r 1 9 7 0 
E s s e r u . M i n u t h 1 9 7 0 

S e d i m . G l e i c h g e w .383.OOO 95.800 7 1 . 0 0 0 7 8 . 0 0 0 M o l i t o r i s u . E s s e r 1 9 7 0 
E s s e r u . M i n u t h 1 9 7 0 

Rückrechnung a u f 

4 g Atom Cu/Monomer J 4 1 . 0 0 0 8 5 . 2 0 0 8 4 . 7 0 0 81.600 d i e s e A r b e i t 

a u s Aminosäuren u. 

K o h l e n h y d r . Z u s a m m s . 3 3 3 . 0 0 0 8 3 . 3 0 0 7 7 . 0 0 0 8 2 . 0 0 0 d i e s e A r b e i t 

Molekülarsi ebsäule 7 0 . 0 0 O 7 9 . 5 0 0 E s s e r u . M i n u t h 1 9 7 0 

a r i t h m e t . M i t t e l 3 6 7 . 0 0 0 7 8 . 0 0 0 8 2 . 0 0 0 

Mol.Gew.-Verhältn. lAl = 4,7 / l i r = 4 , 5 

% U n t e r s c h i e d zw. 

den E x t r e m w e r t e n 15 % 2 0 % 13 % 

w a h r s c h e i n l . W e r t d ^ c a . 340 . 0 0 0 8 0 . 0 0 0 8 2 . 0 0 0 

Mol.Gew.-Verhältn. / I I =4,25 /In= 4 , 1 5 

a) D i e d i r e k t e r m i t t e l t e n W e r t e s i n d u n t e r s t r i c h e n 
b) W e r t e b e r e c h n e t a u s dem V e r s u c h ohne Z u s a t z von ß-ME 
c ) d i e aus den D i m e n s i o n e n e r r e c h n e t e n W e r t e gehen n i c h t 

i n d i e M i t t e l w e r t b e r e c h n u n g e i n 
d) s i e h e D i s k u s s i o n 



für L a c c a s e I . S c h w i e r i g k e i t e n e r g a b e n s i c h b e i d e r M o l e k u l a r g e w i c h t s b e s t i m -

roung b e s o n d e r s für L a c c a s e I I wegen i h r e r im K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 l o k a l i s i e r t e n 

M i k r o h e t e r o g e n i t a t (ESSER und MINUTH, 1 9 7 1) und für L a c c a s e I wegen i h r e r 

N e i g u n g z u A s s o z i a t i o n und D i s s o z i a t i o n . B e i b e i d e n L a c c a s e n läßt d i e s d i e 

auf h y d r o d y n a m i s c h e n Messungen b e r u h e n d e n M o l e k u l a r g e w i c h t e a l s w e n i g e r genau 

e r s c h e i n e n . Daher s i n d h i e r d i e Werte aus d e r Molekulargewichtsrückrechnung 

a u f den a l l g e m e i n b e i L a c c a s e n g e f u n d e n e n K u p f e r g e h a l t von 4 K u p f e r a t o m e n p r o 

P r o t o m e r und d i e M o l e k u l a r g e w i c h t s w e r t e aus d e r Aminosäure/1- und K o h l e n h y d r a t -

a n a l y s e stärker zu g e w i c h t e n . A u f Grund d i e s e r Überlegungen s o l l t e a u c h n i c h t 

d e r r e i n e M i t t e l w e r t a l l e r B e s t i m n u n g e n a l s 'wahres'' M o l e k u l a r g e w i c h t a n g e s e 

hen w e r d e n . D i e s e s dürfte v i e l m e h r für L a c c a s e I b e i 3 4 0 . 0 0 0 , für L a c c a s e I I 

b e i 8 0 . 0 0 0 und für L a c c a s e I I I b e i 8 2 . 0 0 0 l i e g e n . D i e s e Werte e n t s p r e c h e n 

a u c h l o , 4 und 4 K u p f e r a t o m e n p r o P r o t o m e r und e r g e b e n e i n M o l e k u l a r g e w i c h t s 

verhältnis für L I / L I I von 4 , 2 5 und für L I / L I I I von 4,14 e n t s p r e c h e n d 

einem A u f b a u d e r t e t r a m e r e n L a c c a s e I aus 4 U n t e r e i n h e i t e n vom M o l e k u l a r 

g e w i c h t d e r " k l e i n e n " L a c c a s e n . 

D e i e i n e r v e r g l e i c h e n d e n B e t r a c h t u n g m i t a n d e r e n L a c c a s e n ( Tab. 7 ) f i e l 

b e s o n d e r s das hohe M o l e k u l a r g e w i c h t d e r L a c c a s e I aus dem Rahmen d e r b i s h e r 

u n t e r s u c h t e n L a c c a s e n . Nach Bestätigung i h r e r T e t r a m e r s t r u k t u r l i e g t i h r 

M o l e k u l a r g e w i c h t j e d o c h , a u f das P r o t o m e r b e z o g e n , m i t c a . 8 5 . 0 0 0 i n dem 

D e r e i c h , d e r a u c h für a n d e r e L a c c a s e n g e f u n d e n w i r d . Berücksichtigt man 

zudem n o c h den b e i den v e r s c h i e d e n e n L a c c a s e n u n t e r s c h i e d l i c h e n Z u c k e r g e h a l t , 

s o e r g i b t s i c h , w i e aus T a b e l l e 7 h e r v o r g e h t , für a l l e L a c c a s e n e i n M o l e k u l a r 

g e w i c h t des P r o t e i n a n t e i l s , das i n den engen B e r e i c h z w i s c h e n 5 2 . 0 0 0 und 

7 2 . 0 0 0 l i e g t . D i e für L a c c a s e g e f u n d e n e n , s e h r u n t e r s c h i e d l i c h e n M o l e k u l a r 

g e w i c h t e s i n d d a h e r im w e s e n t l i c h e n a u f A g g r e g a t i o n s e r s c h e i n u n g c n und u n t e r 

s c h i e d l i c h e n K o h l e n h y d r a t g e h a l t zurückzuführen. 

Daß höhermolekulare L a c c a s e n vom Typ d e r L a c c a s e I b e i a n d e r e n P i l z e n b i s h e r 
n i c h t b e s c h r i e b e n w u r d en, nag zun T e i l a u c h d a r a n l i e g e n , daß m e i s t n u r e x t r a -



( b e z o g e n a u f das P r o t o m e r ) 

Nr. Enzym H e r k u n f t MG x 1 0 " 3 KH (%TS) MG P r o t e i n a n t . 

1 L a c c a s e I P o d o s p o r a a. j 4 0 2 2 , 2 b ) bb.000 

2 L a c c a s e I I P o d o s p o r a a. 80 2 3 , 8 b ) b l . 0 0 0 

3 L a c c a s e I I I P o d o s p o r a a. 8 2 2 2 , 9 b ) b 3 . 2 0 0 

4 L a c c a s e A P o l y p o r u s v. bO > 14 <52.000 

b L a c c a s e Rhus v. 110 45 b l . 0 0 0 

Ö L a c c a s e Rhus v. 120-141 45 7 2 . 0 0 0 C ) 

a ) G l e i c h e N u m e r i e r u n g w i e i n T a b e l l e 2 
b) M i t t e l w e r t e d e r v e r s c h i e d e n e n q u a n t i t a t i v e n Bestimmungen 
c ) M i t t e l w e r t 



2 e H u i ä r e L a c c a s e u n t e r s u c h t w u r d e n , während L a c c a s e I , I I und I I I d i r e k t 
a u s dem M y z e l gewonnen wurden. Aus den U n t e r s u c h u n g e n von MOLITORIS und ESSER 

l i 9 7 0 ) über d i e S y n t h e s e d e r i n t r a - und extrazellulären L a c c a s e n b e i P o d o s p o r a 
^£Lgerina g e h t h e r v o r , daß d i e extrazellulären L a c c a s e n im Medium e r s t a u f t r e 
t e n , wenn d i e intrazelluläre h o c h m o l e k u l a r e L a c c a s e I zerfällt. D i e s e Z e r 
k a l l s p r o d u k t e ( L a c c a s e I I und I I I ? ) werden a u s g e s c h i e d e n und dürften den 
G r o ß t e i l der im K u l t u r f i l t r a t gefundenen L a c c a s e n ausmachen ( MOLITORIS, 
unveröffentlicht). 

1" T a b e l l e 8 s i n d e i n e R e i h e von E i g e n s c h a f t e n aufgeführt, i n denen s i c h d i e 

ü r e i L a c c a s e n von P o d o s p o r a u n t e r s c h e i d e n . D i e s e U n t e r s c h i e d e bestätigen e i n e r 

s e i t s , daß es s i c h tatsächlich um v e r s c h i e d e n e eigenständige Enzyme h a n d e l t . 

A n d e r e r s e i t s wären d i e s e U n t e r s c h i e d e d u r c h d i e Annahme zu erklären, daß L a c c a 

se I a u f g e b a u t i s t aus 4 U n t e r e i n h e i t e n g l e i c h o d e r ähnlich d e r L a c c a s e I I 

u n d / o d e r L a c c a s e I I I . 

^ i j . 2 2 z e i g t z u s a m m e n f a s s e n d den m i t d i e s e r H y p o t h e s e übereinstimmenden 

e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n B e f u n d , n a c h dem L a c c a s e I e i n T e t r a m e r d a r s t e l l t , 

d e s s e n U n t e r e i n h e i t e n i n Form u nd D i m e n s i o n den monomeren L a c c a s e n I I und I I I 

g l e i c h e n (MOLI TORIS e t a l . , 1 9 7 2 ) . Auch d i e T a t s a c h e , daß n u r L a c c a s e I , 

n i<=ht a b e r L a c c a s e I I und I I I t.b'INUTH, unveröffen11. ) i n d e f i n i e r t e U n t e r e i n 

h e i t e n d i s s o z i i e r e n , stützt d i e s e H y p o t h e s e . Das für L a c c a s e I b e o b a c h t e t e 

d o P P e l t e pH-Optimum ließe s i c h aus e i n e r Zusammensetzung d e r L a c c a s e I , 

L a c c a s e I I und L a c c a s e H I erklären; d i e Daten d e r H i t z e i n a k t i v i e r u n g ( v e r g l . 

a uch d i e im A b s c h n i t t D i s s o z i a t i o n d i s k u t i e r t e n B e f u n d e ) ließen s i c h a l s Z e r 

k a l l e i n e s h i t z e l a b i l e n O l i g o m e r s i n h i t z e s t a b i l e U n t e r e i n h e i t e n i n t e r p r e t i e 

r e n , W i e es HOROWITZ und FLING ( 1 9 5 o ) für d i e T y r o s i n a s e von N e u r o s p o r a c r a s s a 

z e i g e n k o n n t e n . D i e erhöhte s p e z i f i s c h e Aktivität des T e t r a m e r s k a n n d u r c h 

e i n e n k o o p e r a t i v e n E f f e k t erklärt w e r d e n , a u f den n o c h später zurückzukommen 

s e i n w i r d . 

ß e i d e r i s o e l e k t r i s c h e n R o k u s s i e r u n g a u f d e r Säule im A m p h o l i n e - p H - G r a d i e n t e n 

z e i g e n a l l e d r e i L a c c a s e n von P o d o s p o r a n u r j e 1 G i p f e l , d e r für L a c c a s e I 

b e i pH zt , 9 z w i s c h e n dem b r e i t e n G i p f e l d e r L a c c a s e I I (pH 7 - 1 0 , M i k r o h e t e r o -

Qenität, s i e h e a u c h ESSER und MINUTH, 1 9 7 1 ) und dem d e r L a c c a s e I I I b e i pH 
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p i g . 2 2 
Form und D i m e n s i o n e n d e r L a c c a s e n I , I I und I I I a u f Grund 
e l e k t r o n e n m i k r o s K o p i s c h e r B e f u n d e (Erläuterung s i e h e T e x t ) . 



4,0 l i e g t . In F i g . 8 a i s t e i n e i s o e l e k t r i s c h e F o k u s s i e r u n g für f r i s c h e L a c c a s e 

I g e z e i g t . Das m i t dem g l e i c h e n M a t e r i a l gemessene pH-Optimum z e i g t den 

b e r e i t s erwähnten t y p i s c h e n D o p p e l g i p f e l ( F i g . 8 b ) . W i r d d i e s e L a c c a s e j e d o c h 

n a c h eintägiger I n k u b a t i o n b e i R a u m t e m p e r a t u r e r n e u t e i n e r i s o e l e k t r i s c h e n 

F o k u s s i e r u n g u n t e r w o r f e n , so z e i g t s i c h e i n e S p a l t u n g des G i p f e l s i n z w e i 

Komponenten "A" und "B" m i t i s o e l e k t r i s c h e n P u n k t e n b e i pH 4 , 8 bzw. pH 4 , 9 . 

D i e E r m i t t l u n g des pH-Optimums, g e t r e n n t für d i e b e i d e n G i p f e l , z e i g t b e i M A " 

e i n e n V e r l a u f d e r für L a c c a s e I I I , b e i "ß" e i n e n V e r l a u f , d e r für L a c c a s e I I 

t y p i s c h wäre. Auch d i e s e B e f u n d e können i n R i c h t u n g d e r o b e n g e n a n n t e n Hypo

t h e s e i n t e r p r e t i e r t w e r d e n . 

Während b i s h e r Mikroheterogenität n u r für L a c c a s e I I n a c h g e w i e s e n wurde und 

L a c c a s e I und I I I n a c h den angewandten K r i t e r i e n a l s homogen e r s c h i e n e n , z e i g t 

s i c h b e i d e r i s o e l e k t r i s c h e n F o k u s s i e r u n g i n P o l y a c r y l a m i d g e l ( F i g . 2 3 ) H e t e r o -

genität b e i a l l e n d r e i L a c c a s e n , w o b e i L a c c a s e I und I I I e i n e gemeinsame Bande 

im p H - 3 e r e i c h von 5 , 2 a u f w e i s e n . Ob d i e s e Heterogenität w i e b e i L a c c a s e I I a u f 

U n t e r s c h i e d e im K o h l e n h y d r a t a n t e i 1 zurückgeführt werden k a n n (ESSER und MINUTH, 

1 9 7 1 ) o d e r ob s i e e i n A r t e f a k t d a r s t e l l t , w i e es von ILLINGWORTH ( 1 9 7 2 ) b e i 

I s o c i t r a t - D e h y d r o g e n a s e b e r i c h t e t w u r d e , k a n n z u r Z e i t n o c h n i c h t e n t s c h i e d e n 

w e r d e n . 

D i e von MALMSTRÖM und M i t a r b e i t e r n u n t e r s u c h t e n extrazellulären L a c c a s e n A 
( T a b . 2 , N r . 4 ) und B ( T a b . 2 , N r . 5 ) des B a s i d i o m y c e t e n P o l y p o r u s v e r s i c o l o r v e r 
h a l t e n s i c h i n e i n e r R e i h e von E i g e n s c h a f t e n { M o l e k u l a r g e w i c h t , K o h l e n h y d r a t -
g e h a l t , D i s c - E l e k t r o p h o r e s e , I s o e l e k t r i s c h e r P u n k t und H e t e r o g e n i t a t ) w i e d i e 
h i e r b e s c h r i e b e n e n L a c c a s e n I I und I I I . E i n L a c c a s e I ähnliches Enzym wurde 
j e d o c h b e i Po 1 y p o r u s (extrazellulär!) n i c h t g e f u n d e n . Auch BLAICH k o n n t e b e i 
s e i n e n U n t e r s u c h u n g e n i n t r a - und extrazellulärer H o l z p i l z e n z y m e L a c c a s e n vom 
A- und B-Typ f i n d e n (BLAICH and ESSER, 1 9 7 5 ) . 

Im G e g e n s a t z z u den b i s h e r g e n a n n t e n B e f u n d e n , d i e s i c h d u r c h d i e o l i g o m e r e 

S t r u k t u r d e r L a c c a s e I erklären l a s s e n , s t e h e n e i n i g e B e o b a c h t u n g e n , d i e s i c h 

n i c h t ohne w e i t e r e s a u f d i e p o s t u l i e r t e Quartärstruktur d e r L a c c a s e I zurück

führen l a s s e n ( T a b . 8 ) . So zum B e i s p i e l d i e u n t e r s c h i e d l i c h e e l e k t r o p h o r e t i s e h e 



IEP 
Laccase 
I II III 

p H 4 . 0 -

p H 4 . 9 -

p H 7 - 1 0 

F i g . 2 3 

P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o f o k u s s i e r u n g von L a c c a s e I , I I und I I I im 

p H - G r a d i e n t e n 3-10. Färbung d e r P r o t e i n b a n d e n m i t B r o m p h e n o l b l a u . 



B e w e g l i c h k e i t ; s i e könnte a l l e r d i n g s i h r e Erklärung i n e i n e r d u r c h den K o h l e n -

h y d r a t a n t e i l b e d i n g t e n u n t e r s c h i e d l i c h e n Ladung f i n d e n . Ungeklärt i s t a u c h 

n o c h d i e u n t e r s c h i e d l i c h e Substratspezifität. E i n e Erklärungsmöglichkeit wäre 

d i e M a s k i e r u n g e i n e s für d i e m-Spezifität v e r a n t w o r t l i c h e n a k t i v e n Z e n t r u m s 

i n d e r t e t r a m e r e n L a c c a s e . G e n e r e l l i s t j e d o c h d i e O x i d a t i o n e i n e s i n m - S t e l -

l u n g s u b s t i t u i e r t e n D i p h e n o l s c h e m i s c h s c h w e r v o r s t e l l b a r . 

SCHANEL und ESSER ( 1 9 7 1 ) h a t t e n b e r i c h t e t , daß L a c c a s e I d i e Fähigkeit, 
m - s u b s t i t u i e r t e P h e n o l e zu o x i d i e r e n , g e w i n n t , wenn s i e mehrmals e i n g e f r o r e n 
und a u f g e t a u t w i r d . Da T y r o s i n a s e i n i n a k t i v e r Form m i t L a c c a s e v e r g e s e l l 
s c h a f t e t vorkommt und u . a . a u c h d u r c h T e m p e r a t u r b e h a n d l u n g a k t i v i e r t w erden 
k a n n (HERZFELD und ESSER, 1 9 6 9 ) , wäre a l s Erklärung für d i e s e s Phänomen auch 
d a r a n zu d e n k e n , daß i n a k t i v e m i t g e s c h l e p p t e T y r o s i n a s e - V e r u n r e i n i g u n g e n 
d u r c h d i e Tempe r a t u r b e h a n d l u n g a k t i v i e r t w e r d e n , d i e m—Phenole h y d r o x y 1 i e r e n 
und d i e s e dann d u r c h d i e L a c c a s e w e i t e r o x i d i e r t w e r d e n , was e i n e m - S p e z i f i -
tät d e r L a c c a s e I vortäuschen würde. D i e s könnte zwar den b e i d e r L a c c a s e I 
b e o b a c h t e t e n E i n f r i e r / A u f t a u - E f f e k t erklären, n i c h t a b e r den g e n e r e l l e n Spe
z i fitätsunterschied z w i s c h e n L a c c a s e I e i n e r s e i t s und L a c c a s e I I und I I I ande
r e r s e i t s . 

I n Tab.4 i s t d i e Aminosäurenzusammensetzung d e r d r e i L a c c a s e n g e z e i g t . T r o t z 

e i n i g e r U b e r e i n s t i m m u n g e n g i b t es b e i a n d e r e n Aminosäuren e r h e b l i c h e A b w e i 

c h u n g e n . D i e für L a c c a s e I von WEBER und ESSER U 9 o 4 ) b e r i c h t e t e n Werte s t i m 

men - m i t Ausnahme d e r We r t e für Cys-SH, Met, Phe und T r p - g u t m i t den h i e r 

g e z e i g t e n W e r t e n überein, s o f e r n man a u f den d i f f e r i e r e n d e n T r o c k e n s u b s t a n z 

g e h a l t d e r Enzymproben k o r r i g i e r t . Da d i e v e r s c h i e d e n e Aminosäurenzusammen

s e t z u n g d e r d r e i L a c c a s e n s i c h a u c h r e c h n e r i s c h n i c h t d u r c h d i e v e r s c h i e d e n e n 

möglichen K o m b i n a t i o n e n aus den n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n erklären läßt, i s t 

d i e s e r B e f u n d z u r Z e i t n o c h e i n e s d e r H a u p t a r g u m e n t e gegen e i n e n d i r e k t e n 

A u f b a u d e r L a c c a s e I aus L a c c a s e I I u n d / o d e r I I I . D i e s e r n e g a t i v e B e f u n d i s t 

umso überraschender, a l s aus d e r f o l g e n d e n T a b e l l e 9 e i n e R e i h e auffälliger 

U b e r e i n s t i m m u n g e n d e r d r e i L a c c a s e n h e r v o r g e h t : 

So wurden b e i k e i n e r d e r n a t i v e n L a c c a s e n f r e i e SH-Gruppen g e f u n d e n , was s i c h 

m i t BUTZOWs B e f u n d e n ( 1 9 6 8 ) an d e r P o l y p o r u s - L a c c a s e d e c k t . S e r i n i s t b e i a l l e n 

3 L a c c a s e n d i e N - t e r m i n a l e Aminosäure; L a c c a s e I , I I und I I I w e i s e n a u c h m i t 





e t w a 23 ?j den g l e i c h e n K o h l e n h y d r a t q e h a . l t a u f und i h r e q u a l i t a t i v e K o h l e n -

h y d r a t z u s a m m e n s e t z u n g i s t e b e n f a l l s i d e n t i s c h (Man, Rha, G l c N A c , G a l , G l c ) 

w i e T a b e l l e ? z e i g t . Darüberhinaus z e i g e n L a c c a s e I und I I I auch i n d e r 

q u a n t i t a t i v e n K o h l e n h y d r a t zu sammonse t zung U b e r e i n s t i m m u n g . 

Aus dem g l e i c h e n K u p i e r g e h a l t d e r d r e i L a c c a s e n e r g i b t s i c h , w i e b e r e i t s 

d i s k u t i e r t , e i n e Z a h l von j e w e i l s k K u p f e r a t o m e n p r o Lacc a s e - M o n o m e r . Auch 

d i e A b s o r p t i o n s s p e k t r e n s i n d i d e n t i s c h . Aus F i g . 2k g e h t w e i t e r h i n h e r v o r , 

daß a u c h d i e E P R - S p e k t r e n d e r d r e i L a c c a s e n übereinstimmen, was a u f e i n e 

g l e i c h a r t i g e V e r t e i l u n g d e r v e r s c h i e d e n e n K u p f e r a t o m e i n • '.on d r e i L a c c a s e n 

h i n w e i s t . 

Bei d e r U n t e r s u c h u n g d e r s e r o l o g i s c h e n E i g e n s c h a f t e n z e i g e n a l l e d r e i L a c c a s e n 

V e r w a n d t s c h a f t , wobei s t a r k e V e r w a n d t s c h a f t z w i s c h e n L a c c a s e I und I I I , 

j e d o c h n u r g e r i n g e V e r w a n d t s c h a f t z w i s c h e n L a c c a s e I und I I , b e z i e h u n g s w e i s e 

z w i s c h e n L a c c a s e I I und I I I g e f u n d e n wurde. 

A l s E r g e b n i s d e r v e r g l e i c h e n d e n U n t e r s u c h u n g e n kann f e s t g e s t e l l t w e r d e n , daß 

L a c c a s e I o d e r i h r e U n t e r e i n h e i t e n i n v i e l e n E i g e n s c h a f t e n den L a c c a s e n I I 

und I I I g l e i c h e n . Stärkere H i n w e i s e a u f e i n e B e t e i l i g u n g am A u f b a u 

d e r L a c c a s e I e x i s t i e r e n n u r für L a c c a s e I I I ( E l e k t r o p h o r e t i s e h e Wanderungs

r i c h t u n g , q u a n t i t a t i v e K o h l e n h y d r a t a n a l y s e , s e r o l o g i s c h e B e f u n d e ) . I n d i e s e 

R i c h t u n g w e i s t e b e n f a l l s d e r B e f u n d , daß a u c h n a c h S p a l t u n g d e r L a c c a s e I 

( d i e n a t i v n u r m i t A n t i s e r u m ] und A n t i s e r u m I I I r e a g i e r t ) n o c h s e r o l o g i s c h e 

V e r w a n d t s c h a f t m i t L a c c a s e I I I f e s t z u s t e l l e n i s t , während k e i n e S p a l t p r o 

d u k t e a u f t a u c h e n , d i e i n d e r I m m u n e l e k t r o p h o r e s e n a c h W a n d e r u n g s r i c h t u n g 

o d e r s e r o l o g i s c h e r R e a k t i o n m i t L a c c a s e I I v e r w a n d t wären. 

http://Kohlenhydratqeha.lt
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F i g . 2 4 
E P R - S p e k t r e n d e r L a c c a s e n I , I I und I I I b e i 104°K und 9 GHz. U n t e r 
dem vollständigen S p e k t r u m i s t j e w e i l s n o c h e i n T e i l b e i 5facher 
Verstärkung g e z e i g t . 



V I I . I n v i v o - V e r s u c h e 

Aus den g e s c h i l d e r t e n i n v i t r o - U n t e r s u c h u n g e n g e h t h e r v o r , daß d i e d r e i 

L a c c a s e n s i c h m i t Ausnahme d e r A m i n o s a u r e n z u s a m m e n s e t z u n g i n d e r 

M e h r z a h l d e r u n t e r s u c h t e n P a r a m e t e r a h n e i n o d e r g l e i c h s i n d b e z i e h u n g s w e i s e 

daß e i n e R e i h e von U n t e r s c h i e d e n a u f d e r B a s i s e i n e s A u f b a u e s d e r L a c c a s e I 

aus U n t e r e i n h e i t e n g l e i c h o d e r a h n l i c h d e r L a c c a s e I I u n d / o d e r I I I erklärt 

werden k a n n . 

Es e r h o b s i c h nun d i e F r a g e , ob und i n w i e w e i t d i e aus den i n vitro-ünter-

s u c h u n g e n gewonnenen V o r s t e l l u n g e n a u c h a u f d i e V e r b a l t n i s s e i n v i v o zu 

übertragen s i n d . Es wurde d a h e r z u r Prüfung d e r Zusammenbau-Hypothese d i e 

S y n t h e s e d e r intrazellulären L a c c a s e n des Wildstammes i n einem F e r m e n t e r -

L a n g z e i t v e r s u c h v e r f o l g t . 

Das E r g e b n i s g e h t aus F i g . 2 5 h e r v o r . Der d a b e i a u f t r e t e n d e g e g e n s i n n i g e V e r 

l a u f d e r S y n t h e s e k u r v e n d e r n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n I I und I I I e i n e r s e i t s 

und d e r höherno 1eku 1aren L a c c a s e I a n d e r e r s e i t s könnte zunächst a l s Auf- und 

Abbau v e r s c h i e d e n e r , unabhängiger Enzyme g e d e u t e t w e r d e n . 

Auf G r und d e r a n d e r e n b e r e i t s g e z e i g t e n B e f u n d e l i e g t j e d o c h d i e I n t e r p r e 

t a t i o n näher, daß es s i c h d a b e i 

i n d e r a k t i v e n Wachstumsphase (Tag 0 - 7) um den Zusammenbau d e r L a c c a s e 

aus den z u e r s t g e b i l d e t e n n i e d e r m o l e k u l a r e n I n t e r e i nhe i t e n I I u n d / o d e r I I I 

und i n d e r A u t o l y s e p h a s c ia!) Tag 1 0 ) um e i n e n Z e r f a l 1 i n wiederum d i e g l e i 

c h e n Komponenten h a n c e l t , d i e s i c h e n t s p r e c h e n d intrazellulär anhäufen und 

schließlich a u s g e s c h i e d e n w e r d e n . D i e s e r '.efund würde a l s o d i e v o r g e t r a g e n e 

H y p o t h e s e unterstützen. 

Ne'en d e r U n t e r s u c h u n g g e n e t i s c h e r und z e i t l i c h e r Einflüsse a u f d i e L a c c a s e -

s y n t h e s e i n t e r e s s i e r t e j e d o c h auch d i e Wi r k u n g a n d e r e r , n i c h t g e n e t i s c h e r 



F i g . 2 5 

Abhängigkeit d e r B i l d u n g d e r intrazellulären L a c c a s e n I , I I und I I I 
vom K u l t u r a l t e r . L a n g z e i t v e r s u c h im 3 0 0 1 - F e r m e n t e r . D i e Mengenangaben 
für d i e L a c c a s e n e r f o l g e n i n willkürlichen E i n h e i t e n , da s i e s i c h aus 
den E r g e b n i s s e n v e r s c h i e d e n e r Meßmethoden zusa m m e n s e t z e n ( k o l o r i m e t r i s e h e 

1 1 t t » » » — - r I i ' » » ' » 1 * 

2 6 10 U 18 22 26 30 34 
Kulturalttr ( T a g » ) 

Aktivitätsbestimmung m i t v e r s c h i e d e n e n S u b s t r a t e n , H i t z e i n a k t i v i e r u n g , 
Di s c - E l e k t r o p h o r e s e , G e l e l e k t r o f o k u s s i e r u n g , A g a r g e l e l e k t r o p h o r e s e , 
I m m u n e l e k t r o p h o r e s e ) . 



F a k t o r e n , d i e an d e r b e o b a c h t e t e n P i e i o t r o p i e des z o n a t a - G e n s b e t e i l i g t s i n d . 

I n e i n e r K e i h e w e i t e r e r i n v i v o - V e r s u c h e k o n n t e g e z e i g t w e r d e n , daß Morpho

l o g i e und L a c c a s e p r o d u k t i o n n i c h t n u r von g e n e t i s c h e n F a k t o r e n , s o n d e r n 

a u c h von äußeren B e d i n g u n g e n abhängen. 

E i n i g e E r g e b n i s s e d i e s e r V e r s u c h e s i n d i n F i g . 26 g e z e i g t . Demnach werden 

M o r p h o l o g i e und L a c c a s e s p e k t r u m a u c h d u r c h F a k t o r e n w i e pH-Wert, Zusammen

s e t z u n g des Mediums und das K u l t u r a l t e r beeinflußt und können zu Phänokopie-

e f f e k t e n führen. Phänokopie d e r E i g e n s c h a f t e n des W i l d s t a m m e s und d e r Mu

t a n t e 'zonata'' k o n n t e a u c h LYSfiK (1971) d u r c h g e z i e l t e E i n g r i f f e i n den 

K o h l e n h y d r a t - und P r o t e i n s t o f f w e c h s e l e r r e i c h e n . 

Auf Grund a l l d i e s e r B e f u n d e muß angenommen w o r d e n , daß das z o n a t a - G e n m i t 

s e i n e n G e n p r o d u k t e n an e i n e r z e n t r a l e n S t e l l e des S t o f f w e c h s e l s e i n g r e i f t , 

sodaß neben L a c c a s e - A r t und Menge a u c h a n d e r e '.unabhängige'.') P a r a m e t e r w i e 

A u s b i l d u n g d e r S e x u a l o r g a n e , W a c h s t u m s g e s c h w i n d i g k e i t und M o r p h o l o g i e d e r 

Hyphen s o w i e d e r G e s a m t k u l t u r beeinflußt w e r d e n . 
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Abhängigkeit d e r M o r p h o l o g i e und L a c c a s e p r o d u k t i o n von v e r s c h i e d e n e n 
F a k t o r e n b e i P o d o s p o r a a n s e r i n a . 



E. Di s k u s s i on 

I . S t r u k t u r d e r L a c c a s e n I , I I und I I I 

D i e M e h r z a h l d e r B e f u n d e über d i e L a c c a s e n von Po !os;iora a n s e r i n a s t e h t i n 

U b e r e i n s t i m m u n g m i t d e r H y p o t h e s e , daß L a c c a s e I aus U n t e r e i n h e i t e n g l e i c h 

o d e r ähnlich den L a c c a s e n I I u n d / o d e r I I I a u f g e b a u t i s t . Nach d i e s e r Hypo

t h e s e ließe s i c h a u c h das e i n g a n g s b e s c h r i e b e n e i n v e r s e Mengenverhältnis 

d e r L a c c a s e n beim w i l d s t a m m u n t e r N o r m a l b e d i n j u n g e n a l s e i n e 

f a s t völlige A g g r e g a t i o n von L a c c a s e I I u n d / o d e r I I I zu L a c c a s e I 

Wildstar.im L I I u n d / o d e r L 111 ^ ^ f l F I ^ L I 

und b e i d e r M u t a n t e 'zonata'' a l s e i n e 

V e r h i n d e r u n g o d e r Instabilität d i e s e s Zusammenbaues i n t e r p r e t i e r e n : 

M u t a n t e " z o n a t a L I I u n d / o d e r L I I I -J"—^ L I 
o d e r 

A 

I n d i e s e m S i n n e k o n n t e b e r e i t s b e i e i n e r R e i h e von O r g a n i s m e n g e n e t i s c h e 
K o n t r o l l e von Mikroheterogenität, Quartärstruktur und A u f b a u von O l i g o m e r e n 
d u r c h e n t s p r e c h e n d e K o m b i n a t i o n i d e n t i s c h e r o d e r v e r s c h i e d e n e r U n t e r e i n 
h e i t e n g e z e i g t werden <FOA e t a l . , 1 9 6 J ; F L I N G e t a l . , 1963; de KONING e t 
a l . , 19O6; MARKERT, 1 9 0 8 ; CHALMERS and DE M0S5, 1 9 7 0 ; VU e t a l . , I 9 7 l ) . 

E inem d i r e k t e n A u f b a u d e r L a c c a s e I aus U n t e r e i n h e i t e n g l e i c h o d e r ähnlich 

den b e i d e n n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n m i t einem M o l e k u l a r g e w i c h t um 8 0 . 0 0 0 

s t e h t j e d o c h v o r a l l e m das E r g e b n i s d e r Aminosäurenanalyse e n t g e g e n , das a u f 

d i e s e r B a s i s k e i n e b e f r i e d i g e n d e g e n e t i s c h e I n t e r p r e t a t i o n d e r b e o b a c h t e t e n 

Phänomene zuläßt. W e i t e r h i n führten a u c h e n t s p r e c h e n d e i n v i t r o - V e r s u c h e 

m i t L a c c a s e I I und I I I , a l l e i n o d e r i n v e r s c h i e d e n e n Mischungsverhältnissen, 

n i c h t zum A u f t r e t e n höherer A g g r e g a t e im S i n n e von L a c c a s e I ( N a c h w e i s d u r c h 

E l e k t r o n e n m i k r o s k o p i e , U l t r a z e n t r i f u g a t i o n , E l e k t r o p h o r e s e ; MOLITORIS, u n -



veröffentlicht). Z u r A g g r e g a t i o n s c h e i n e n demnach s p e z i f i s c h e - möglicher

w e i s e g e n e t i s c h g e s t e u e r t e - Veränderungen an K o n f o r m a t i o n u n d / o d e r S t r u k t u r 

U n d Zusammensetzung d e r Lacc a s e - M o n o m e r e e r f o r d e r l i c h zu s e i n . 

A n d e r e r s e i t s i s t b e i einem M o l e k u l a r g e w i c h t d e r P r o t o m e r e um 80.000 a n z u 

nehmen, daß d i e s e aus m e h r e r e n P o l y p e p t i d k e t t e n a u f g e b a u t s i n d . Dafür s p r i c h t 

neben d e r hohen Z a h l d e r im Molekül e n t h a l t e n e n C y s t e i n r e s t e a u c h das E r g e b 

n i s d e r P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o p h o r e s e m i t NaDS, das Bruchstücke m i t einem 

M o l e k u l a r g e w i c h t b e i d e r L a c c a s e I von 98 . 0 0 0 , 6 9 . 0 0 0 , 42.000 und 29.000 

2 e i O t ( F i g . 1 5 ) . 

Nimmt man nun a n , daß d e r Zusammenbau d e r L a c c a s e I g e n e t i s c h und s t o f f w e c h 

selmäßig n i c h t a u f dem N i v e a u d e r A g g r e g a t i o n von U n t e r e i n h e i t e n m i t einem 

M o l e k u l a r g e w i c h t um 80.000 g e s t e u e r t w i r d , s o n d e r n a u f dem N i v e a u d e r k o -

v a l e n t e n B i n d u n g v e r s c h i e d e n e r , für d i e d r e i L a c c a s e n i d e n t i s c h e r o d e r u n t e r 

s c h i e d l i c h e r P o l y p e p t i d k e t t e n , d i e dann j e n a c h K o m b i n a t i o n L a c c a s e I I , 

L a c c a s e I I I o d e r das L a c c a s e I - P r o t o m e r e r g e b e n (das w i e g e z e i g t r e v e r s i b e l 

a g g r e g i e r e n und d i s s o z i i e r e n k a n n ) , s o ließen s i c h a l l e b i s h e r g e z e i g t e n !3e-

f u n d e i n e i n g e n e i n s a m e s M o d e l l einfügen und a u c h g e n e t i s c h i n t e r p r e t i e r e n . 

u n d i e s e H y p o t h e s e z\> prüfen, s i n d d a h e r im A u g e n b l i c k f o l g e n d e V e r s u c h e im 

G a n g e o d e r g e p l a n t : 

Q u a n t i t a t i v e S p a l t u n g d e r L a c c a s e I i n i h r e U n t e r e i n h e i t e n IMG c a . 

90.0O0) u n t e r V e r h i n d e r u n g d e r K e a g g r e g a t i o n . 

I s o l i e r u n g , R e i n i g u n g , c h e m i s c h e und b i o c h e m i s c h e A n a l y s e d e r S p a l t p r o d u k t e , 

H e r s t e l l u n g von A n t i s e r e n gegen d i e g e r e i n i g t e n S p a l t p r o d u k t e und F e s t 

s t e l l u n g i h r e r s e r o l o g i s c h e n V e r w a n d t s c h a f t m i t L a c c a s e I , I I und I I I 

o d e r b e s t i m m t e n D e r i v a t e n . 

E n t s p r e c h e n d e V e r s u c h e m i t den 2 . B.nach t r y p t i s c h e r V e r d a u u n g d e r S p a l t 

p r o d u k t e ( P r o t o m e r e ) gewonnenen P o l y p e p t i d e n ( F i n g e r p r i n t s ) . 

U n t e r s u c h u n g d e r L a c c a s e n w e i t e r e r M u t a n t e n . 
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M i t H i l f e d e r E r g e b n i s s e d i e s e r und a n d e r e r V e r s u c h e i s t zu h o f f e n , das 

P r o b l e m d e r m u l t i p l e n L a c c a s e n des A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a a u c h 

e i n e r b e f r i e d i g e n d e n g e n e t i s c h e n I n t e r p r e t a t i o n zuzuführen. 

D i e b e r e i t s v o r l i e g e n d e n E r g e b n i s s e H i s s e n j e d o c h b e r e i t s . j e t z t folgend«. 

F e s t s ! e l l u n g z u : 

B e i den L a c c a s e n des A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a h a n d e l t es s i c h um 

e i n S y s t e m m u l t i p l e r Enzyme, d i e i n v e r s c h i e d e n e n A g g r e g a t i o n s z u s t ä n d e n 

a u f t r e t e n können und s i c h i n w e s e n t l i c h e n E i g e n s c h a f t e n g l e i c h e n , w o b e i 

das G l e i c h g e w i c h t zu höher- und n i e d e r m o l e k u l a r e n Formen d u r c h b e s t i m m t e 

S t o f f W e c h s e l b e d i n g u n g e n v e r s c h o b e n s e i n k a n n , d i e s o w o h l von äußeren 

a l s a u c h von g e n e t i s c h e n F a k t o r e n beeinflußt w e r d e n . 



I I . F u n k t i o n d e r L a c c a s e 

Durch d i e U n t e r s u c h u n g e n d e r jüngsten Z e i t k o n n t e d e r Mechanismus d e r d u r c h 

d i e L a c c a s e k a t a l y s i e r t e n R e a k t i o n b e s o n d e r s h i n s i c h t l i c h d e r b e t e i l i g t e n 

Kupferatopie i n e i n e r R e i h e von P u n k t e n geklärt werden (.MALKliN and MALMSTROM, 

1 9 7 0 : REINHAMMAR, 1 9 7 2 ) . D i e an den L a c c a s e n von P o d o s p o r a a n s e r i n a ge

wonnenen E r g e b n i s s e stimmen m i t d i e s e n B e f u n d e n überein. 

^ e i t e r e i n t e r e s s a n t e E r g e b n i s s e k o n n t e n kürzlich PECHT und FARAGGI ( l 9 7 l ) 

b e i t r a g e n , d i e K o o p e r a t i v i t a t beim i n t r a m o l e k u l a r e n E l e k t r o n e n t r a n s p o r t 

z w i s c h e n den e i n z e l n e n K u p f e r a t o n e n d e r L a c c a s e f e s t s t e l l t e n . S i e m a c h t e n 

w e i t e r h i n w a h r s c h e i n l i c h , daß das d u r c h s e i n e n V a l e n z w e c h s e l an d e r .^eclox-

R e a k t i o n b e t e i l i g t e K u p f e r -im I n n e r e n des Laccasemo 1ekü1s l i e g t und d i e 

h y d r i e r t e n E l e k t r o n e n zunächst m i t Aminosäureresten d e r P r o t e i n p e r i p h e r i e 

r e a g i e r e n . D i e T a t s a c h e , daß d a b e i d i e Effektivität des E l e k t r o n e n t r a n s p o r t s 

von d e r P r o t e i n k o n ^ e n t r a t i o n d e r L a c c a s e abhängt, b i e t e t a u c n e i n e Möglich

k e i t z u r I n t e r p r e t a t i o n d e r b e i d e r t e t r a m e r e n L a c c a s e I gegenüber den 

n i e d e r m o l e k u l a r e n monomeren L a c c a s e n I I und I I I v i e r f a c h höheren s p e z i f i s c h e n 

Aktivität. E n t s p r e c h e n d o b i g e n B e f u n d k a n n d i e s e b e n f a l l s a l s e i n k o o p e r a 

t i v e r E f f e k t r-edeutet w e r d e n , da d i e Te t r a m e r s t r u k t u r d e r L a c c a s e I q u a s i 

e i n e s e h r hohe L a c c a s e k o n z e n t r a t i o n b e i g l e i c h z e i t i g s t a b i l e r Quartärstruktur 

gewährleistet. 

Der E l e k t r o n e n t r a n s n o r t f i n d e t b e i L a c c a s e n j e d o c h n i c h t n u r i n t r a m o l e k u l a r 

s t a t t - und im F a l l e d e r L a c c a s e I möglicherweise i n t e r m o l e k u l a r z w i s c h e n 

i d e n t i s c h e n , n i c h t k o v a l e n t gebundenen P r o t o m e r e n -, s o n d e r n es k o n n t e i n 

z w i s c h e n auch n a c h g e w i e s e n werden (MALMSTRÖM e t a l . , 1 9 7 1 ) , daß m e h r e r e 

^edoxenzyme w i e L a c c a s e , C y t o c h r o m c und A z u r i n e i n E l e k t r o n e n t r a n s p o r t -

^ y s t e m b i l d e n können, b e i dem d i e E l e k t r o n e n z w i s c h e n d e s s e n e i n z e l n e n n i c h t 

i d e n t i s c h e n Komponenten w e i t e r g e r e i c h t w e r d e n . D i e s i s t möglicherweise 

auch e i n H i n w e i s a u f e i n e b i o l o g i s c h e F u n k t i o n d e r L a c c a s e im Zusammenhang 



mit anderen Redoxkatalysatoren, wie Peroxidase, Katalase und T y r o s i n a s e , mit 

denen s i e häufig v e r g e s e l l s c h a f t e t i s t . Möglicherweise wird dadurch auch e r 

klärt, warum manche der für d i e Laccase p o s t u l i e r t e n Reaktionen nur mit un

r e i n e n Enzympräparaten (z.B. b e i Versuchen zum L i g n i n s t o f f W e c h s e l ) a b l a u f e n . 

E i n anderer, mehrfach erhobener Befund ( L i t e r a t u r i n MOLITORIS und ESSER, 

1 9 7 0 ; BLAICH, 1 9 7 2 ) i s t die scheinbare Identität von Laccase und Peroxidase 

oder K a t a l a s e h i n s i c h t l i c h e i n e r Reihe von E i g e n s c h a f t e n , sowie die auf

f a l l e n d geringe Substratspezifität der Laccase. Durch Untersuchungen an 

organischen Kupferkomplexen wurde f e s t g e s t e l l t , daß di e s e n i c h t nur d i e 

t y p i s c h e n EPR-Eigenschaften der Laccase aufweisen, sondern je nach Versuchs

bedingungen auch k a t a l a t i s c h e , p e r o x i d a t i s c h e und p h e n o l o x i d a t i s c h e A k t i v i 

tät b e s i t z e n (PECHT et a l . , 1 9 6 ? ; SIGEL, 1 9 6 9 ) . Demnach wäre h i e r das Kupfer 

k r i t i s c h e r B e s t a n d t e i l des Systems und der P r o t e i n a n t e i l wäre von g e r i n g e r e r 

Bedeutung. 

Diese Schlußbemerkungen zu der noch immer n i c h t geklärten Funktion der 

Laccasen s o l l t e n noch einmal d i e Komplexität des Problems der S t r u k t u r und 

Funktion der Laccase a u f z e i g e n und d i e verschiedenen Wege demonstrieren, 

auf denen versucht wird, über d i e a n a l y t i s c h e Untersuchung des Enzyms und 

s e i n e s Reaktionsmechanismus schließlich auch dessen b i o l o g i s c h e Funktion 

aufzuklären. 



F. Zusammenfassung 

1) D i e h o c h m o l e k u l a r e L a c c a s e I ( p - D i p h e n o l : 0 ^ O x i d o r e d u k t a s e , EC 1 . 1 0 . 3 . 2 ) 

wurde aus dem M y z e l des W i l d s t a m m e s des A s c o m y c e t e n P o d o s p o r a a n s e r i n a 

i s o l i e r t und g e r e i n i g t . Das Enzym i s t n a c h K r i t e r i e n d e r U l t r a z e n t r i f u g a t i o n 

und E l e k t r o p h o r e s e homogen. 

2) D i e a n a l y t i s c h - b i o c h e m i s c h e U n t e r s u c h u n g z e i g t e f o l g e n d e E i g e n s c h a f t e n : 

' o l e k u l a r g e w i c h t j e n a c h B e s t i m m u n g s m e t h o d e 3 3 3.000 b i s 39O.OOO, w a h r s c h e i n 

l i c h s t e r Wert um J 4 0 . 0 0 0 ; 16 g-Atom K u p f e r p r o Enzymmolekül; K o h l e n h y d r a t -

Q e h a l t 22 % d e r T r o c k e n s u b s t a n z ; K o h l e n h y d r a t k o m p o n e n t e n : Man, Rha, G l c N A c , 

G a l , G l c ; Aminosäurenanalyse: 7 4 Cys-SH p r o Molekül, k e i n e f r e i e n SH-Gruppen 

im n a t i v e n Enzym; Verhältnis s a u r e r zu b a s i s c h e n Aminosäuren 1 , 8 4 / 1 ; S e r 

a l s N - t e r m i n a l e Aminosäure; d o p p e l t e s pH-Optimum ( m i t DOPA) h e i pH 7 * 5 und 

o,0; I s o e l e k t r i s c h e r P u n k t b e i pH 4,9; a n o d i s c h e W a n d e r u n g s r i c h t u n g i n d e r 

E l e k t r o p h o r e s e ; Spezifität für o- und p - s u b s t i t u i e r t e P h e n o l e ; S u b s t r a t 

hemmung; Hemmung d u r c h K u p f e r - k o m p l e x i e r e n d e A g e n t i e n ( A z i d ) und SH-Gruonen-

R e a g e n z i e n w i e ß-Mercaptoäthanol; A b s o r p t i o n s s p e k t r u m m i t Maxima b e i 280 

und o l O nm; A b s o r p t i o n s d i f f e r e n z ( o x . - r e d . ) S p e k t r u m m i t Maxima b e i 33O 

und 6 l 0 nm; i n s e r o l o g i s c h e n V e r s u c h e n ( B e s t i m m u n g k r e u z r e a g i e r e n d e n M a t e r i a l s , 

I m m u n e l e k t r o p h o r e s e , I m m u n d i f f u s i o n ) s t a r k e V e r w a n d t s c h a f t z w i s c h e n L a c c a s e I 

und I I I , g e r i n g e V e r w a n d t s c h a f t z w i s c h e n L a c c a s e I und I I s o w i e L I I und I I I . 

3) D i e p h y s i k a l i s c h e U n t e r s u c h u n g des im Enzym gebundenen K u p f e r s d u r c h Mes

sung d e r e l e k t r o n e n p a r a m a g n e t i s c h e n R e s o n a n z z e i g t e , daß b e i L a c c a s e I 5 0 0 

des G e s a m t k u p f e r s ( a l s o 8 K u p f e r a t o m e ) E P R - n a c h w e i s b a r s i n d , 4 davon gehören 

dem C u 2 + Typ 1 ( " b l a u e s " C u 2 + ) , 4 dem C u 2 + Typ 2 ( " n i c h t b l a u e s " C u 2 + ) a n . 

4/ L a c c a s e I k a n n d u r c h d i s s o z i i e r e n d e A g e n t i e n (NaDS, H a r n s t o f f , G u a n i d i n -

H y d r o c h l o r i d ) r e v e r s i b e l i n U n t e r e i n h e i t e n g e s p a l t e n und i n a k t i v i e r t w e r d e n . 

Z u s a t z von ß-Mercaptoäthanol b e w i r k t i r r e v e r s i b l e S p a l t u n g und führt zusätz

l i c h zu k l e i n e r e n S p a l t p r o d u k t e n . A u c h A g g r e g a t i o n zu höheren V i e l f a c h e n 



d e r L a c c a s e I w i r d b e o b a c h t e t . 

5) A u f G r u n d d e r S p a l t u n g s v e r s u c h e und d e r e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n U n t e r 

s u c h u n g s t e l l t L a c c a s e I e i n d u r c h n i c h t k o v a l e n t e B i n d u n g e n verknüpftes 

T e t r a m e r d a r , a u f g e b a u t aus e l l i p t i s c h e n , m o r p h o l o n i s c h i d e n t i s c h e n U n t e r 

e i n h e i t e n ( 6 , 7 x 4 , 3 x nn ) , d i e i n den E c k e n e i n e s R e c h t e c k e s a n g e o r d n e t 

e r s c h e i n e n . B e i Sen k u n g des pH-Wertes während d e r Präparation kommt es z u r 

B i l d u n g l i n e a r e r A g g r e g a t e . D i e e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e n B e f u n d e w e r d e n 

anhand e i n e s S y m m e t r i e n o d e l 1 es d i s k u t i e r t . 

6) E i n V e r g l e i c h d e r L a c c a s e I des V i 1dstammes von P o d o s p o r a a n s e r i n a m i t 

den aus d e r E i n f a k t o r r r u t a n t e ' z o n a t a " i s o l i e r t e n n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n 

I I (MG = 8 0 . 0 0 0 , 4 Cu) und I I I (MG = 8 2 . 0 0 0 , 4 Cu) läßt a u f G r u n d e i n e r 

V i e l z a h l von Übereinstimmungen den Schluß z u , daß L a c c a s e I a u f g e b a u t i s t 

aus U n t e r e i n h e i t e n , d i e den n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n ähnlich s i n d . 

7 ) D i e v e r s c h i e d e n e Aminosäurenzusammensetzung d e r 3 L a c c a s e n s p r i c h t gegen 

e i n e n d i r e k t e n A u f b a u d e r L a c c a s e I aus den n i e d e r m o l e k u l a r e n L a c c a s e n I I 

u n d / o d e r I I I . E i n e g e n e t i s c h e I n t e r p r e t a t i o n d e r b e o b a c h t e t e n Phänomene 

w i r d w e i t e r d u r c h d i e im z o n a t a - G e n ( P u n k t m u t a t i o n ) l o k a l i s i e r t e P l e i o t r o p i e 

e r s c h w e r t . Es w e r d e n V o r s t e l l u n g e n z u r Klärung d i e s e s W i d e r s p r u c h s d i s k u t i e r t 

und Wege zu s e i n e r Lösung v o r g e s c h l a g e n . 

8 ) D i e mögliche f u n k t i o n e l l e B e d e u t u n g d e r L a c c a s e n w i r d anhand e i g e n e r 'e-

f u n d e und n e u e r U n t e r s u c h u n g s e r g e b n i s s e a n d e r e r A u t o r e n d i s k u t i e r t . 
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