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UBER DEN ENZYMATISCHEN CUTIN-ABBAU
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(eingegangen am 3. August 1959)

EINLEITUNG

Wo pflanzliches Gewebe an die atmosphérische Luft angrenzt, tritt
weit verbreitet eine Grenzhaut auf, die den Namen Kutikala trigt
(FrREY-WyssLing 1935). Sie ist ein morphologisch wohldefiniertes Ge-
bilde, dessen chemischer Aufbau jedoch uneinheitlich ist. Neben den
bekannten hochpolymeren Membranstoffen Cellulose, Pectin und
Wachsen ist typisch das Vorkommen von Cutin, das dem in der Borke
vorkommenden Suberin und dem Membranstoff der Pilzsporen und
Pollenmembranen Sporopollenin verwandt ist. Erst in den letzten
Jahren hat man den Versuch gemacht die chemische Konstitution
des Cutins aufzukldren (vgl. Ubersichtsreferat bei Van OVERBEEK
1956). Dabei zeigte sich, daB3 nicht nur die Dicke der Kutikularschicht
sondern auch die Zusammensetzung der Kultikularstofie stark variiert,

Die Kutikula stellt morphologisch und 6kologisch eine Schutzein-
richtung dar. Der Abbau dieser Schutzschicht ist vor allem in Zu-
sammenhang mit zwei biologischen Prozessen von groffem Interesse:
a. beim Infektionsvorgang durch pathogene Pilze und Bakterien

(vgl. GAumann 1951), ' ‘ :
b. bei der Inkompatibilitdtsreaktion von Cruciferen:
nach Selbstbestdubung ist innerhalb dieser Familie die Erscheinung
weit verbreitet, daB der Pollenschlauch nicht in der Lage ist, die
Kutikula, welche die Narbenpapillen iiberzieht, zu durchbrechen
(TateBe 1939, Linskens 1955, 1959, Kron 1956, CHrisT 1959).

Ohne einer chemischen Konstitution vorzugreifen wird unter dem
Cutin vorldufig von uns verstanden: ein polymeres Kondensations-
produkt hoherer Fettsduren, das vor allem an der Grenzfliche Pflan-
zengewebe-atmosphirische Luft vorkommt und wesentlich Schutz-
funktionen ausiibt.

LITERATURUBERSICHT

Zusammensetzung der Kutikularschicht

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Kutikularschicht ergaben, da
die duBere Begrenzung durch Wachsplittchen gebildet wird, die die Gré8e von
etwa 1-10 my haben (MUELLER, CARR und Loowms 1954, Scort, HAMNER, BAKER
und BowLer 1957). Das Wachs liegt als Film {iber der eigentlichen Kutikula, die
aus einem Geriist von Cellulose, Cutin und eventuell Pectin und Suberin besteht
(Korjo 1957). Diese verschiedenen Substanzen kénnen nach den Untersuchungen
von MEvER (1938) mehr oder minder ausgebildete Schichten bilden, Die Kutikula
reicht entweder direkt in die darunter liegende Celluloseschicht hinein (RoELOFSEN
1952), oder ist haufiger von dieser durch eine Pectinmembran getrennt (ANDERsON
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1928, Rawrins und Taxkafiasui 1952, RoerLorsEN 1952). Bei diesem einfachen
Aufbau dient das Cutin der Kutikula nach der Auffassung von FREY-WyssLiNG
(1953) und HArTeL (1950) als Bindeglied zwischen der hydrophilen Cellulose
und dem hydrophoben Wachs (vgl. Korjo 1957). Der Aufbau der Kutikularschicht
kann aber dadurch kompliziert werden, daB8 unter 'der eigentlichen  Kutikula,
durch eine Pectinmembran von dieser getrennt, eine breitere, cutinisierte Schicht
liegt, auf die erst dann, wiederum durch eine Pectinmembran getrennt, die Cellulose-
schicht folgt (SirTE 1955, 1957). Innerhalb dieser cutinisierten Schicht finden sich
hiufig Wachseinlagerungen (Scortr und Lewis 1953, Esau 1953), manchmal
auch freie Fettsiuren (HILKENBAUMER 1958), jedoch keine Cellulose (SrtTe 1957).
Durch die enge Bindung des Cutins an die iibrigen Zellwandsubstanzen ist die
Isolierung des Cutins erst relativ spit versucht, und seine chemische Zusammen-
setzung nur wenig untersucht worden. Reines Cutin wurde erstmals von LEcc
und WHEELER (1925) erhalten und seine Zusammensetzung von LEcc und WHEELER
(1929) und Lk (1925) nzher untersucht. Nach diesen und anderen (vgl. Ubersichts-
referat von MEARA 1955) chemischen Methoden zur Isolierung des Cutins von
den iibrigen Kutikularsubstanzen hat erst OrceLL (1955) eine biochemische
Methode angegeben, die darauf beruht, daf3 die Pectinmembran zwischen Kutikula
und Untergewebe mittels pectinspaltender Fermente aufgelost wird. Den gleichen
Erfolg bringt die Methode von Skoss (1955), die darauf basiert, daB3 anaerobe
Bakterien auf das Untersuchungsmaterial einwirken und alle Stoffe bis auf das
Cutin abbauen, das auf diese Weise in reiner Form zuriickbleibt.

Chemie des Cutins

Uber die Chemie des Cutins war lange Zeit wenig bekannt. Erstmals extrahierte
Friémy (1859, 1881, 1885) die Kutikula verschiedener Pflanzen mit Losungsmitteln
zur Entfernung der Wachse und behandelte den Rest mit kochendem alkoholischem
Alkali. Dabei erhielt er das wasserunlésliche K-Salz des von ihm so benannten festen
‘““Stearocutin’ und das wasserlésliche K-Salz des halbfliissigen “Oleocutin”. Spiter
fand LEE (1925), daB die Kutikula von Chrysanthemen und Rosen sowohl veresterte,
als auch freie Fettsduren enthilt und zur gleichen Zeit fanden Lecc und WHEELER
(1925) freie Fettsauren, Glycoside, verseifbares Material und Cellulose in der
Kutikula von Blittern der Agave americana. Niheren Aufschlufl iiber die Konstitu-
tion der Cutinfettsduren brachten schlieBlich die Arbeiten von Matic (1956 a, b),
aus denen hervorgeht, daB mehr als 60 %, des Cutins der Agave americana, in dem
keine unverseifbaren Bestandteile gefunden wurden, aus vier verschiedenen Oxy-
fettsiuren bestehen, namlich 9, 10, 18-Trihydroxy-octadecansiure, 10, 18-Dihy-
droxy-hexadecansiure, 10, 18-Hydroxy-octadecansiure und 10, 16-Dihydroxy-
hexadecansiure: 80 9% dieses Fettsauregemisches bestehen dabei aus der
10, 18-Dihydroxy-octadecansiure. Interessant ist dabei besonders, daf alle diese
Fettsduren endstindige Oxygruppen besitzen. Es erscheint zweifelhalt, ob die in
9- oder 10-Stellung befindlichen Oxygruppen im Cutin tatsichlich enthalten sind,
da bei der angewandten Methode eventuell vorliegende Doppelbindungen oxydiert
werden kénnen. Es ist nicht sicher, ob’ die genannten Verbindungen nicht zum
Teil auch Artefakte darstellen, was auch von Maric selbst (private Mitteilung 1959)
fiir nicht ausgeschlossen gehalten wird. ‘ .

Verestert man Fettsduren mit derartigen endstindigen Oxygruppen miteinander,
so erhilt man polymere Produkte, die unléslich, elastisch und temperaturstabil
sind, wie es beim Cutin der Fall ist. Cutin ist dem Suberin, das zur Hauptsache aus
Phellonsdure (C,,H,O;) in Form von Polyestern besteht (Dupont, Durou und
Cuicosne 1956), nahe verwandt und ist auch wie dieses hochpolymer und vernetzt
(ZeTscHE 1932, FrRey-WyssLing 1953, Tremer 1955, 1957).

Entstehung des Cutins

Uber die natiirliche Synthese des Cutins ist nur wenig bekannt, Man nimmt an,
daB die Cutinschicht durch Permeiren fliissiger Vorstufen des Cutins durch die
bereits bestehende Cellulosewand und durch Polymerisation dieser Vorstufen an
der Oberfliche unter Sauerstoffeinflul gebildet wird (vgl. Frirz 1935, PRIESTLEY
1943, Linskens 1950, 1952, Srrte 1955). Dafiir spricht auch die neuerlich gemachte
Beobachtung von Borricer (1959), daB bei der Bildung der Kutikula von Philoden-
dron elektronenmikroskopisch Kkleinste Fetttropfchen nachweisbar sind, die von
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innen her in Richtung der Oberfliche wandern. Beziiglich des moglichen Ein-
flusses des Sauerstoffs auf die Cutinbildung sind die Ergebnisse von Sippigr und
Tappen (1956) von Bedeutung: sie lieBen ein Gemisch aus Leinél und einer aus
Erbsen gewonnenen Lipoxydase 7 Tage lang an der Luft stehen und erhielten dabei
einen unléslichen Film, der nicht nur duBerlich dem Cutin dhnelte, sondern auch
die gleiche UV-Fluoreszenz hatte wie dieses. Zieht man diese mogliche Beteiligung
der Lipoxydase an der Cutinbildung in Betracht, so kann man sich vorstellen, daf3
die Fettsduren (Linol- und Linolensiure) zunichst innerhalb der Zelle zu Mono-
hydroperoxyden oxydiert werden, die dann an die Oberfliche wandern, um dort
(méglicherweise unter weiterer Sauerstoffaufnahme) zu Cutin: zu polymerisieren.

Die Auffassung wird gestiitzt durch die Tatsache, dall sowohl autoxydativ
(PriverT und Nickerr 1956, CurravrT 1952, SLovirR und Ducan 1958) als auch
enzymatisch (BERGsTROM 1945, FrRaNkE, MoNcH, KiBaT und Hamm 1948, FRANKE
und Fresst 1953) anoxydierte Linolsaure starke Neigung zur Polymerisation zeigt.
Nach den bisherigen Kenntnissen (vgl. Kaurmann 1958) verlduft die Polymerisation
iiber die Bildung konjugierter Hydroperoxyde, wobei in Abhingigkeit von der
Temperatur entweder cis-trans- oder trans-trans-konjugierte Hydroperoxyde
entstehen konnen (Kuan 1953, 1955, Kuan, LunpBeErRG und HoLman 1954, PrIvETT,
NickerL, ToLBERG, PAscHKE, WHEELER und LUNDBERG 1954). Wenn die Ergeb-
nisse von Matic (1956) dafiir sprechen, dafl das Cutin aus veresterten Polyoxy-
fettsiuren aufgebaut ist, so kénnte nach den letztgenannten Autoren auch eine
Vernetzung iiber Sauerstoffbriicken (Peroxydbriicken?) als Aufbauprinzip des
Cutins angenommen werden (vgl. Kaurmann 1958). Zu bedenken ist dabei jedoch,
daB die zur Bildung der Priméarperoxyde notwendige Lipoxydase keineswegs in allen
Pflanzen vorkommt (SULLMANN 1943, HoLMAN 1948, FrRankE 1951), FRANKE und
Frense 1957). Schlief3lich ist noch denkbar, daB3 beide Bindungsprinzipien — Ester-
bindung und Sauerstoffbriicken -— nebeneinander bestehen. So unsicher der
Verlauf der Cutinbildung aufgrund der geringen Kenntnisse iiber die chemische
Konstitution des Cutins auch heute noch ist, so kann doch als experimentell er-
wiesen nicht nur die Ausbildung der Cutinschicht bei der Neubildung von Blattern
und Friichten (HArTEL 1950, HueLiN und Garror 1951, DavenporT 1956,
Frevtac 1957) und deren Beeinflussung durch duBere Faktoren, wie z.B. Chemi-
kalien (JunipER und BrapLEY 1958, Juniper 1959), sondern auch die Fihigkeit
zur Neubildung verletzter oder zerstérter Teile der Schicht und zwar durch Regene-
ration von unten her (Frirz 1935, GreTscrnuscHNikow und JAkowrewa 1951,
SucHorukow 1958) angesehen werden. .

Abbau des Cutins

Uber einen moglichen enzymatischen Abbau des Cutins liegen bisher keine
experimentellen Befunde vor, obwohl eine groBe Anzahl phytopathologischer
Arbeiten (vgl. GAumMann 1951) in diese Richtung weisen. Das beobachtete Ein-
dringen phytopathogener Keime in Blitter oder Friichte wurde in enzymatischer
Hinsicht bisher im Hinblick auf die Aktivitat cellulolytischer und pectolytischer
Enzyme (vgl. Ubersichtsreferat von Kerresz 1951) untersucht, die sich auch in
einer groflen Anzahl von Pilzen, insbesondere in Aspergillus-, Penicillium-, Clados-
porium- und Pullularia-Arten, sowie auch in vielen Bakterien nachweisen lieBen
(WieriNGA 1955, ScHAEFER 1957, ALEXEJEW 1956, Woobp 1956, Sinen und Woobp
1956, Woop und Gupta 1958, Husain und Ricu 1958, Husainy und KeLman 1958,
KouLmevErR 1956, 1958, Ecnaupi, van Gunpy und WAaLker 1957, Skoss 1955,
Goro und Oxask 1958). Die Frage, wie der Erreger die Cutinmembran durch-
dringt, wird entweder nicht diskutiert, oder aber es wird angenommen, daf3 zwar
Cellulose und Pectin enzymatisch aufgelést werden, das Cutin jedoch aufgrund
der Befunde #lterer Arbeiten (Myosut 1895) mechanisch durchbohrt wird (GAumann
1951, Scuweizer 1958), wozu jedoch Driicke von etwa 7 Atm. notwendig wiren.
Immerhin weisen einige Beobachtungen auf enzymatische Vorginge wihrend der
Infektion hin. So beobachteten Yarwoon (1957), Prisrou und GaLrecry (1954)
und Purpy (1958) die Bildung einer deutlichen Einbuchtung unterhalb des
Appressoriums, die durch Auflésung der Cutinschicht entstanden sein kann, da es
sich nicht um ein Durchbiegen der gesamten Kutikularschicht handelt. ScawEeIzZER
(1958) stellte eine Schleimbildung am Appressorium fest und kreisformige Perfora-
tionsstellen nach dem Eindringen des Erregers. Wihrend Furton (1948) ein An-



170 W. HEINEN

schwellen der Infektionshyphe innerhalb der Cutinschicht beschrieb, sprach
MiLLer (1949) erstmals die Vermutung aus, dafl bei der Infektion von Oliven-
blittern, deren Kutikula zwei Cutinlagen untereinander enthilt, der zwischen
beiden Lagen wachsende Pilz (Cycloconium oleaginum) iiber cutin-spaltende Enzyme
verfiigen muBl. Die Annahme einer enzymatischen Cutinspaltung wird weiterhin
dadurch gestiitzt, daB auch Organismen, die keine Appressorienbildung zeigen, zur
Durchdringung der Kutikula mit anschlieBender Infektion der Wirtspflanze befahigt
sind, wie es neuerdings von KiLpaTrick (1959) bei einer Hefe (Rhodotorula glutinis)
mit verschiedenen Kleesorten, Bohnen und Erbsen als Wirt, beschrieven worden ist.

Aufler in Bezug auf phytopathologische Fragen ist das Problem der Kutikula-
Durchdringung auch in Hinsicht auf die eingangs erwahnte Selbststerilitit bestimm-
ter Pflanzen von Bedeutung (Linskens 1955, 1959, Carist 1959). Zwar konnten in
den Pollen bzw. Pollenschlauchen bisher keine cutin-lésenden Enzyme nachge-
wiesen werden (Curist 1959), doch wurden an den Stellen wo der Pollenschlauch
in den Stempel eingedrungen war, kreisrunde Locher mit glattem Rand fest-
gestellt, was {iir eine enzymatische Auflésung spricht, da beim Eindringen durch
Druck Offnungen mit ausgefransten Rindern zu erwarten wiren (CurisT 1959).

Neuere Arbeiten (ForsyTH, HAYywARD und RoBerts 1958, HaywarD, Forsvra
und RoBerTs 1959) iiber eine in Form kleiner Granula (LEMoIGNE, DELAPORTE
und Croson 1944, Carr 1958) in verschiedenen Bakterien vorkommenden wachs-
dhnliche Substanz, die wahrscheinlich als Reservestoff dient (MACRAE und WiLKIN-
soN 1958) und dem Cutin rein chemisch recht nahe verwandt ist, da sie nach
WirrLiamsoN und WiLkinson (1958) hauptsichlich aus Poly-B-hydroxybuttersiure
besteht, zeigten, dall Synthese und Abbau der Verbindung von den Kultur-
bedingungen abhingig ist, da in Abhingigkeit hiervon unterschiedliche Mengen in
den Bakterien gebildet wurden. Daraus ergibt sich, daB3 die enzymatische Bildung
und Auflésung derartiger Fettsiurepolymerer grundsitzlich im physiologischen
Bereich moglich sind.

SchlieBlich ergibt auch die vollige Destruktion des Ausgangsmaterials bei der
Bildung des Waldstreus (WIErRINGA 1955), der Moderfaule des Holzes (KoHLMEYER
1958), der Verrottung von Gartenabfillen bei der Kompostierung (Stockrr 1954,
GEeRrRreTSEN 1957, Farkaspr 1958, Hemnen 1960), der Mull- und Humusbildung
SMEYER 1959) und der NaBfiule der Pflanzen (EcnAupl, van Gunpy und WALKER

957) einen deutlichen Hinweis auf die Existenz derartiger Enzyme, die zum
Abbau hochpolymerer Fettsiureverbindungen wie Cutin befahigt sind.

FRAGESTELLUNG

DafB3 das Problem des enzymatischen Cutin-Abbaus bisher nicht
bearbeitet worden ist, ist wohl zur Hauptsache auf die damit ver-
bundenen methodischen Schwierigkeiten zuriickzufithren: Cutin ist
sowohl in Wasser als auch in den iiblichen organischen Solventien
unléslich, und 148t sich nur durch Hydrolyse in alkoholischem Alkali
auflésen, wobei aus dem Polymerisat die freien Fettsiuren (bzw. ihre
Seifen) entstehen, so dafl damit die Untersuchung der Primirreaktion,
eben der enzymatischen Hydrolyse, ausgeschlossen ist. Enzymatische
Untersuchungen an unléslichen Substraten wurden bisher nicht sehr
héufig durchgefiihrt. Immerhin ist die Kultivierung cellulosespaltender
Pilze auf Cellulosenidhrbéden in Form von Filtrierpapier, Watte, oder
amorphen Fillungen verschiedentlich ausgefithrt worden (FAHRAEUS
1947, ReEse, GiLLicaN und Norxkrans 1952, Stv und Rerse 1953,
Stu 1954, KoHLMEYER 1956, ScHAEFER 1957). Die Reaktion wurde
dabei durch Gewichtsabnahme des unloslichen Substrates oder durch
den Nachweis der Spaltprodukte verfolgt. Ahnliche Methoden wurde
auch bei der Verfolgung des komplizierteren Ligninabbaus (BIRKIN-
sHAW und, CHAPLEN 1955, BirkinsHAW, CHAPLEN und FinpLay 1957,
Cooke 1957) angewendet.
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In der vorliegenden Arbeit wird versucht, den enzymatischen Abbau
des Cutins direkt und indirekt nachzuweisen, um somit AufschluB
iiber den Ablauf der Reaktionen zu erhalten.

MEeTHODIK

1. Pilzmaterial und Ziichtung

Zu den geplanten Untersuchungen kamen in erster Linie solche Organismen in
Frage, bei denen die Existenz cellulolytischer oder pectolytischer Enzyme als
gegeben angenommen werden konnte, also phytopathogene oder holzzerstorende
Pilze. Drei der hier verwendeten Stimme stammten aus der Institutssammlung,
némlich Fusicladium cerasi (Rabh.) Sacc. (= Venturia cerasi AD.), der Erreger des
Kirschen- und Pfirsichschorfs(Scaweizer 1958), Fusarium moniliforme, der als Holzzer-
stérer bekannt ist (KoHLMEYER 1956) und Rhodotorula glutinis Var. rubescens, eine
Hefe welche nach Kirpatrick (1959) bei Klee, Bohnen und Erbsen chlorotische
Verfiarbung der Blitter und Beschidigungen der Samen hervorruft. Weitaus die
meisten Versuche wurden jedoch mit einem Penicillium spec. durchgefiihrt, das von
einem verrottenden Blatt isoliert wurde. Die Stammkulturen wurden auf Malz-
oder Hafer-flocken-Agar gehalten.

Zum direkten Nachweis des Cutinabbaus wurden die Pilze auf Malzextrakt
oder Czapek-Dox-Losung in kleinen Petrischalen angeziichtet bis sich ein feines
Mycel gebildet hatte. Sodann wurde diese Nahrlosung vorsichtig abgegossen und
nach mehrmaligem Unterspiilen mit Wasser eine Nihrlosung, bestehend aus
0,5 % Ammonsulfat, 0,59 prim. K-Phosphat, 0,1 9%, Calciumnitrat, 0,1 9,
Magnesiumsulfat und einer Spur Lisenchlorid, zugesetzt. Als einzige C-Quelle
wurden 0,25 9%, Cutin zugegeben. In verschiedenen Fillen wurde das Cutin in
Form kleiner Scheibchen von ca. 1,5 cm? Grofle zugesetzt. Auf diesen Losungen
entwickelten sich die Pilze nur wenig weiter und sporolierten sehr rasch.

Da zu den enzymatischen Versuchen grélere Mycelmengen notwendig waren,
wurden die Pilze dazu nicht auf cutin-, sondern kohlenhydrathaltigen Nahrlésungen
angeziichtet. Als Nahrlosung diente dabei bei Penicillium spec. Czapek-Dox-
Losung, bei Fusarium moniliforme eine Nahrlosung nach GAERTNER (1958) mit
Kartoffeldekokt als C-Quelle, bei Fusicladium cerasi Malzextrakt; Rhodotorula
glutinis wurde auf Malz-Agar in Kolleschalen geziichtet. Die Petrischalen bzw.
Kolleschalen wurden jeweils 34 Tage bei 28° gehalten. :

2. Priparate

Von den verwendeten Substraten stammten Myristin-, Palmitin- und Stearinsidure
aus Institutsbestinden, Ol-, Linol- und Linolensiure von Scnucnarort (Miinchen),
Die substituierten Fettsiuren a-Oxystearinsidure, 12-Oxystearinsdure und 9, 10-
Dioxystearinsdure waren Priparate aus der enzymchemischen Abteilung des
Instituts fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Koln, die
uns C\izon Herrn Professor Dr. W. FRANKE freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
wurden.

Freie Cutin-Fettsduren (Cutin-Hydrolysat) wurden nach RoerLorsen (1952) und
Maric (1956) durch mechrstiindiges Kochen des fein gemahlenen Cutins mit
alkoholischem Alkali am Riickflu gewonnen. Als Pflanzenmaterial zur Gewinnung
von Cutin diente Gasieria verricuosa, die sich durch eine besonders dicke Kutikula
auszeichnet. Die Trennung der Cutinschicht von den darunterliegenden Pectin-
und Celluloseschichten geschah nach der Methode von ‘Orgerr (1955) durch
mehrstiindiges Schiitteln von ca. 1,0~1,5 cm? groBen Blattscheibchen in einer
3 %igen Pectinaseldsung in 0,1 n Acetatpuffer von pH 4,0. Bei den glatten Stiick-
chen aus dem Mittelteil der Blitter erfolgte die Ablésung der Cutinschicht bereits
nach 12 Stdn.; nach 36 Stdn. war die Trennung bei allen Stiickchen vollstindig.
Die weitere Behandlung erfolgte nach der Methode von LEcG und WHEELER (1925)
durch 4-5-maliges 24-stiindiges Extrahieren mit absol. Alkohol am Riickfluf3-
kithler zur Entfernung der Wachse und eventuell vorhandener freier Fettsiuren.
Die Entfernung der Cellulose geschah durch 5-6-malige Behandlung des Materials
mit Kupferammoniak, wobei zu bemerken ist, dal3 die Ablésung der Cutinschicht
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durch die Pectinase so sauber vor sich geht, daB nur in den Blattecken, in denen
offenbar eine direkte Verbindung der Celluloseschicht mit der Cutinschicht ohne
Pectinzwischenlage punktweise gegeben ist, noch geringe Reste von Cellulose
vorhanden sind. Der Fortgang der Cutinisolierung wurde auBler mit den {iblichen
Farbungsmethoden durch Réntgenaufnahmen von den einzelnen Schritten verfolgt.
In Abb. 1 zeigt Bild | das Aussehen des Materials nach der Behandlung der Blatt-

Abb. 1. Réntgenmikroskopische Verfolgung der Vorginge bei der Cutin-Isolie-
rung von Blittern von Gasteria verricuosa.
1 = nach Behandlung der Blattstiickchen mit Pectinaselésung
== nach Entfernung der Wachsschicht durch Extraktion in absol. Alkohol.

scheibchen mit der Pectinaselosung; in Bild 2 ist das gleiche Stiick nach Entfernung
der Wachsschicht durch die Alkoholbehandlung wiedergegeben: das Verschwinden
des Wachsbelages ist deutlich zu erkennen. Aufnahmen nach der Kupferammoniak-
behandlung zeigten, daB3 keine weiteren Verinderungen mehr festzustellen sind.

Die getrockneten Scheibchen wurden sodann in einer Schlagmiihle zu feinem
Pulver gemahlen und anschlieend die Behandlung mit absol. Alkohol nochmals
12 Stdn. wiederholt, um eventuell freigesetzte Fettsauren aus dem Innern der
Cutinschicht (HiLkeNBAUMER 1958) zu entfernen. Zum SchluB wird das Cutin
mehrmals mit HCl und heiem Wasser gewaschen und anschlieBend getrocknet.
Man erhilt ein braunes, elastisches Material das trocken aufbewahrt wird.

3. Herstellung der Enzymlisungen

Das in einer Oldruckpresse trocken gepreBte, zuvor mehrfach gewisserte Pilz-
mycel wurde mit der gleichen Menge Seesand und der 1,5-2,0-fachen Menge
Wasser oder m/5 Phosphatpuffer von pH 7,6 verrieben, sodann etwa 30 Min. zur
Extraktion stehen gelassen (im Kiihlschrank bei 4+ 5°) und anschlieSend 12 Min.
bei 2000 g zentrifugiert. In vielen Fallen wurde das Mycel zunichst wie angegeben
mit Wasser extrahiert und nach dem Zentrifugieren der Riickstand nochmals mit
Phosphatpuffer extrahiert. Die so erhaltenen meist schwach getritbten Extrakte
wurden in Eiswasser aufbewahrt. Trockengewichtsbestimmungen erfolgten bei 110°
nach 48-stiindiger Dialyse gegen flieBendes Leitungswasser.

In verschiedenen Fillen wurden die Enzymlésungen vor ihrer Verwendung im
Cellophanschlauch (2,2 cm o) 2-4 Stdn. gegen dest. Wasser bei + 5° dialysiert.

4.  Reaktionsmessungen

a. Zur direkten Verfolgung der cutinabbauenden Wirkung von Pilzen wurde
das normal angeziichtete Mycel mit der oben (Abschn. lf angegeben Nihrlésung
-unterschichtet und mehrere Cutinstiickchen als C-Quelle zugesetzt. Nach ver-
schieden langer Einwirkungszeit des Pilzes auf die Scheibchen wurden diese aus
der Lésung-entnommen, der darauf haftende Pilz vorsichtig abgehoben und sodann



UBER DEN ENZYMATISCHEN CUTIN—ABBAU 173

in Wasser gespiilt. Nach dem Trocknen wurden die Stiickchen mikroskopisch
untersucht und z.T réntgenmikroskopische Aufnahmen gemacht, oder von der
Oberfliche Abdriicke mit Technovit hergestellt (Schremw. 1955) und davon
Aufmahmen gemacht. . o

b. Die Dehydrase-Wirkung wurde nach der Thunberg-Methodik bei 30° mit
2,6-Dichlorphenol-indophenol als H-Acceptor untersucht. Der “Normalansatz”
hatte folgende Zusammensetzung:

0,8 ml Enzymlssung ) ' 0,9 ml H,O
1,0 ,, m/10 Phosphatpuffer pH 6,0 3,0 mg Cutin
0,3 ,, m/500 Farbstofllosung

Veranderungen dieses Ansatzes sind im Text jeweils vermerkt. Neben den
Entfarbungszeiten (in Minuten) des vollstindigen Ansatzes (¢) und des substrat-
freien (t;) wird im folgenden die Dehydrierungsintensitit

I = 10001t —z,)
und die spezifische Dehydrierungsintensitit
I, = I/mg Enzymtrockengewicht

angegeben. Bisweilen wird unter der Rubrik “% I,” die prozentische Aktivitat,
bezogen auf I, des Ausgangsextraktes, angegeben. Die Bestimmung des Endpunktes
der Entfirbungsreaktion geschah entweder optisch, oder aber Reaktionsgeschwin-
digkeit und -Endpunkt wurden photometrisch bestimmt.

c. Die Aktivitatspriifungen nach der Warburg-Methodik erfolgten bei 30° unter
Luft mit dem “Normalansatz” gleicher Zusammensetzung wie bei den anaeroben
Versuchen. Als Mafl der Aktwvitit diente die aus der Anfangsgeschwindigkeit
(10 Min.) errechnete Atmungsgrofe

Qo, = m3m O,
0+ ™ mg Enzymtrockengew. X Stdn.

Verinderungen des Ansatzes iri Bezug auf die Enzym- oder Substratkonzentration
oder Variation des pH-Wertes sind jeweils im Text angegeben.

VERSUCHSERGEBNISSE

A. ORIENTIERENDE VERSUGHE

Die einleitenden Versuche hatten den Zweck, festzustellen, ob bei
dem von rottenden Blittern isolierten Penicillium spec. eine Aktivitit
gegeniiber Cutin iiberhaupt vorhanden war. Dazu wurde dem normal
angeziichteten Pilz eine anorganische Nihrlosung mit fein gemahlenem
Cutin als. einziger C-Quelle als Nihrsubstrat angeboten und das
weitere Wachstum verfolgt. Es zeigte sich dann (Fig. 1), daB sich das
Mycel nur sehr schwach weiterentwickelte und frither als normal
sporolierte.

Um moégliche Verinderungen am Cutin wihrend der Verwendung
als Substrat beobachten zu kénnen, wurde es in der folgenden Ver-
suchsreihe nicht in gemahlenem Zustand, sondern in Form kleiner
Scheibchen von etwa 1,5 cm? Grofle zugesetzt. In diesem Fall war zu
beobachten, daB sich das Mycel an die Stiikkchen lose anheftet und
darauf — wenn auch recht schwach, wie beim vorherigen Versuch
und unter frithzeitiger Sporolation — weiterwuchs. Anhand von
Rontgenaufnahmen und noch besser an den davon erhaltenen Um-
kehrfotos lieB3 sich die Veridnderung des Materials wihrend der Ein-
wirkung der Pilzenzyme gut verfolgen. In Abb. 1 sind die Abbau-
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stadien, mit der Einwirkungszeit 0 Tage = Kontrolle (1), 14 Tage (2),
21 Tage (3) und 28 Tage (4) wiedergegeben. Die Verdickungen der
Cutinschicht, die zuvor die Epidermiszellen begrenzten, wie es aus
dem Querschnitt der Abb. 11, 1 zu ersehen ist und die hier als “Zell-
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Fig. 1. Wachstumskurven von Penicillium sp. auf vollsynthetischer Nahrlésung
mit Glucose (I), reinem Cutin (II) und unvollstindig gereinigtem Cutin, mit
Spuren von Wachs und Celluloseresten (III) als jeweils einziger C-Quelle.

winde” erscheinen, machen zunichst einen starren und festen Ein-
druck. Nach zweiwéchiger Einwirkung der Pilzenzyme erscheinen sie
dagegen aufgequollen und auBerdem sind diinnere, “angenagte”
Stellen zu erkennen. Nach drei Wochen ist besonders in den Eck-
punkten eine Auflésung zu sehen und Bruchstellen in den “Winden”
sind festzustellen (s. Pfeile!). Nach vier Wochen macht sich eine
deutliche Abnahme der Wanddicke bemerkbar und auch die Wand-
hohe hat abgenommen, was daraus zu ersehen ist, daB3 hier — stirker
noch als bei Bild 3 — die eigentliche “Flache” der Cutinschicht in der
gleichen Ebene erkennbar wird, wihrend in den beiden voraus-
gehenden Fotos nur die “Winde” allein zu sehen sind.

Die Dickenabnahme ist auch auf den Querschnitten der Abb. 111 zu
erkennen: Die klar begrenzten Flichen und Zihne (“Wéinde”) der
Kontrolle (1) sind nach 6-wochiger Einwirkung des Pilzes (2) diinn
und weich geworden. Diese Verinderung des Materials ist auch
duBerlich erkennbar: die zunichst sproden Scheibchen werden im
Laufe des fortschreitenden Angriffs weich, unelastisch und auf den
Oberflachen schleimig.

Zur Verfolgung der Strukturinderungen der Oberflichen wurden
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4

Abb. 11, Veranderungen des Cutins unter Elnw1rkung der Enzyme von Penicillium

spec. (Umkehrfotos von Rontgcnaufnahmcn) 1 = Kontrolle (Emw1rkungsze1t

0 Tage); 2 = Elnw1rkungsze1t 14 Tage; 3 = Emw1rkungsze1t 21 Tage; 4 = Em-
S K w1rkungsze1t 28 Tage. ¢ - ..

..
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sowohl von der AuBlen- als auch von der Innenseite der Cutinscheib-
chen zu verschiedenen Zeiten Technovit-Abdriicke genommen und
die Veranderungen mikroskopisch festgestellt. Abb. 1v zeigt, wie sich
die Oberflichenstruktur der AuBenseite eines Cutinstiickchens (I)
bereits nach 14 Tagen' (2) verdndert hat. Deutlicher noch werden
die Strukturdnderungen auf den Aufnahmen der Innenseite der Cutin-
scheibchen (Abb. v, 1-4). Die beiden ersten Fotos zeigen die Struktur
der Innenseite vor der Behandlung; in Bild 1 ist auf die Spitzen der
Zihne scharf eingestellt, die eigentliche Fliche erscheint (wie bei den

Abb. m. Querschnitt durch ein Stiick isoliertes Cutin von Gasteria verricuosa,
1 = Kontrolle; 2 = nach 6-wéchiger Einwirkung von Penicillium spec. auf das Cutin.

1

Abb. 1v.  Oberflachenstruktur der Aullenseite eines Cutinscheibchens von Gasteria
verricuosa (Technovit-Abdruck). | = Kontrolle; 2 = Verinderiing der Oberfliche
nach 14-tiagiger Einwirkung von Penicillium spec.
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Abb. v. Veranderungen der Oberflichenstruktur der Innenseite eines Cutin-
scheibchens von Gasteria verricuosa durch Einwirkung der Enzyme aus Penicillium spec.
1 = unbehandeltes Stiick (Kontrolle), auf die Spitzen der Zihne scharf gestellt;
2 = das gleiche Stiick, auf die Flachen scharf gestellt (vgl. Text!). 3 = Struktur
nach 3-wochiger Einwirkung des Pilzes; 4 = nach 5-wéchiger Einwirkung.
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Rontgenfotos) als Hohlraum. Auf grund der gréBeren Hohe der Zihne
erscheinen diese Hohlrdume von der Unterseite aus gesehen bedeutend
groBer als von der AuBenseite her, was beim Vergleich mit der Abb. 1v
gut zu erkennen ist. Im folgenden Foto (2) ist auf die Fliche scharf
gestellt, wodurch nun die Zihne (“Winde”) breit und unscharf er-
scheinen. Bild 3 zeigt die Struktur nach dreiwdchiger Einwirkung des
Pilzes. Hier ist wiederum auf die hochste Stelle der Zahne, deren
Spitzen bereits verschwunden sind, und die deshalb breiter erscheinen,
eingestellt; die “Hohlrdume” sind wegen des geringeren Abstandes
bereits viel kleiner. Nach fiinfwochiger Einwirkung (4) ist die Destruk-
tion bereits so weit fortgeschritten, dafl Zihne und Flichen in einer
Ebene erscheinen; an einigen Eckpunkten sind beginnende, und oben
rechts eine bereits vollstindige Bruchstelle (wie auf den Réntgenauf-
nahmen der Abb. 11, 3 und 4) zu erkennen.

Es scheint von Interesse, daB3 die vorstehenden Teile der Scheibchen,
die Zihne, im Laufe der Destruktion offenbar eher angegriffen werden
als die Fliche selbst und dies obwohl die Stiickchen wihrend der Ein-
wirkungszeit stets mit der AuBenseite nach oben in der Néhrlosung
lagen, so daB der darauf wachsende Pilz mit der Innenseite keinen
direkten Kontakt hatte.

B. ENZYMATISCHE VERSUCHE

Die weiteren Versuche liefen darauf hinaus, den stattfindenden
Abbau mit enzymatischen Methoden zu verfolgen (vgl. HEINEN und
Linskens 1960). Ausgehend von der Uberlegung, daf3 beim Cutin-
abbau nach der Aufspaltung des Polymerysates freie Fettsduren
erscheinen miissen, die (wie die orientierenden Versuche zeigten) vom
Pilz als C-Quelle benutzt werden kénnen, war in irgend einer Phase
des weiteren Abbaus eine Dehydrierung dieser Fettsduren zu erwarten,
zumal Fettsduredehydrasen in Schimmelpilzen schon verschiedentlich
nachgewiesen worden sind (MuxHERJEE 1951, 1952, FRANKE und
Henen 1958). Da eine derartige Dehydrierung eine vorhergehende
enzymatische Spaltung des Cutins voraussetzt, wire damit eine
indirekte Verfolgung der Spaltungsreaktion méglich.

I. Nachweis einer Dehydrase

Zunichst was also festzustellen, ob die aus dem Cutin durch Be-
handlung mit alkoholischem Alkali entstehenden Fettsduren fiir den
Pilz angreifbar waren. Dazu wurde das Hydrolysat in Thunberg-
Ansitzen als Substrat einer Mjycelsupension von Penicillium spec. ver-
wendet. In ersten Versuchen zeigte sich, daB eine Dehydrierung des
Hydrolasytes nachweisbar ist; zum Verglelch lief ein Ansatz mit Cutin
als Substrat mit und ergab "daB dieses nur in sehr geringem Male
dehydriert wird:

Leer—Ansatz: t, = 18 Min. IL-Wert
8 mg Hydrolysat: tg =12 ,, 2,77
8 mg Cutin: =16 , 0,69
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Aus der Beobachtung, dal} auch das Gutin (wenn auch in geringem
MaBe) durch die Mycelsuspension dehydriert wird ist zu schliessen,
daB entweder freie Fettsduren darin vorhanden sind (HILKENBAUMER
1958), oder dafl die Suspension neben der Dehydrase ein Enzym
enthilt, daBB aus dem Cutin Fettsduren freisetzt, worauf spiter ein-
gegangen wird.

Nachdem Vorversuche ergeben hatten, dafl das Enzym relativ
leicht aus dem Mycel zu extrahieren ist, ergaben Extraktionsversuche bei
verschiedenen pH-Werten (Extraktion bei pH 5.2, 5.6, 6.0, 6.8 und
7.2) einen recht weiten optimalen Extraktionsbereich von pH 5,5-6,8,
so daB statt des Puffers ebenso gut Wasser zur Extraktion benutzt
werden konnte. Bei der Bestimmung der pH-Aktivitdt der Dehydrase
ergab sich ein ausgeprigtes Optimum bei pH 6,2. Die Bestimmung der
optimalen Enzymkonzentration ergab einen relativ engen Bereich von

TABELLE I

Abnahme der Dechydrase-Aktivitdt gegeniiber Cutinhydrolysat-Fettsiuren durch
Alterung bei 5 und 24°) und Dialyse bei + 5°.

Enzymldsung lg ¢ I I % Iy
frisch 34 12 5,38 0,82 100

4 Stdn. bei 24° 38 17 3,25 0,49 60
4 , , 5 35 14 4,28 0,63 70
4 ,, Dialyse oo 160 0,62 0,09 11,5

2,1-8,3 mg Enzymtrockengewicht pro Ansatz. Gegeniiber Alterung
und Dialyse zeigte sich die Dehydrase sehr empfindlich. Aus Tab. 1
ist zu ersehen, daf} die Aktivitit schon bei der Alterung rapide ab-
nimmt und bei der Dialyse nach 4 Stdn. nur noch 11,5 9%, der Aus-
gangsaktivitit erhalten sind. Die Ergebnisse dieser Versuche weisen
darauf hin, dafl die hier vorliegende Dehydrase mit der von FRANKE
und HeNeN (1958) in Aspergillus niger und Rhizopus tonkinensis nach-
gewiesenen Fettsdure-Dehydrase wenn nicht identisch so doch zu-
mindest nahe verwandt ist. '

II. Indirekter Nachweis eines cutinspaltenden Enzyms

1. Nachweis mittels der Thunberg-Methodik

Bei den Versuchen zur Extraktion der Dehydrase mit Pufferlésungen
bei verschiedenen, pH-Werten lief neben dem Leer- und Substrat-
(=Hydrolysat-)-Ansatz auch stets ein Ansatz mit Cutin als Substrat
mit, da sich ja in der Mycelsuspension eine geringe Aktivitit auch
gegeniiber dem nichthydrolysierten Cutin gezeigt hatte. Dabei ergab
sich neben dem bereits genannten Aktivititsunterschied der Dehydrase
in Abhingigkeit vom Extraktions-pH-Wert auch ein Unterschied der
Aktivitit gegeniiber dem Cutin. Wie Tab. 2 zeigt, steigt die Aktivitit
gegeniiber dem Cutin mit steigendem pH-Wert an, wobei ein Optimum
hier nicht erreicht wird. Daraus ergibt sich, daB8 die Aktivitdt der
Dehydrase gegeniiber Cutin, die bereits in der Mycelsuspension in
-geringem MaBe festzustellen war, nicht auf eventuell vorhandene freie
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Fettsduren im Cutin zuriickzufiihren ist, sondern daf3 ein Enzym
vorhanden sein muf}, welches das Cutin aufspaltet und die Reaktions-
produkte der Dehydrase zuginglich macht.

Nachdem zuvor festgestellt worden war, da8 bei Extraktion der
Dehydrase mit Wasser niemals eine Aktivitit gegeniiber dem Cutin
auftrat, wurde nun nach der wissrigen Extraktion eine solche mit

TABELLE II

Aktivitat dreier bei verschiedenem Extraktions-pH gewonnener Extrakte aus
Penicillium spec. gegeniiber Cutinhydrolysat-Fettsduren und Cutin.

tliaoxrfsrfg(lzl Substrat &y ¢ I I,
5,8 Hydrolysat 38 13 5,13 1,02
Cutin : 20 2,37 0,48
6,5 Hydrolysat 42 15 - 4,28 0,85
Cutin 17 3,50 0,69
7,3 Hydrolysat 45 35 0,66 0,13
Cutin 16 4,03 0,80

Phosphatpuffer vom pH 6,7 durchgefiihrt. (Der pH-Wert wurde des-
halb im genannten Bereich gewihlt, weil hier Aktivitit gegeniiber
beiden Substraten zu erwarten war, wie das Beispiel der vorher-
gehenden Tab. 2 zeigt.) Dabei geht die Dehydrase fast vollstandig im
Wasserextrakt (E;) in Losung; Aktivitit gegeniiber Cutin ist darin
nicht ‘vorhanden. Der Pufferextrakt (E,) zeigt nur sehr geringe
Aktivitit gegen beide Substrate. Gibt man jedoch beide Extrakte
zusammen, so zeigt sich deutlich, da nun beide Substrate angegriffen
werden, woraus sich ergibt, dal das Enzym, welches das Cutin an-
zugreifen vermag, durch Extraktion mit Puffer in Losung zu bringen
ist (Tab. 3).

TABELLE III

Dehydrierung von Cutinhydrolysat-Fettsduren und unbehandeltem Cutin durch
zwei verschieden gewonnene Extrakte aus Penicillium spec. und deren Kombination.

Enzymlésung T(;r:‘il::}?t' Substrat by t I I
Wasser- 3,8 Hydrolysat 27 16 2,55 0,67
Extrakt (E)) Cutin 28 0 0
Puffer- 4,7 Hydrolysat 56 45 0,44 0,094
Extrakt (E,) Cutin 49 0,26 0,056
Kombination 8,5 Hydrolysat 38 11 6,48 0,76
(Ey + E,) Cutin 12 5,70 " 0,67

Das Enzym, das die Aufspaltung des Cutins bewirkt, wird im folgen-
den mit allem Vorbehalt als “Cutinase” bezeichnet. Dieser Begriff
dient lediglich zur Vereinfachung und soll nichts daruber aussagen,
ob es sich dabei um ein Enzym handelt oder einen Enzymkomplex;
auch in Bezug auf die Natur des Enzyms soll damit nichts festgelegt
werden, denn da itber den chemischen Aufbau des Cutins nichts
Sicheres bekannt ist, kann es sich dabei sowohl um ein Enzym handeln
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welches Esterbindungen aufspaltet (sofern man unter “Cutin”
Polyester von Oxyfettsduren versteht), als auch eine Lyase welche
Ather- oder Peroxydbriicken spaltet (wenn man annimmt, da8 die
Fettsiuren des Cutins auf diese Weise vernetzt sind).

Da es bei der schwachen Aktivitit wenig aussichtsreich erschien, den Ablauf der
Reaktion durch Bestimmung der End- oder Zwischenprodukte zu verfolgen, wurde
im folgenden die Dehydrierungsreaktion als MaB zur Bestimmung der Aktivitit
der Cutinase herangezogen. Die Methode ist natiirlich nur begrenzt anwendbar,
denn da nicht sicher ist, zu welchem Zeitpunkt die Dehydrierung im Laufe des
Abbaus stattfindet, ist es z.B. moglich, daB3 bei bestimmten Extraktionsverfahren
eine Aktivitatssteigerung der Cutinase nur deshalb nicht erkannt werden kann,
weil moglicherweise ein Enzym, das nach der Spaltung durch die Cutinase diese
Spaltprodukte weiter abwandelt, nicht zugleich mit erfalBt wird. Andererseits
kann die Spaltungsreaktion auch nur so lange mittels der Dehydrierungsreaktion
verfolgt werden, als die Aktivitit der Dehydrase hoher ist als die der Cutinase.

a. Bestimmung des optimalen Extraktions-pH-Wertes

Dazu wurde das Mycel von Penicillium spec. nach der Extraktion
mit Wasser mit m/5 Acetat-, Phosphat-, oder Borat-Puffer von pH
5.6, 6.0, 6.8, 7.4, 7.9 und 8.3 (mit Uberschneidungen in den kritischen
Bereichen) extrahiert und die Aktivitit der einzelnen Extrakte unter
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Fig. 2. Abhingigkeit der “Cutinase”-Aktivitit vom Extraktions-pH-Wert.
(Indirekter Nachweis durch Bestimmung der Dehydrierungsintensitit des Wasser-
. (= Dehydrase-)—Fxtraktes in Thunberg-Ansitzen. -

gleichzeitigem Zusatz von dehydrase-haltigem Wasserextrakt gepriift.
Das Ergebnis ist in Fig. 2 wiedergegeben: Der optimale Extraktions-
bereich liegt zwischen pH 7,25 und 7,75; zur alkalischen Seite hin
fillt die Aktivitit rascher ab als zur sauren Seite.

b. Alterung und Dialyse

Im Laufe der Versuche zeigte sich, daB der Pufferextrakt-bedeutend
stabiler war als der Wasserextrakt. Nach 48-stiindiger Aufbewahrung
des Pufferextraktes bei +5° war die Aktivitit der Cutinase erst um
45 % gesunken. Ein mit Phosphatpuffer von pH 7,6 gewonnener
Extrakt aus Penicillium spec. wurde daher 3 Stdn. bei +5° gegen dest.
Wasser dialysiert und anschlieBend die Aktivitit des Extraktes in
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Kombination mit dem Dehydrase-Extrakt bestimmt (Tab. 4). Zum
Vergleich wurde auch der Wasserextrakt dialysiert und dessen Ein-
fluB auf die Aktivitit untersucht. Zur Kontrolle lief ein Ansatz mit
Pufferextrakt mit, der 10 Min. im siedenden Wasserbad gehalten
worden war. Aufgrund dieser Ergebnisse ist die Cutinase bestindig
gegen Dialyse und benétigt also keine dialysablen Cofaktoren. Weitere
Versuche ergaben, dafl auch nach 6-stiindiger Dialyse nur ein ge-
ringer Aktivititsverlust (28 9%,) festzustellen ist, der wohl auf eine
beginnende Schidigung des Enzymeiweill zuriickzufithren ist.

TABELLE IV
EinfluB der Dialyse auf die Aktivitdt des Wasserextraktes und des Pufferextraktes
aus Penicillium spec. mit Cutin-Fettsauren und Cutin als Substrat.
(Dialyse: 3 Stdn. gegen dest. Wasster bei + 5°),

Enzymlosung  Substrat ty t 1 1,
Wasser- . Hydrolysat 27 13 4,00 0,76
Extrakt (E;) Cutin 29 0 0
Puffer- Hydrolysat 69 74 0 0
Extrakt (E,) Cutin 65 0,09 0,02
Kombination Hydrolysat 35 9,5 7,65 0,81
(B, + Ep) Cuttin 3; l(l),‘zlg (1),22
E, dialysiert  g@yarolysat 4 o 2 /08
E, dialysiert gyt 65 % 0.98 0.0

> 3
E, + E,-dia- Hydrolysat 59 50 0,08 0,01
lysiert Cutin 47 0,20 0,02
E, + E,-dia- Hydrolysat 37 10 7,30 0,78 .
lysiert Cutin 6 13,90 1,48
E, 4 E,-(er- Hydrolysat 23 9 6,75 0,72
hitzt auf 100°) - Cutin 23 -0 0

c. Qur ZLeitabhingigkeit der Cutinase-Wirkung

Zur Klirung der Frage, ob die Dehydrierungsintensitit des Wasser-
extraktes von der Einwirkungsdauer des Pufferextraktes abhingig ist,
wurden Leer- und Substratansitze mit dem Pufferextrakt verschieden
lange im Wasserbad bei 30° gehalten, dann die Dehydraselésung zu-
gesetzt und die Dehydrierungsintensitit bestimmt. Der Vergleich mit
der Dehydrierungsintensitit die bei der direkten Zugabe der Dehy-
draselésung erreicht wird (also Einwirkung der Cutinaselésung=
0 Min.) ergab, daB die Intensitit der Dehydrierung mit der Linge der
Einwirkungszeit der Cutinaselosung bis zur Erreichung eines Opti-
mums ansteigt (Fig. 3). Da die zum Vergleich mitlaufenden Ansitze
mit Stearinsdure als Substrat keinen Intensitdtsanstieg zeigten, deren
Dehydrierung also unabhingig von der Einwirkung der Cutinase ist,
ergibt sich daraus einerseits, besonders da beide Substrate in ver-
gleichbarer Konzentration vorlagen, daf3 es sich bei den beobachteten
Effckten nicht um die Dehydrierung eventuell im Cutin vorhandener
freier Fettsiuren handelt, deren Dehydrierung von einer vorherigen
Spaltung unabhingig sein miilte, und andererseits, daB} der enzy-
matische Cutinabbau durch eine Spaltungsreaktion eingeleitet wird.
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Die Tatsache, daB nach etwa 30-miniitiger Einwirkung ein Optimum
erreicht wird, nach- dem die Dehydrierungsintensitit nicht mehr an-
steigt, ist wohl darauf zuriickzufithren, dal zu diesem Zeitpunkt die
Aktivititsgrenze der Dehydrase erreicht ist. ,
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Fig. 3. EinfluB der Einwirkungsdauer der Cutinaselésung auf die Intensitiat der
: nachfolgenden Dehydrierung.
x x = 3 mg Cutin/Ansatz
®----¢ =m/150 (= 5,5 mg) Stearat/Ansatz

Die recht geringe Aktivitat der Dehydrase ergab sich auch aus folgenden Ver-
suchen: Hilt man die Konzentration der Dehydrase im optimalen Bereich
(2,1-8,3 mg/Ansatz) konstant und setzt steigende Mengen Cutinaselésung zu, so
ergibt sich eine Steigerung der Dehydrierungsintensitit in einem Bereich von
1,3-5,4 mg Cutinaselosung (Enzymtrockengewicht) pro Ansatz. Bei weiterer
Konzentrationserhthung steigt die Dehydrierungsintensitat nicht mehr an und bei
sehr hohen Konzentrationen ist sogar ein Aktivitidtsabfall zu erkennen. Das be-
deutet, daB durch die Cutinase so viel Substrat fiir die Dehydrase freigesetzt wird,
daB ihre Aktivitit zur Dehydrierung desselben nicht mehr ausreicht und schlieBlich
durch den Substratiiberschuf3 eine Schiadigung des Dehydrierungsenzyms bzw.
eine Blockierung oder Hemmung eintritt.

2.  Nachweis mittels der Warburg-Methodik

In aeroben Versuchen ergab sich, daB sowohl die durch Extraktion
des Mycels von Penicillium spec. mit Wasser als auch mit Puffer von
pH 7,6 erhaltenen Losungen das Cutin zu oxydieren vermdgen
(Fig. 4). Der bei den anaeroben Versuchen erhaltene Befund, daB die
beiden Losungen verschiedene Empfindlichkeit gegen Dialyse be-
sitzen, konnte in diesen Versuchen bestitigt werden: Nach 4-stiindiger
Dialyse sinkt die Aktivitit des Pufferextraktes um etwa 26 9, ab,
wobei insbesondere die Anfangsgeschwindigkeit der Oxydations-
reaktion verringert ist, wihrend die Aktivitit des Wasserextraktes
auf etwa 10 % der Ausgangsaktivitit zuriickgeht.

Zur Prifung der Frage, ob auch unter aeroben Bedingungen eine
Abhingigkeit der Cutinasewirkung von der Einwirkungszeit gegeben
ist, wurde zu Leer- und Substratansitzen mit Pufferextrakt nach resp.
10, 20 oder 40 Min. der Wasserextrakt aus dem Seitenarm zugekippt
und der Verlauf der Oxydation verfolgt. Es ergab sich, daB die In-
tensitit der Oxydation in Abhingigkeit von der Einwirkungszeit der
Cutinase zunimmt (Fig. 5). Auch hier verlduft der Aktivititsanstieg
nicht linear, sondern nimmt mit zunehmender Dauer der Inkubations-
zeit langsam ab.
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Da das Primirenzym der Cutinspaltung im Pufferextrakt vorliegt,
wurde der Wasserextrakt zunichst nicht weiter untersucht und die
folgenden Versuche am Pufferextrakt ausgefithrt. Orientierende Ver-
suche ergaben, daB3 die Aktivitit gegeniiber Cutin bei Féllung der
Eiweile mit Ammonsulfat bei 80 9,iger Sittigung erhalten bleibt
(Fig. 6), und daB bei fraktionierter Fallung in verschiedenen Frak-
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Fig. 4. Cutin-Oxydation durch Pufferextrakt (1) und Wasserextrakt (ir) aus
Penicillium spec.
Abfall der Aktivitat nach 4-stiindiger Dialyse gegen dest. Wasser beim Pufferextrakt
(ra) und beim Wasserextrakt (11a).

Fig. 5. Cutin-Oxydation bei Zugabe des Wasserextraktes nach O (1), 10 (1),
20 (1) oder 40 (1v) Minuten.
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Fig. 6. Oxydation von Cutin durch den Rohextrakt aus Penicillium spec. (R)
und die daraus bei 80 %iger Sittigung mit Ammonsulfat erhaltene Fillung (F).
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tionen Aktivitdit nachweisbar ist. Aus den bisherigen Ergebnissen
ist jedoch noch nicht mit Sicherheit zu schlieen, ob mehrere Enzyme
am Cutinabbau beteiligt sind und welches fiir den ersten Angriff des
Substrates verantwortlich ist. '

III. Einige Spezifitdtsversuche

Da bisher nicht eindeutig gekliart werden konnte, ob im Cutin
gesittigte, ungesittigte oder oxydierte Fettsduren vorliegen (Litera-
tur s. Einleitung), schien es sinnvoll, die Aktivitit des cutinasehaltigen
Extraktes gegeniiber verschiedenen Substraten zu priifen. Dazu muBlte
jedoch zuniéchst die Substratspezifitdt der Dehydrase bekannt sein
und in Thunberg-Versuchen ergab sich, daB praktisch nur geséttigte
hohere Fettsduren angegriffen werden, aber auch Oxyfettsduren de-
hydriert werden, dhnlich der von FRANKE und HeNen (1958) in
Aspergillus niger und Rhizopus tonkinensis nachgewiesenen Schimmelpilz-
Dehydrase. Von den ungesittigten Fettsduren der G//-Reihe wird,
wie Tab. 5 zeigt, nur die Olsiaure noch sehr schwach dehydriert,
wihrend Linol- und Linolensiure nicht als H-Donatoren dienen
kénnen.

TABELLE V

Dehydrierung gesittigter hoherer Fettsduren sowie Oxyfettsiuren und C,g-Fett-
siuren mit steigender Anzahl Doppelbindungen durch die Fettsiure-Dehydrase
aus Penicillium spec.

Substrat to ¢ I I,
Myristinsdure . . . . . : 1 5,25 0,94
Palmitinsdure . . . . . 12 4,48 0,80
Stearinsdure. . . . . . 11 5,25 0,94
Olsaure . . . . . .. 26 17 2.03 - 0,36
Linolsgure . . . . . . 29 0 0
Linolensdure . . . . . 30 . 0 0
«-Oxystearinsdure . . . 16 2,40 0,43
9, 10-Dioxystearinsre. . 21 0,91 0,16

Nachdem in aeroben Versuchen dann zunichst festgestellt wurde,
daB alle verwendeten Substrate, nimlich Stearinsdure, x-Oxystearin-
siure, 12-Oxystearinsiure, 9,10-Dioxystearinsiure und Olsiure durch
den cutinasehaltigen Extrakt angegriffen werden, wurde anschliessend
in anaeroben Ansitzen die Dehydrierbarkeit der genannten Substrate
in Gegenwart beider Extrakte gepriift. Wie aus Fig. 7 zu ersehen ist,
werden bei Zusatz der Dehydraselosung nach 10 Min. langer Inku-
bation der Substrate mit der Cutinaselésung die beiden Monooxy-
verbindungen besser angegriffen als die unsubstituierte Stearinsiure
und die ibrigen Substrate. Dieser Effekt wird nach I-stiindiger
Inkubation noch deutlicher: Die Aktivitit gegeniiber der &-Oxy-
stearinsiure und dem Cutin erhoht sich in etwa gleichem MaBe und
auBlerdem ist die Aktivitit gegeniiber der 12-Oxystearinsiure stark
erhoht; bei den anderen Substraten fehlt eine derartige Steigerung
entweder vollstindig oder liegt innerhalb der Fehlergrenze. Wenn-
gleich hieraus nicht auf das Vorkommen derartiger Oxyfettsiuren im
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Cutin geschlossen werden kann, so ist es doch wahrscheinlich, daf3
solche Verbindungen bevorzugte Substrate: der am Cutinabbau be-
teiligten Enzyme darstellen und im Laufe der Abbauprozesse auftreten.
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Fig. 7. Aktivitit des cutinasehaltigen Extraktes aus Penicillium spec. gegeniiber
verschiedenen Oxyfettsiuren sowie Stearinsiure, Olsiure und Cutin. (Schraf-
fierte Stapel = Inkubationszeit 10 Min.).

1 = Stearinsiure 4 =9, 10-Dioxystearinsiure
2 = a-Oxystearinsiure 5 = Olsaure
3 = 12-Oxystearinsdure 6 = Cutin

IV, Zur Verbreitung cutinspaltender Enzyme

In anaeroben Versuchen wurde die Aktivitit von Pufferextrakten
aus Fusarium moniliforme und Rhodotorula glutinis gegentiber dem Cutin
mit den bisherigen Extrakten aus Penicillium spec. verglichen und zwar
wie in fritheren Versuchen bei verschieden langen Inkubationszeiten.
Wie Fig. 8 zeigt, is die Aktivitdt der Cutinase aus Fusarium monili-
Sforme (m) verglichen mit der aus Penicillium spec. (1) sehr schwach;
die Aktivitit des Rhodotorula-Extraktes liegt dagegen etwa 1,7 mal
héher (m). Bei Kombination des Rhodotorula-Extraktes mit der
Dehydrase aus Penicillium spec. (1v) ergab sich eine weitere Aktivitits-
steigerung. In weiteren Versuchen wurde eine Reihe von Laborato-
riumsstimmen, darunter Aspergillus clavatus, A. tamarii, Fusarium
culmorum, Penicillium claviforme und P. notatum auf ihren Gehalt an
Cutinase untersucht, doch war bei keinem der genannten Stimme
eine Aktivitit nachweisbar.

V. Direkter Nachweis der Cutinspaltung

Bei der Untersuchung der Anderung der Eigenschaften des Cutins
wenn es als Néhrsubstrat fiir Penicillium spec. verwendet wird zeigte
sich, daB sich nicht nur die mechanischen Eigenschaften dndern, wobei
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aus dem- harten, - elastischen Material eine weiche, gumméose Masse
wird, -sondern auch die Loslichkeit. Cutin ist normalerweise auch in
konzentriertem Alkali unléslich und kann nur durch lingeres Kochen
in alkoholischem Alkali oder in absol. Alkohol mit K,CO, langsam
hydrolysiert werden. Das vier bis fiinf Wochen als Nihrsubstrat ver-
wendete Cutin ist hingegen in warmem, verdiinnten Alkali (15 %%ige "
KOH oder NaOH) teilweise leicht 5slich.

Zur genaueren Priifung wurden je 2 mg unbehandeltes und an-
gegriffenes Cutin 30 Min. in absol. Alkohol unter Zusatz von K,CO,
am RiickfluB gekocht und anschlieBend die Menge der in Losung
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Fig. 8 Cutinase-Gehalt von Extrakten aus verschiedenen Pilzen (vgl. Text).

gegangenen Fettsduren bestimmt. Es ergab sich, daB in der kurzen
Zeit vom vorbehandelten (enzymatisch angegrlffenen) Material be-
reits 47 9, in Losung gegangen waren, wihrend beim Kontrollansatz
nur 0,8 % des Ausgangsmaterials gelost waren.

Aus dem Ergebnis ist zu schlieBen, daB durch die E1nw1rkung der
Pilzenzyme die chemischen Eigenschaften des Cutins grundlegend:
verindert werden. Ob es sich dabei um eine Hydrolyse unter Auf-
spaltung von Esterbindungen, oder um die Lésung von Sauerstoff-
briicken handelt, 148t sich hieraus allerdings nicht entscheiden.
Immerhin bietet sich auf diese Weise die Moglichkeit, die recht rohe
Methode der Aufspaltung des Cutins auf chemischen Wege, wobei
die Bildung von Artefakten nicht ausgeschlossen werden kann, durch
eine enzymatische Lyse zu ersetzen. Nach papierchromatografischer
Auftrennung ‘und Bestimmung der Spaltprodukte wird es leichter
sein, Einblick in die beim enzymatischen Abbau des Cutins zu er-
wartenden Reaktionen zu erhalten. ,

SUMMARY

1." Penicillium spec., 2 mould isolated from rotting leaves, is able to grow on a
culture medium with cutin as the only carbon source. Hence the fungus contains
enzymes which are able to destroy cutin.
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2. While the mould-enzymes were acting upon the cutin, the resulting variations
of the nutritional substrate were followed with certain intervals as well by roentgen
microscopical examinations as by replica technique; the phenomenons of break-
down could be demonstrated by means of photographs. -

3. The change in mechanical properties caused by the enzymes of the fungus
are also apparent macorscopically, moreover the insoluble cutin is converted into
a form that is easily soluble in diluted warm alkali,

4. By means of Thunberg technique in water extracts of Penicillium spec.
a dehydrogenase could be demonstrated which is able to dehydrogenate fatty acids
obtained by chemical hydrolysis of cutin. Some properties of these dehydrogenase
were investigated.

5. Using the dehydrogenase reaction as an assay, in extracts of Penicillium spec.
with phosphate buffer the presence of an enzyme could be demonstrated that
makes cutin readily attackable by the dehydrogenase by liberating free fatty acids
from the polymere compound. The preliminary term “‘cutinase” is proposed for
this enzyme.

6. Some properties of the “cutinase” were determined under aerob and anaerob
conditions and the stability of the enzyme against dialysis as well as the possibility
of precipitation with ammonium sulfate were established. There are indications
that preferably monohydroxy stearic acids are used as a substrate by this enzyme.

7. Some results point to the fact that in buffered extracts of Penicillium spec.
several enzymes are present taking part in the breakdown of cutin; probably
“cutinase” consists of more than one enzyme.

8. Low “cutinase” activity could be demonstrated also in Fusarium moniliforme
and higher activity in a yeast, Rhodotorula glutinis.

Herrn Professor Dr. H. F. Linskens (Nijmegen) danke ich fiur den Hinweis auf
das Problem, anregende Diskussionen und die stindige Férderung meiner Arbeit.
Ebenso danke ich Herrn Professor Dr. W. Franke (Kéln) fiir wertvolle experimentelle
Vorschlige und Literaturhinweise, sowie die freundliche Uberlassung von Oxy-
fettsiure-Praparaten. Herrn M. M. A. Sassen danke ich fiir die Isolierung des
Penicilliumstammes. Fiir experimentelle Hilfe danke ich Friulein. I. van den Brand,
fiir die Rontgenaufnahmen Herrn M. van den Donk und fir die Ausfithrung der
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