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Abstract: Tyrosinasen und Catecholoxidasen gehoren zur
Klasse der Typ-III-Kupferenzyme. Forscher arbeiten seit
Jahrzehnten daran, die Monophenolase-/Diphenolase-Spezi-
fitat dieser Enzyme auf struktureller Ebene zu erkliren und
entwickelten dazu eine Hypothese (basierend auf der ersten
Catechol- und Tyrosinasestruktur), der zufolge der Grund fiir
das Fehlen von Monophenolase-Aktivitit in Catecholoxidasen
das strukturell eingeschrinkte aktive Zentrum sein konnte.
Jiingste strukturelle und biochemische Studien an dieser En-
zymbklasse liefern jedoch Anlass zu Zweifeln an dieser Theorie.
Hier wird die erste Kristallstruktur einer pflanzlichen Tyrosi-
nase (Juglans regia) prdasentiert, anhand derer gezeigt wird,
dass die Unterscheidung zwischen Mono- und Diphenolase-
Aktivitit auf struktureller Ebene nicht durch eine strukturelle
Einschrinkung des aktiven Zentrums bestimmt wird; vielmehr
spielen Aminosduren, die sich am Eingang zu und innerhalb
der zweiten Schale um das aktive Zentrum befinden, eine viel
wichtigere Rolle, als bisher angenommen.

-ryrosinasen sind Oxidoreduktasen, die ein Typ-III-Kup-
ferzentrum enthalten und in einer Vielzahl verschiedener
Organismen zu finden sind.!"! Tyrosinasen katalysieren jene
beiden Reaktionen, die das Ausgangsmaterial fiir die Mela-
ninbiosynthese liefern: die ortho-Hydroxylierung von Mo-
nophenolen zu o-Diphenolen (Monophenolase-Aktivitit,
EC1.14.18.1) und die anschlieBende Oxidation der o-Di-
phenole zu den entsprechenden o-Chinonen (Diphenolase-
Aktivitat, EC 1.10.3.1). Beide Reaktionen sind an die Re-
duktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser gekoppelt.””!
Wihrend des katalytischen Zyklus durchlauft das zweikerni-
ge Kupferzentrum drei unterschiedliche Oxidationszustidnde.
In der ruhenden met-Form sind die Kupferionen (Cu") iiber
ein Hydroxidion oder Wassermolekiil miteinander verbriickt.
Die deoxy-Form stellt den reduzierten Zustand (Cu') dar, der
nach Bindung von Sauerstoff in die reaktive oxy-Form um-
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gewandelt wird.®! Die Stilllegung des Gens fiir Walnuss-Ty-
rosinase (jTYR) fiihrt zu einem Phéanotyp in Walnussblét-
tern, der sich optisch nicht von dem Phénotyp lddierter
Walnussblitter, der durch Tyramin-vermittelten Zelltod in-
duziert wird, unterscheidet.

In den letzten Jahrzehnten wurden die katalytischen
Mechanismen sowohl von Tyrosinasen als auch von Cate-
choloxidasen, unter anderem kristallographisch, intensiv un-
tersucht. Die bisherigen Rontgenstrukturanalysen zeigten
eine hohe Strukturdhnlichkeit der aktiven Zentren beider
Enzymgattungen mit lediglich geringfiigigen Unterschieden.
Eine sperrige Aminoséure, die den Substratzugang zum ak-
tiven Zentrum blockiert, fillt hier besonders auf. Diese
Aminosdure wurde zum ersten Mal in der wegweisenden
Kristallstruktur der Catecholoxidase aus StiBkartoffeln (Ipo-
moea batatas) identifiziert.”! Es wurde angenommen, dieser
Aminoséurerest sei entscheidend fiir die Kontrolle der Mono-
und Diphenolase-Spezifitit, weshalb der Begriff ,,Blocker-
Rest* eingefiihrt wurde. Gestiitzt wurde diese Theorie durch
die allererste Kristallstruktur einer Tyrosinase aus Strepto-
myces castaneoglobisporus, die an der Blocker-Position ein
Glycin enthilt.”! Dennoch bietet die Beziehung zwischen
Struktur und Funktion in Typ-III-Kupferproteinen gegen-
wirtig noch Anlass zur Diskussion.

Hier wird nun die hochaufgeloste Kristallstruktur der
ersten pflanzlichen Tyrosinase in ihrer aktiven Form prisen-
tiert, die aus Walnussblittern isoliert und gereinigt wurde.
Die Walnuss-Tyrosinase weist sowohl Monophenolase-Akti-
vitét als auch einen sperrigen Aminosdurerest an der Blocker-
Position auf."*!

j*TYR wurde aus Walnussblittern isoliert!”! und die
Struktur anschlieend kristallographisch mit einer Auflosung
von 1.8 A gelost (PDB-Eintrag: SCE9). Die Kerndominen-
struktur von jrTYR ist beinahe identisch mit bereits verof-
fentlichten Polyphenoloxidasen (PPOs).%*? Die hochste
Strukturdhnlichkeit weist jF7TYR zu zwei seiner nichsten
Verwandten auf, der pflanzlichen Catecholoxidase aus
Ipomoea batatas (ibCO; Sequenzidentitit des Hauptkerns
56.6%)" und der aus Vitis vinifera (vwwCO; 63.7%).1°! Das
zwei Kupferionen enthaltende aktive Zentrum ist aus einem
Biindel aufgebaut, das aus vier a-Helices (04, a5, al2 und
al4) besteht (Abbildung 1A). Jedes Kupferion des aktiven
Zentrums wird von drei Histidin(His)-Resten koordiniert
(Abbildung 1B). Kupfer A (CuA) wird von His87, His108
und His117 koordiniert, wobei His87 und His117 auf a-He-
lices (a4 und a5) und His108 auf einer Schleife lokalisiert
sind. Das Ce-Atom von His108 bildet mit dem Schwefelatom
eines benachbarten Cysteinrests (Cys91) eine Thioetherbin-
dung, die die Flexibilitit von His108 einschrénkt. Kupfer B
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Abbildung 1. Gesamtstruktur und die Struktur des aktiven Zentrums
von jrTYR. A) Die Gesamtstruktur ist als griiner Cartoon abgebildet,
wobei die vier a-Helices des Biindels, welches das aktive Zentrum
bildet, in Rot zu sehen sind. B) Das aktive Zentrum mit den kupferko-
ordinierenden Histidinresten, dem Blocker und der Thioetherbindung
ist in der Stibchendarstellung angezeigt. Das restliche Protein ist als
Cartoon mit 50-prozentiger Transparenz zu sehen (griin C, blau N,
gelb S). Die beiden Kupferatome sind als braune Kugeln dargestellt,
und das kupferverbriickende Lésungsmittelmolekiil ist als kleine rote
Kugel gezeigt.

(CuB) wird von His239, His243 und His273 koordiniert, die
sich alle auf a-Helices befinden.

jrTYR wurde in der ruhenden met-Form mit einem Cu-
Cu-Abstand von 4.0 A kristallisiert, der dhnlich dem Abstand
ist, der in der met-Form von vwCO (4.2 A) gefunden wurde."
Beide Kupferionen sind tiber ein Losungsmittelmolekiil mit-
einander verkniipft, bei dem es sich hochstwahrscheinlich um
ein Hydroxidion handelt und das von beiden Kupferionen
2.1 A entfernt ist. CuA weist mit seinen drei koordinierenden
Histidinresten und dem Losungsmittelmolekiil eine Geome-
trie auf, die am besten als Intermediat aus einem verzerrten
Tetraeder und einer trigonalen Bipyramide mit einer unbe-
setzten Koordinationsstelle beschrieben werden kann, wih-
rend CuB eine fast perfekt tetraedrische Geometrie hat
(Abbildung 1B).

Die Struktur enthilt zwei Disulfidbriicken (Cys11-Cys26
und Cys25-Cys88), die einerseits die N-terminalen Schleifen
stabilisieren, indem sie diese mit dem Hauptkern verankern.
Anderseits werden Disulfidbriicken mit dem Kupfereinbau in
Verbindung gebracht, da j¥rTYR das in Tyrosinasen hoch-
konservierte CXXC-Motiv (C88-A-Y-C91) enthilt, das der
Literatur zufolge fiir die Kupferaufnahme erforderlich ist.!'"
Die beiden Disulfidbriicken sind in jF'TYR 8 A voneinander
entfernt und bilden einen Pfad, der den kiirzesten Weg in das
aktive Zentrum des Enzyms beschreibt (ca. 16 A). Deshalb
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konnten diese Disulfidbriicken eine dhnliche Rolle bei der
Kupferaufnahme spielen wie das CXXC-Motiv in anderen
Tyrosinasen oder Kupferchaperonen (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen).!!

An der Blocker-Position iiber CuA weist jFTYR ein
Phenylalanin (Phe260) auf (Abbildung 1B). Dies ist insofern
interessant, als die Gegenwart eines sperrigen Blocker-Rests
bisher nur mit Catecholoxidasen in Verbindung gebracht
wird.>) Es wurde postuliert, dass das sperrige Phenylalanin
in Catecholoxidasen die Bindung des Substrats an CuA ver-
hindert und somit die Monophenolase-Aktivitdt inhi-
biert.”!>!% Dies fiihrte zur Annahme, dass Monophenole
ausschlieflich an CuA und Diphenole an CuB binden."”
Goldfeder et al. ersetzten das an der Blocker-Position be-
findliche Val218 in der Tyrosinase aus Bacillus megaterium
(bmTYR) durch einen sperrigen Phenylalaninrest, um eine
Catecholoxidase nachzuahmen und so die Monophenolase-
Aktivitdt zu hemmen. Diese wurde jedoch erstaunlicherweise
durch die Mutation erhoht, und gleichzeitig wurde die Di-
phenolase-Aktivitit verringert.'! Dieselbe Arbeitsgruppe
lieferte spater Strukturen (Trdanken von bmTYR-Kristallen in
Substratlésungen), die zeigten, dass sowohl Mono- als auch
Diphenole an CuA in bmTYR binden konnen, woraus die
Autoren schlossen, dass beide Substratarten auch in Cate-
choloxidasen an CuA binden.'"”) Deshalb wurde davon aus-
gegangen, dass die eingeschriankte Flexibilitit von CuA
(wegen der Thioetherbriicke) in Kombination mit einem
sperrigen Blocker fiir das Fehlen von Monophenolase-Akti-
vitdt in Catecholoxidasen verantwortlich ist, da beide Re-
striktionen eine Substratrotation verhindern wiirden, die laut
Literatur essenziell fiir die Hydroxylierung von Monophe-
nolen sei.l'!! Dennoch wurde Monophenolase-Aktivitit fiir
jrTYR eindeutig nachgewiesen, obwohl die hier gezeigte
Struktur sowohl einen sperrigen Blocker iiber CuA als auch
eine die Flexibilitdt einschrankende Thioetherbriicke auf-
weist.! Dieser Befund zeigt unmissverstindlich, dass ein in
Raum und Flexibilitédt eingeschrénktes aktives Zentrum nicht
die Ursache fiir die Mono- und Diphenolase-Spezifitit sein
kann.

Diese These wird weiter durch den Vergleich der jFTYR-
Struktur mit den Strukturen der pflanzlichen Catecholoxid-
asen ibCO (PDB-Eintrag: 1BT3)" und vwCO (PDB-Eintrag:
2P3X) gestiitzt."®! Obwohl die Enzyme unterschiedliche
Funktionalititen aufweisen, sind ihre Strukturen beinahe
identisch, und innerhalb eines Radius von 5.5 A um jedes
Kupferion ist kein Unterschied in ihrer Aminosduresequenz
zu finden (Abbildung 2). Erst ab der zweiten Schale des ak-
tiven Zentrums (hier definiert als all jene Aminosédurereste,
die mindestens 6 A von beiden Kupferionen entfernt sind)
werden die Strukturen allmihlich unterschiedlich, wobei der
groffte Unterschied in der Positionierung des Blocker-Rests
zu finden ist (Abbildung 2). Phe261 in ibCO verdeckt CuA
komplett und scheint deshalb den Begriff , Blocker” zu
rechtfertigen. Eine andere Struktur von ibCO, in der das
Enzym den Inhibitor Phenylthiocarbamid (PTC; PDB-Ein-
trag: IBUG)P bindet, zeigte jedoch, dass die Seitenkette von
Phe261 flexibel ist und sich nach der PTC-Bindung von CuA
wegdrehen kann. Dasselbe wurde auch fiir vvCO berichtet: In
der Struktur des freien Enzyms (ohne Substrat) wird CuA
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Abbildung 2. Uberlagerung der aktiven Zentren von jrTYR mit ibCO
und vwCO. Die Proteine sind als Cartoons dargestellt, wihrend das je-
weilige aktive Zentrum in der Stibchendarstellung angezeigt ist. Jede
PPO-Struktur hat eine andere Farbe: jrTYR griin, ibCO cyan und

wCO lila (griin/cyan/lila C, blau N, gelb S, rot O). Der grofle schwarze
Kreis stellt den Bereich der ersten Schale des aktiven Zentrums dar
(ca. 5.5 A um jedes Kupferzentrum). Der rote Kreis mit dem rechts ge-
zeigten Einschub weist auf die unterschiedlichen Positionen der einzel-
nen Phenylalaninreste tiber CuA hin (Sicht von oben). CuA ist als
braune Kugel dargestellt. Das Phenylalanin von ibCO (cyan) bedeckt
CuA komplett, wihrend dasjenige von wCO (lila) CuA nur teilweise
bedeckt. Die Position der Phenylalaninseitenkette in jrTYR (griin) fihrt
zu keiner Abdeckung von CuA. Der schwarze Pfeil im Einschub zeigt
die Verschiebung von kompletter Uberdeckung (ibCO, cyan) bis hin zu
keiner Uberdeckung von CuA (jrTYR, griin).

teilweise durch den Blocker Phe260 (Abbildung 2, Neben-
graphik) abgeschirmt, aber Molekiildynamiksimulationen
zeigten, dass auch dieses Phenylalanin flexibel ist und eine
Substratbindung an CuA ermoglichen kann.? Im Fall von
jrTYR ist CuA bereits in seinem ruhenden met-Zustand (kein
Substrat) vollig frei zugédnglich (Abbildung 2, Nebengraphik).
Es ist jedoch nicht klar, ob diese CuA-Zugénglichkeit das
Ergebnis einer Rotation von Phe260 ist oder ob diese Zu-
géanglichkeit durch eine feste Position des Phenylalaninrests,
die CuA nicht abschirmt, immer gegeben ist. Wir favorisieren
die zweite Theorie, da alle analysierten Datensitze (insge-
samt fiinf) zeigten, dass die Phe260-Seitenkette sich immer an
derselben Position befindet. Aus diesen Befunden lédsst sich
ableiten, dass zumindest fiir pflanzliche PPOs der Begriff
»Blocker® fiir die Aminoséure iiber CuA nicht gerechtfertigt
ist und iiberdacht werden sollte.

Die Aminosduren aus der zweiten Schale, die sich am
Eingang zum aktiven Zentrum befinden, konnten entschei-
dend fiir die Aktivitatsunterschiede sein, obwohl sich selbst
dort die einzelnen pflanzlichen PPOs nur geringfiigig in ihren
Aminosduren unterscheiden. Dennoch fiihren einige dieser
wenigen Aminosdureunterschiede zu unterschiedlichem
elektrostatischem Verhalten in ihrer jeweiligen Umgebung,
z.B. der Aminosiurerest, der sich iiber dem CuB koordinie-
renden Histidinrest (His243 in jFTYR) befindet. jrTYR trégt
an dieser Position ein kleines hydrophobes Leucin (Leu244),
wihrend sich im Unterschied dazu in ibCO und vvCO dort
ein langes und positiv geladenes Arginin (Arg245) bzw. Lysin
(Lys244) befindet, die in der Lage sind, acide Gruppen von
Substraten zu stabilisieren. Diese Tatsache deutet auf die
besondere Wichtigkeit von elektrostatischen Wechselwir-
kungen hin, die wihrend der Substratbindung beider En-
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zymgattungen stattfinden und sich daher auf die Tyrosinase-
spezifitit auswirken konnten.!]

In einer der beiden Ketten des kristallographischen
Dimers der jrTYR-Struktur wurde innerhalb des aktiven
Zentrums eine interessante Elektronendichte gefunden, die
wie die verschmierte Elektronendichte eines gebundenen
Liganden aussicht (Abbildung 3 A). Diese Elektronendichte

B)

Abbildung 3. Pfad in das aktive Zentrum. A) Die mFo-DFc-Karte (kon-
turiert bei 3.0 0) der Elektronendichte, die den Pfad in das aktive Zen-
trum markiert, ist als graues Netz dargestellt. Der Pfeil zeigt die Rich-
tung des Pfades an. Die sechs kupferkoordinierenden Histidinreste,
der Phenylalaninrest tiber CuA, Leucin244 in der zweiten Schale des
aktiven Zentrums und die Thioetherbriicke sind in der Stabchendar-
stellung angezeigt (griin C, blau N, gelb S), wahrend der Rest der
Struktur als Cartoon mit 50-prozentiger Transparenz dargestellt wird.
Die beiden Kupferionen sind als braune Kugeln abgebildet, das kupfer-
verbriickende Lésungsmittelmolekiil als kleine rote Kugel. B) Struktur-
tiberlagerung von Tyrosin (Stdbchendarstellung; cyan C, blau N,

gelb S) mit jriTYR (dieselbe Darstellung wie in Abbildung 3 A). Die Kup-
ferionen von jITYR sind als braune Kugeln dargestellt, die Zinkionen
der tiberlagerten Struktur von bmTYR +Tyrosin als silberne Kugeln.
Die Ausrichtung des tberlagerten Substrats (Tyrosin) passt zu dem in
Abbildung 3 A gezeigten Pfad. Leu244 ist in der zweiten Schale des ak-
tiven Zentrums lokalisiert und befindet sich in unmittelbarer Nihe der
Carboxygruppe des Tyrosinrests (Substratschwanz). Substrate, die
einen hydrophoben Teil anstelle der Carboxygruppe enthalten, kénnen
mit Leu244 (hydrophob) wechselwirken und stabilisiert werden (wie
die kinetischen Daten zeigen).

scheint einen Pfad zu beschreiben, der von der Proteinober-
flache in das aktive Zentrum fiithrt und hochstwahrscheinlich
von Losungsmittelmolekiilen stammt, die in das aktive Zen-
trum hinein und aus diesem wieder hinaus diffundieren. Da
ein Teil dieser Elektronendichte mit CuA iiberlappt, kann
daraus geschlossen werden, dass ein ankommendes Substrat
diesen Pfad nutzt und sich in Richtung von CuA ausrichtet.
Diese Substratausrichtung wurde bereits in den Kristall-
strukturen von bmTYR!™ beschrieben, die unterschiedliche
Substrate gebunden hatten (PDB-Eintrag: 4P6R (gebunde-
nes L-Tyrosin), 4P6S (gebundenes L-DOPA) und 4P6T (ge-
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bundenes p-Tyrosol)). Die Strukturiiberlagerungen von
jrTYR mit allen substratgebundenen Strukturen von bmTYR
filhrten zu exzellenten Uberlappungen (r.m.s.d.“ ca. 1.3 A,
mit 647 iibereinstimmenden Atomen; r.m.s.d.= Wurzel der
mittleren quadratischen Abweichung) und zeigten, dass die
Ausrichtung der Substrate zu der Dichte im aktiven Zentrum
von jrTYR passte, was den vorgeschlagenen Pfad stiitzt
(Abbildung 3B). Zudem wurden kinetische Studien an
jrTYR mit den Substraten, die in der Strukturiiberlagerung
verwendet worden waren, durchgefiihrt, um die Ergebnisse
dieser Uberlagerungsuntersuchungen zu bekriftigen. Die ki-
netischen Daten zeigten, dass alle untersuchten Phenolkom-
ponenten als Substrate akzeptiert werden, wobei Monophe-
nole, die keine Carboxylatgruppe tragen, zu einer héheren
katalytischen Effizienz fithren (Abbildung S2 und Tabelle S2
in den Hintergrundinformationen). Dies konnte am bereits
erwidhnten Leu244 liegen, das sich tiber CuB befindet und
bevorzugt hydrophobe Substratbereiche stabilisiert (Abbil-
dung 3B). Im Unterschied zu jrTYR enthilt die bmTYR-
Struktur ein Arginin (Arg209) an dieser Position und kann
deshalb mittels Wasserstoffbriicken eher Substrate stabili-
sieren, die eine Carboxylatgruppe tragen, wie in den Tyrosin-
und L-DOPA-gebundenen Strukturen gezeigt wurde.!"”!

Des Weiteren zeigten die Strukturiiberlagerungen, dass
der sperrige Phe260-Rest in jFrTYR so ausgerichtet ist, dass er
zumindest schwache T-formige n-i-Wechselwirkungen mit
dem aromatischen Ring der Substrate eingehen kann. Dies
lasst auf eine neue Funktion fiir Phe260 schlieBen, das an-
scheinend zusammen mit dem CuB koordinierenden His243
ein speziell geformtes Tor bildet, das zum aktiven Zentrum
fiihrt und nur von Substraten in der richtigen Ausrichtung
passiert werden kann (Abbildung S3 in den Hintergrundin-
formationen). Die aromatischen Ringe aller Substrate, die
mit jFTYR tiberlagert wurden, befanden sich genau zwischen
Phe260 und His243 und werden von dem parallel positio-
nierten His243 iiber Kation-ni-Wechselwirkungen stabilisiert,
die man auch in der bmTYR-Struktur gefunden hatte."”) Eine
kiirzlich veroffentlichte Studie zeigte, dass die Mutation des
iber CuA befindlichen Phe273-Rests zu Alanin in cgAUS1
(eine pflanzliche PPO, die an der Biosynthese von Auronen
beteiligt ist) zu einer signifikanten Verringerung der Diphe-
nolase-Aktivitit fithrte, was wiederum die Wichtigkeit dieser
Aminosdure fiir die Ausrichtung des Substrats und dessen
Bindung an das aktive Zentrum belegt.*”)

Es wird ein Bindungsmechanismus vorgeschlagen, in dem
das Substrat bereits am Eingang zum aktiven Zentrum durch
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen mit
Aminosdureresten aus der zweiten Schale des aktiven Zen-
trums praorientiert wird. Gleichzeitig konnte die notwendige
Deprotonierung des Substrats durch ein hochkonserviertes
Wassermolekiil, das durch Glu235 und Asn240 stabilisiert
wird, erfolgen (Abbildung S4 in den Hintergrundinformatio-
nen).l""! AnschlieBend findet die endgiiltige Ausrichtung des
Substrats mithilfe von His243 und Phe260 statt, und das
Substrat ndhert sich CuA, jedoch leicht versetzt, sodass die o-
Position des Phenylrings zum Kupfer-verbriickenden oxo-Li-
ganden zeigt (hierbei wird angenommen, dass sich das Enzym
in seiner oxy-Form befindet). Die Hydroxylierungsreaktion
konnte dann von weiteren Losungsmittelmolekiilen unter-
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stiitzt werden, die als Protonendonoren wie auch -akzeptoren
fungieren konnen. Danach wird das entstehende Diphenol-
Zwischenprodukt zum endgiiltigen o-Chinon oxidiert. Dieser
,durch substratlenkende Aminosiurereste vermittelte® Me-
chanismus bendotigt nur eine kleine Substratrotation, die
keine konformative Neuausrichtung des aktiven Zentrums
erfordert, da das Substrat bereits beim Eintritt in das aktive
Zentrum fiir beide Reaktionen passend ausgerichtet ist.

Die hier prisentierte erste pflanzliche Tyrosinasestruktur
hat gezeigt, dass entgegen bisherigen Vermutungen der
sperrige Aminosédurerest iiber CuA und die Flexibilitidt des
aktiven Zentrums nicht fiir die fehlende Monophenolase-
Aktivitdt in pflanzlichen PPOs verantwortlich sind. Diese
Beobachtungen sind in Einklang mit der jlingsten Entwick-
lung dieses Forschungsgebiets, die Zweifel an der ,klassi-
schen Rolle des sperrigen Aminosédurerests aufkommen
lasst. Es wird daher vorgeschlagen, dass die elektrostatische
Umgebung, die Konformation und die Art der Aminosdure-
reste in der zweiten Schale, die sich am Eingang zum aktiven
Zentrum befinden, der Schliissel zur Aufklidrung der Mono-
und Diphenolase-Spezifitit sein konnten.

Experimentelles

Das aktive Enzym wurde wie zuvor beschrieben isoliert, gereinigt und
anschlieBend kristallisiert.*! Die Beschreibung der verwendeten
Methoden, die Statistiken der Datensammlung (Tabelle S1) und die
relevante Literatur fiir die Strukturauflosung mittels Rontgenstruk-
turanalyse konnen in den Hintergrundinformationen gefunden
werden.
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