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Hydroxy la t ion  of Phenyla lan ine  by  Hydrogenomonas eutropha H 16 

Summary. The tyrosine requirement of tyrosine-dependent mutants of Hydro- 
genomonas eutropha (Alcaligenes eutrophus) strain H 16 (ATCC 17699) can be 
satisfied by L-tyrosine as well as by L-phenylalanine. 

Tyrosine is formed from L-phenylalanine by suspensions of intact wild type cells 
and is excreted into the medium. I t  is only transiently accumulated in the medium 
since it is further metabolized by the cells at a rate comparable to that of phenyl- 
alanine. 

Phenylalanine is converted to tyrosine by cell-free extracts in the presence of 
NAD(P)He and oxygen; the initial rate of tyrosine formation is 20 units per g 
protein. Tyrosine is degraded at an approximately equal rate. After the addition of 
L-phenylalanine to the crude extract tyrosine is formed and accumulated up to a 
2--3 mM concentration and reaches a steady state concentration of less than 1 mM 
tyrosine. In addition to the components mentioned, the phenylalanine hydroxylase 
reaction requires at least one dialysable cofactor which has been separated by 
chromatography on sephadex-G 25. 

In strain H 16 phenylalanine hydroxylase is induced by L-phenylalanine; it is 
not induced by T.-tyrosine, phenylpyruvate, hydroxyphenylpyruvate or L-trypto- 
phan. Induction occurs only when phenylalanine is added to the growth medium in 
substrate concentrations (e.g. 0.2~ ; growth factor concentrations (20 ~zg/ml) are 
not effective. 

Phenylalanine hydroxylase has been found only in those strains which are able 
to utilize phenylalanine as a carbon and energy source for growth: H. eutropha H 16, 
Pseudomonas /acilis, strain 12X. 

Zusammen]assung. ])er Tyrosinbedarf yon tyrosinbediirftigen Mutanten yon 
Hydrogenomonas eutropha (Alcaligenes eutrophus) Stature H 16 (ATCC 17699) l~$t 
sich aui~er durch L-Tyrosin auch durch L-Phenylalanin befriedigen. 

Suspensionen intakter Wildtypzellen setzen Phenylalanin zu Tyrosin um und 
scheiden es in die I~hrlSsung aus. Da Tyrosin mi~ etwa der gleichen Rate umgesetzt 
wird, kommt es zu einer nut voriibergehenden Akkumulation. 

Dureh zellfreie Extrakte wird Phenylalanin in Gegenwart yon NAD(P)H 2 und 
Sauerstoff unter Bildung yon Tyrosin hydroxyliert. :Die Anfangsrate betr~gt 
20 E/g Protein. Tyrosin wird mit etwa der gleichen Rate abgebaut. Im !~ohextrakt 
kommt es nach einer anfiinglichen Akkumulation yon Tyrosin (2--3 raM) zur 
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AnschlieBend warde die enzymatische Aktivitgt durch 5 rain langes Erhitzen bei 
75 ~ C unter Stickstoff zerstSrt. Das denaturierte Protein wurde 30 rain bei 80000 �9 g 
abzentrifugiert und der klare, gelbliche l~Tberstand bei --20 ~ C aufbewahrt. 

Biochemikalien. INADH und 1NADPH wurden von Boehringer GmbH Mann- 
heim bezogen. Die verwendeten Aminosauren stammten von den Firmen 
Merck AG, Darmstadt, und Serva, Heidelberg. 

]~xperimente and Ergebnisse 
Hydrogenomonas eutropha Stamm H 16 vermag mit den aromatischen 

Aminos~uren T,-Phenylalanin und L-Tyrosin als einzigen Energie-, 
Kohlenstoff- und Stiekstoffquellen zu waehsen. Die Generationszcit 
betr~gt bei 30~ mit beiden Subs~raten im Durehschnitt 75 min und 
entspricht etwa der mi~ Pyruvat .  Tyrosin-bedfirftige Mutantcn des 
gleichen Stammes liel~en sieh mi~ L-Phenylalanin als Kohlenstoff- und 
Supplinquelle anziehen. Dieser Befund deutet  darauf hin, dal~ die Zellen 
in der Lage sind, Phenylalanin in Tyrosin umzuwandeln. 

Der Nachweis, dab die Zellen ein hydroxylierendes Enzym enthalten, 
wurde durch Messung der Tyrosinzunahme und des Phenylalanin- 
verbrauchs erbraeht. Das Tyrosin, das sieh naeh Inkubation der Zellen 
mit Phenylalanin in dem enteiweiBten l~berstand befand, wurde mittels 
einer ffir p-substituierte Phenole spezifischen Reaktion mit 1-Nitroso-2- 
naphthol bestimmt. Bei hoher Tyrosinkonzentration erfo]gte die Bestim- 
mung colorimetriseh (Udenfriend u. Cooper, 1952), bei niederen Konzen- 
trationen fiuorimetrisch (Waalkes u. Udenfriend, 1957). Zu jedem Vet- 
such wurde eine unter Testbedingungen aufgenommene Standardkurve 
angefertigt. 

Phenylalanin-Hydroxylierung dureh Suspensionen intakter Zellen 

~qach dem yon Guroff u. I to (1965) ausgearbeiteten Verfahren wurden 
mehrere Hp-oxydierende Bakterien auf die enzymatische t tydroxylierung 
yon Phenylalanin bin untersucht (Tub. 1). 

Wie aus Tab. 1 ersichtlich, sind H. eutropha Stamm H 16, Stature 
12 X und P. ]acilis in dcr Lage, aus Phenylalanin Tyrosin zu bflden. Es 
handelt sich dabei um jene Organismen, die L-Phenylalanin auch als 
Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen kSnnen. Alle anderen St~mme, 
einschlie~lieh E. coli K 12, sind zur Hydroxylierung von Phenylalanin 
nicht bef~higt. 

Bei H. eutropha H 16 wurde ferner gepriift, ob das gebfldete Tyrosin 
in der Zelle akkumuliert oder in das Medium ausgeschieden wird. Die 
Zellen warden nach der Inkubation abzen~rffugiert und das ]~ber- 
stehende auf Tyrosin hin untersucht. Die sedimentierten Zellen wurden 
in Puffer resuspendiert, mit Trichloressigsi~ure durehli~ssig gemacht und 
gef~ll~. Nur ein geringer Anteil des Tyrosins ist in dem Zellrfickstand 
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Tabelle 1. Be]~ihigung wassersto]]oxydierender Bakterien zur Hydroxylierung yon 
Phenylalanin 

Stamm Anzuchtssubstrat Wachstum Tyrosin- 
auf Phenyl- bildung a 
alanin (izmole/Std) 

Hydrogenomonas 
eutrolgha H 16 

Stamm 12X 
Pseudomonas /acilis 
Stamm 1 B 
Stature L11A 
Stamm 33 X 
Escherichia coli 

(Referenzorganismus) 

L-Phenylalanin ~ 0,234 
L-Phenylalanin + 0,170 
L-Phenylalanin + 0,404 
Fructose ~- L-Phenylalanin -- 0,016 
Fructose + n-Phenylalanin -- 0,020 
Glucose + L-Phenylalanin -- 0,032 

Glucose + L-Phenylalanin 0,030 

a In Abwoichung zu den Versuchen, bei denen gleichzeitig die Phenylalanin- 
abnahme gemessen wurde, befanden sich in einem Reaktionsansatz yon je 3 ml 
18 t~mole L-Phenylalanin und 1,0 ml eincr Zellsuspension yon einer Triibung yon 
Es ~  0 = 3 .  

Tabelle 2. Ausscheidung yon Tyrosin wghrend einer einsti~ndigen Inkubation der 
Zelleu you H. eutropha Stature H 16 in Gegenwart yon Phenylalanin 

Zelldichte Tyrosin im Suspen- Tyrosin in den sedi- 
sionsmedium mentiertcn Zellen 

(E540 nm) (~mole) ({zmole) 

3 0,192 0,016 
12 0,860 0,071 

enthalten; die fiberwiegende Menge wird von den Zellen vorfibergehend 
in das Medium ausgesehieden (Tab. 2). 

Die im Laufe yon 1 Std bei 37~ Jm Reaktionsansatz gebilde~e Menge 
Tyrosin ist der eingesetzten Zellmenge direkt proportional (Abb.1). 
Unter  den gegebenen Bedingungen besteht eine ]ineare Abh~ngigkeit bis 
zu 5 mg Protein pro Reaktionsansatz. 

Bei den vorangehend geschflderten Versuehen war die Konzentrat ion 
an Phenylalanin (18 ~mole/3 ml) im Verh~ltnis zur Konzentra~ion an 
gebildetem Tyrosin sehr hoeh. U m  neben der Tyrosinbildung auch die 
Phenylalaninabnahme messend verfolgen zu kSnnen, sollte die Substrat- 
konzentration nach MSgliehkeit herabgesetzt werden. Aus Abb.2 geht 
hervor, dab die Rate  der Tyrosinbildung yon der Phenylalaninkonzen- 
trat ion abhi~ngig ist und mit  sinkender Konzentrat ion abnimmt.  U m  
die Abnahme der Phenylalaninkonzentration messen zu kSnnen, wurden 
die nachfolgenden Versuehe mit  3 ~molen Phenylalanin im Reaktions- 
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Abb. 1. Abhiingigkeit der Tyrosinbildung yon der Zelldiehte. Das Reaktions- 
gemisch enthielt in einem Endvolumen yon 3 ml: 18 ~mole L-Phenylalanin; 0,5 ml 
0,067 M Phosphatpuffer pH 6,8; 1,0 ml Zellsuspension variierter Dichte. Es wurde 

jeweils 1 Std bei 37 ~ C inkubiert 

Abb. 2. Abhangigkeit der Tyrosinbildung yon der Phenylalaninkonzentration. Der 
Reaktionsansatz enthielt in einem Endvolumen yon 3 mh 0,5 ml 0,067 N[ Phosphat- 
puffer pH 6,8; 1,0 ml Zellsuspension (E~t 0 = 3). Die Zahlen an den Kurven geben die 

NIengen an L-Phenylalanin in ~molen pro Reaktionsansatz an 

ansatz durchgeffihrt, einer Konzentration, bei der die Rate  der Tyrosin- 
anhaufung etwa ihre halbe maximale GrSBe hat. 

Vorversuche hat ten vermuten lassen, dab das gebildete Tyrosin 
einem Abbau unterliegt. In  parallelen Versuehsans/~tzen wurden daher 
nebeneinander die Abnahme yon Phenylalanin und die Tyrosinbfldung 
sowie die Abnahme einer vorgegebenen Konzentrat ion an Tyrosin fiber 
3 Std verfolgt (Abb.3). Das Phenylalanin nahm w/ihrend der ersten 
Versuchsstunde linear mit  der Zeit ab; das Tyrosin hingegen stieg nur 
geringfiigig an lind sank nach einer Zeitdauer, die yon Versuch zu Ver- 
such variierte, auf ein Minimum ab. Eine lineare Abhingigkeit  der Zu- 
nahme der Tyrosinkonzentration yon der Zeit ist nur  in einem Inkuba-  
tionszeitraum von 30 rain gegeben. Dieser Befund weicht yon Ergebnis- 
sen ab, die Guroff u. I re  (1965) mit  intakten Zellen yon Pseudomonas sp. 
erhielten, in denen sic eine Zeitproportionalit/~t feststellten, die sich 
wenigstens fiber 60 rain erstreckte. I m  Parallelansatz wurde Tyrosin 
etwa mit  der gleichen Rate  abgebaut  wie das PhenylManin im ersten 
Ansatz. Das bedeutet,  dab das Tyrosin zunachst yon der Zelle aus- 
geschieden, dann wieder aufgenommen und in den katabolischen Stoff- 
wechsel eingeschleust wird. An Suspensionen intakter  Zellen laBt sieh die 
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Abb. 3. Zeitlicher Verlauf der Tyrosinan- 
hEufung sowie der Phenylalanin- und 
Tyrosinabnahme. Die AnsEtze enthielten 
die gleichen Komponenten wie in Abb.2 
genannt; zur Messung der Tyrosinabnahme 
wurden in einem Parallelansatz 3 ~zmole 

L-Tyrosin eingesetzt 

3~,~heny lalanin 

\\ 
Tyr, osin~. 

o 1 2 $tunden 
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Tabelle 3. Induktion der Phenylalanin-Hydroxylase durch verschiedene aromatische 
Verbindungen 

Substrat intakte Zellen a zellfreier Extrakt b 

~mole Tyrosin gebildet mg ~zmole Tyrosin 
Protein vorhanden 

ohne mit bci Beginn nach 
Chloramphenicol der 20 min 

Reaktion Reaktions- 
zeit 

n-Phenylalanin 0,252 0,320 5,3 0,116 1,62 
Fructose -k 0,20/0 
T.-Phenylalanin 0,282 0,326 -- -- -- 
Fructose -k 20 ~zg 

L-Phenylalanin/ml 
N~hrmedium 0,050 0,010 -- -- -- 

Fructose 0,050 0,020 11,1 0,073 0,104 
L-Tyrosin 0,016 0,012 5,1 0,740 0,816 
Phenylpyruvat 0,044 0,016 6,1 0,040 0,197 
Hydroxyphenylpyruvat 0,020 0,010 3,6 0,011 0,020 
L-Tryptophan 0,086 0,020 7,6 0,049 0,067 

a Jeder Reaktionsansatz enthielt 1 ml einer Zellsuspension yon einer Trfibung 
yon Esa 0 ~ 3. Die Inkubationsdauer betrug 1 Std bei 37 ~ C. 

Jeder Re~ktionsansatz enthielt Rohextrakt mit der ~ngegebenen Menge 
Protein und wurde 20 min bei 30 ~ C inkubier~. 

Rate  der Tyros inb i ldung  demzufolge n ieht  exakt  bes~immen, da das 
gebildete Tyros in  weiterreagiert  u n d  abgebau t  wird. 

Die Pheny la lan in -Hydroxy lase  ist  kein kons t i tu t ives  Enzym.  Tab.  3 
gibt  eine l~bersicht fiber die Substrate ,  auf  denen H. eutropha S t a mm 
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Abb.~a undb. Sauerstoffaufnahme dutch Zellen yon Hydroge~omonas eu~ropha 
H 16, die mit L-Phenylalanin { . . . ) ,  L-Tyrosin ( . .  m) als Substraten und in 
einem Komplettmedium (Nutrienb Broth) (o o o) angezogen worden waren. Das 
Reaktionsgef~B enthielt 2 ml Zells~spension (Est~ = 1 ); 0,4 ml 0,967 ~ Phospha~- 
puffer pH6,8; ~ 0,Tml L-Tyrosin (0,005~), ohne Puffer; b 0,4ml L-Phenyl- 
alanin (0,01 ~). Der Zentralzylinder enthielt 0,2 ml 10~ KOIt. Die Warburgget~Be 
wurden bei 30 ~ C unter Luft gesehiittel~. Die endogene A~mung (a �9 �9 war gering 

H 16 angezogen wurde, am die Induktion der Phenylalanin-Hydroxylase 
zu priifen. Bei Versuehen mit intakten Zellen reiehte die Inkubationszeit 
in Gegenwart yon Phenylalanin als Substrat �9 um eine leiehte Induk- 
~ion des Enzyms hervorzurufen. Dutch Zusa~z yon Chloramphenieol, 
das die Proteinsynthese bloekiert, lieB sieh die w~hrend der Inkuba~ion 
erfolgende Enzymbildung unterdrficken (Tab. 3). 

Sowohl die Versuche mit intak~en Zellen �9 aueh jene an zellfreien 
Extrakten ergaben, dal~ lediglieh L-Phenylalanin als Substrat induzierend 
wirkr (Tab. 3). Dieser Befund steht im Gegensagz zu den Ergebnissen 
yon Untersuchungen an Pse~zZomona~ ~pecies (Guroff u. Ito, 1963) und 
im Einkl~ng mit Aussagen fiber P~eudomonas/luorescens (Kunita, 1955, 
1956) und Vibrio OI (Dagley et al., 1953). Bei beiden Organismen IieB 
sieh das Phenylalanin hydroxylierende Enzym dutch Tyros~n nicht 
induzieren. 

Messungen der Sauerstoffaufnahme im Warburg-Experiment best~tig- 
ten das Ergebnis des Induktionsversuches. Waren die Ze]]en yon St�9 
H 16 auf Phenylalanin oder Tyrosin gewachsen, so oxydierten sie Tyrosin 
ohne lug-Phase und mit der gleiehen Sauerstoff~ufnahmer~te (Abb. 4 a). 
ttingegen setzte die Phenylalaninoxydation bei den mig Tyrosin ange- 
zogenen Zel]en erst mit VerzSgerung ein (Abb. 4 b). Duraus folgt: Phenyl- 
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Abb. 5a--c. Tyrosinbildung (a) und Phenylalaninabnahme (b) bei variierten l~oh- 
extraktmengen. Die Zahlen geben die Extraktmenge in Milligramm Protein/Ansatz 
an. Das Reak~ionsgemisch enthielt in einem Endvolumen yon 0,8 ml: 3 ~mole 
L-Phenylalanin; 2,5 ~mole NADH; 0,5 ml Rohextrakt. Die Inkubationstemperatur 
betrug 30 ~ C. c Abh~ngigkeit der t~ate der Tyrosinanhaufung ( . .  ,) bzw. der 

Phenylalaninabnahme (A �9 �9 vonder eingesetzten Proteinmenge 

alanin induziert als Subs~rat die Enzyme zur Oxydation yon Phenyl- 
alanin und Tyrosin; Tyrosin indnziert nur die Enzyme zur Tyrosin- 
oxydation. 

Nachweis der Phenylalanin-I-Iydroxylase in zellfreien Extrakten 

Abb. 5 gib~ den zeithchen Verlauf der Bfldung yon Tyrosin (a) und 
der Abnahme yon Phenylalanin (b) mi~ versehiedenen Mengen von Roh- 
extrak~ wieder. Die Anfangsgeschwindigkeiten der beiden Reaktionen 
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Abb. 6 a. und b. Zeitlicher Verlauf der Tyrosinanh~ufung mad der n-Phenylalaninab- 
nahme (a) sowie der Abnahme yon n-Tyrosin (b). Die Ans~ze enthielten die 
gleichen Komponen~en wie in Abb.5. Der Proteingehalt betrug 9 (a) bzw. 
10,6 (b) mg/Ansatz, b enthielt an Stelle yon L-Phenylalanin 1,5 tzmole L-Tyrosin 

shad den eingesetzten Proteinmengen ann~hernd proportional (Abb. 5 c) 
und nahezu gleich grol]. Die Disproportionalit~t im unteren Protein- 
bereieh, die in den Experimenten mit intakten Zellen nieht auftrat  
(Abb. 1), beruht offenbar auf einem ,,Verdiinnungseffekt". Diese An- 
nahme ist um so wahrsoheinlieher, als die Phenylalanin-Hydroxylase 
yon Stature H 16 ebenso wie die yon Pseudomonas sp. (Guroff u. Ire, 
1965) eofaktorabh~ngig ist. Man kann annehmen, dab das Verh/~ltnis 
Enzym/Cofaktoren bei einem hohen Verdiinnungsgrad versehoben ~ r d .  
Guroff u. Abramowitz (1967) stellten bei tier Ausarbeitung einer neuen 
empfmdliehen MeBmethode ffir die Phenylalanin-Hydroxylase unter 
Verwendung yon para-Tritium-markiertem Phenylalanin lest, dab bei 
niedrigen Enzymkonzentrationen die ReaktionsgesehwindigkeiC nieht 
linear verlief. Die Phenylalanin-Hydroxylase aus Leber erwies sieh in 
diesem Konzentrationsbereieh als instabfl. 

Bereits die Abb. 5 a 1/~Bt erkennen, dab sieh w/~hrend der Umsetzung 
yon Phenylalanin Tyrosin nut  vorfibergehend anh/~uft. Das Produkt  tier 
Hydroxylierung yon Phenylalanin wird also nicht nur durch intak~e 
Zellen abgebaut, sondern aueh dureh den zellfreien Rohextrakt  um- 
gesetzt. Tyrosin wird bis zu geringen Konzentrationen mi~ maximaler 
Gesehwindigkeit abgebaut (Abb. 6b). Es f/tilt jedoeh auf, dab die maxi- 
male Rate tier Abnahme yon Tyrosin im Rohextrakt  ers~ nach einer 
Verz6gerung yon 20 min erreieh~ wird. Die auf die anf~ngliehe Akkumu- 
lation yon Tyrosin folgende rasche Abnahme I/~Bt sich aueh dutch hShere 
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Tabelle 4. Die Bildung yon Tyrosin aus L-Phenylalanin dutch zell/reie Extrakte 

Reaktionsansatz ~mole Tyrosin Ezmole n-Phenylalanin 
gebildet verbraucht 

Versueh I Versuch I I  Versuch I Versueh I I  

Komplettes System 1,19 1,07 1,28 1,44 
-- Extrakt 0,0 -- 0,0 -- 
-- L-Phenylalanin 0,095 -- 0,0 -- 
-- NADH 0,394 0,256 0,89 0,72 
-- NADH -]- NADPH 1,15 1,05 1,27 1,39 
Vorinkubation des Roh- 

extraktes mit 
Fe(NI-I4)~(S0~) ~ 1,36 1,25 1,43 1,67 

Das komplette Reaktionssystem enthielt die Komponenten wie in Abb.5. 
Versuch I wurde mit einer Proteinkonzentration yon 8,95 mg/Ansatz und Versuch I I  
mit 7,75 mg/Ansatz durehgefiihrt. 

Konzentrat ionen yon Phenylalanin nieht verhindern. Wie bei intakten 
Zellen sind aueh im Rohext rak t  die Raten der Hydroxylierung yon 
Phenylalanin und der Oxydation yon Tyrosin nahezu gleieh. Dal] sieh 
die Anfangsrate der Bfldung yon Tyrosin fiberhaup~ messen ]~Bt und gut 
erfaBbare Konzentrat ionen an Tyrosin voriibergehend auftreten 
(Abb.6a),  ist wohl auf  die Verz6gerung zurfiekzuffihren, mit  der die 
Tyrosinoxydation effektiv wird. 

Cofaktoren der Phenylalaninhydroxylierung dureh den Rohext rak t  
sind NADH 2 oder NADPH~; beide P3n'idinnueleotide sind gleieher- 
maBen wirksam (Tab.4). I m  Laufe einer 2~/~gigen Lagerung bei 4~ geht 
die Aktivitiit  des Rohextrakts  um etwa 20 ~ zurfiek. Dutch eine 5 rain 
lange Vorinkubation des Rohextraktes  mit  Eisenammoniumsulfat  1/~B~ 
sich die Rate  der Tyrosinbfldung um etwa 15 ~ erh6hen. 

Dureh Dialyse oder dutch Chromatographie an einer Sephadex-G 25- 
Si~ule verlor der Rohext rak t  seine katalytisehe Aktivi ts  vSllig. Dutch 
Zusatz yon hitzebehandeltem Ex t rak t  oder yon S/iuleneluat lieB sieh 
die Aktiviti~t teflweise wiederherstellen (Tab. 5, Abb. 7). Der in Anlehnung 
an das Verfahren yon Guroff und l~hoads (1969) hergestellte hitze- 
behandelte Ex t r ak t  komp]ettierte das System. Ein auf  100~ erhitztes 
Zellhomogenat hat te  keine nennenswerte Wirkung. Ein 3 rain auf  60~ 
erhitztes Zellhomogenat verffigte noeh fiber eine mi~flere enzymatisehe 
Aktivit/it, ein 5 rain auf  75 ~ C erhitztes Zellhomogenat hatte nur noeh die 
Wirkung des Cofaktors. 

Die dureh Chromatographie an der Sephadex-G 25-S~ule abgetrenn- 
ten niedermolekularen Fraktionen stellten die Aktivit/it des dialysierten 
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Tabelle 5. Tyrosinbildung und Phenylalanluabnahme in dialiysierten und co/aktor- 
/reien Rohextrakten 

Extrakt Protein/Ansatz ~moleTyrosin ~molePhenyl- 
gebildet alanin 

(mg) verbraueht 

undialysiert 9,7 
dialysiert 9,4 
dialysiert ~ 0,5 ml hitze- 

behandelter Extrakt 9,4 
dialysiert -[- 0,5 ml 

S~,ulenfraktion 21 9,4 
nieht chromatographiert 9,4 
Proteinfraktionen 9-- 17 vereinigt 8,7 
Proteinfraktionen 9-- 17 -$- 0,5 ml 

hitzebehandelter Extrakt 8,7 
Proteinfraktionen 9-- 17 ~ 0,5 ml 

S~ulenfraktion 21 8,7 
0,5 ml hitzebehandeltei Extrakt 1,03 

1,52 1,84 
0,034 0,022 

0,667 1,05 

0,388 0,66 
1,63 1,97 
0,027 0,072 

1,02 1,27 

1,22 1,45 
0,098 0,53 
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Abb. 7. Die komplettierende Wirkung niedermolekularer Fraktionen eines Sephadex- 
Eluats auf den eofaktorfreien Extrakt. Der obere Teil der Darstellung gibt den 
Protein- sowie den Chloridgehalt (Extinktion der AgC1-Suspension) der einzelnen 
Fraktionen wieder. Im unteren Tell sind die Tyrosinanh~ufung ( . .  ~) und die 
Menge des umgesetzten L-PhenyIalanins (A �9 A) dureh Extrakte der vereinigten 
Proteinfraktionen 9--17, denen niedermolekulare Fraktionen zugesetzt warden, auf- 
gefiihrt (nghere Erkl~rung s. Text). Der Reaktionsansatz enthielt in einem Gesamt- 
volnmen yon 1,5 ml: 3 ~zmole L-Phenylalanin, 2,5 tzmole NADH, 0,5 ml Extrakt und 
0,5 ml der bezeiehneten niedermolekularen l~raktionen. Die Inkubationszeit betrug 

20 rain bei 30 ~ C 
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oder chromatographierten Rohextraktes ebenfalls teilweise wieder her. 
Die proteinhaltigen Fraktionen 9--17 des Sephadex-G 25-Eluats wurden 
vereinigt und dureh den hitzebehandelten Extrakt oder durch die im 
Nachlauf der S/s erseheinenden niedermolekularen Frak~ionen 
(erkennbar an ihrem Chloridgehalt) komp]ettiert (Abb.7, Tab.5). Im 
unteren Tell der Abb.7 sind die Tyrosinproduktion und die Phenyl- 
alaninabnahme aufgetragen. Wurden je 0,5 ml der vereinigten Protein- 
fraktion 9--17 mit je 0,5 ml der niedermolekularen Fraktionen versetzt 
und in Gegenwart yon NADH~ und L-Pheny]alanin 20 rain lang inku- 
biert, so wurde Tyrosin angeh/~uft. Der zur Tyrosinbildung notwendige 
Cofaktor ist in den letzten Fraktionen des Sephadex-Eluats enthalten. 

Diskussion 

Mit den aromatischen Aminos/~uren r,-Tyrosin, L-Pheny]alanin und 
L-Tryptophan als Substraten w/ichst Hydrogenomonas eutropha Stature 
H 16 sehr gut (Blackkolb u. Schlegel, 1968). Darfiber hinaus werden yon 
allen Isolaten dieser Species auch Benzoes~ure, p- und m-Hydroxy- 
benzoes~ure, Phenol, Kynurenin, Nicotins/~ure und Benzoylame~sen- 
s/s verwertet; Benzoes/~ure und p-Hydroxybenzoes/s werden fiber 
den/~-Ketoadipins/s abgebaut (Johnson u. Stanier, 1971). ]~ber 
den Abbauweg yon Phenylalanin und Tyrosin dureh H. eutropha liegen 
bislang keine Untersuchungen vor. Da die Bildung der Phenylalanin- 
Hydroxylase induziert wird, wenn Phenylalanin in Substratkonzentra- 
tion in der N~hrlSsung geboten wird, ist anzunehmen, dal] dieses 
Enzym in den Abbau yon Phenylalanin eingeschaltet ist. Mit der An- 
nahme, dal] das Enzym vorwiegend katabolische Funktionen hat, steht 
der Befund im Einklang, dab die Aktivit~t der Phenylalanin-Hydroxyl- 
ase mit abnehmender Konzentration yon Phenylalanin im Waehstums- 
medium sinkt und verschwindend klein ist, wenn Phenylalanin im N/~hr- 
medium die Konzentration eines Supplins erreicht. Die vorgelegten 
Ergebnisse besagen nicht, dab Phenylalanin mSglieherweise aueh unter 
Umgehung yon Tyrosin abgebaut wird. Parallele Abbauwege werden 
ffir Vibrio 01 postu]ier~ (Dagley et al., 1953). 

Der Tyrosinbedarf auxotropher Mutanten yon H. eutropha H 16, 
deren Tyrosinsyntheseweg unterbrochen ist, l~Bt sich dutch Tyrosin 
oder Phcnylalanin befriedigen; die 1Vfutanten wachsen mit Phenylalanin 
als Supplin, wobei zu dessen Hydroxylierung das in,,basal ]evel"-Mengen 
vorhandene Enzym ausreieht. Die durch hShere Konzentrationen yon 
Phenylalanin induzierte Phenylalanin-Hydroxylase hydroxyliert Phenyl- 
a]anin, und vorfibergehend kommt es zur Ausscheidung yon Tyrosin und 
dessen Anh~ufung in der N/~hrlSsung. Uber die MSglichkeit, Phenyl- 
alanin zu hydroxylieren, verffigen entsprechende Mutanten von Escheri- 
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chia cell K 12 nieht (Simmonds, 1950). Inwieweit der Wildstamm H 16 
Phenylalanin als Tyrosinquelle in Anspruch nimmt,  bleibt Versuchen 
fiber die enzymatisehe Regulation der Biosynthese yon Phenylalanin 
und Tyrosin vorbehalten. DaB das dureh Hydroxylierung yon Phenyl- 
alanin entstandene Tyrosin direkt in das Protein eingebaut wird, ist 
unter Verwendung yon 14C-Phenylalanin an Pseudomonas sp. (ATCC 
11299 a) naehgewiesen worden (Guroff u. Ire,  1965). 

I m  UbersehuB gebildetes Tyrosin wird yon S tamm H 16 wie yon 
Bacillus subtilis (Champney u. Jensen, 1970) ausgesehieden. Das im 
Medium akkumulierte Tyrosin wird yon den Zellen wieder aufgenommen 
und raseh abgebaut. Aueh durch Rohextrakte  wird das Tyrosin welter 
umgesetzt. Naeh der Zugabe von Phenylalanin und NADH~ zu einem 
Rohextrakt  yon S tamm H 16 wird Tyrosin vorfibergehend bis zu einer 
Konzentrat ion yon 2- -3  mM im Reaktionsansatz angeh/~uft (Abb. 5a), 
dann aber - -  naeh 20 min - -  beginnt sich eine steady staf~-Konzentration 
einzustellen, die unter 1 mM liegt. Die Aktivit~t der Phenylalanin- 
Hydroxylase kann daher nur aus der Anfangsgesehwindigkeit der Tyro- 
sinproduktion gemessen werden. 

NADH~ las t  sieh dureh NADPH~ ersetzen. In  dieser Hinsieht unter- 
scheidet sieh die Phenylalanin-Hydroxylase aus H 16 yon dem Enzym 
aus Pseudomonas sp., das ffir NADH 2 streng spezifiseh ist und durch 
N A D P H  2 sogar gehemmt wird (Guroff u. I re ,  1963). 

Da$ die Phenylalanin-Hydroxylase aus H. eutropha H 16 auBer 
NAD(P)H2 noch eines weiteren oder mehrerer niedermolekularer Co- 
faktoren bedarf, ist durch Dialyse und Chromatographie des Rohextrak- 
tes an einer Sephadex G 25-S/~ule nachgewiesen worden. Der eofaktor- 
freie Rohextrakt  gewinnt durch Zusatz yon hitzebehandeltem, enzyma- 
tiseh inaktivem Zellextrakt oder durch Zusatz yon Sauleneluaten, die 
niedermolekulare Komponenten enthalten, seine katalytische Akt iv i ta t  
wieder. Ob es sieh bei den Cofaktoren um Pteridin-Derivate handelt, 
ist nicht geprfift worden. Ein Cofaktor der Phenylalanin-Hydroxylase 
von Pseudomonas s~. ist wahrscheinlich L-Threoneopterin (Guroff u. 
Rhoads, 1967). 

Fiir die sorgfaltige Hilfe bei vielen Experimenten danken wir Frl. H. Grot- 
kasten. Die Untersuehungen wurden abschnittsweise dureh die Akademie der 
Wissenschaften in GSttingen gefSrdert. 
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