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Abstrakt—In zellfreien Extrakten aus drei Tage alten Wurzeln von Zea mays konnten die Transaminase und
Ammoniuvm-Lyase des L-Phenylalanins durch Fraktionierung mit Ammoniumsulfat bzw. Sephadex G-200-
Sdulen getrennt werden. Es wurden das pH-Optimum und die Temperatur-Stabilitit dieser Enzyme, sowie
die Substratspezifitit der Transaminase bestimmt.

Abstract—L-phenylalanine transaminase and ammonia lyase were isolated from cell-free extracts of 3-day-
old Zea mays roots and fractionated with (NH,),SO, and Sephadex G 200. The pH optima and temperature
stability of both enzymes and the substrate specificity of the transaminase were determined.

EINLEITUNG

DiE TRANSAMINASE und Ammonium-Lyase des Phenylalanins (E.C. 2.6.1.5 und E.C. 4.3.1.5)
spielen eine bedeutende Rolle im Stoffwechsel dieser Aminosdure. Das Vorkommen der
Phenylalanin-Transaminase!™ und der Phenylalanin-Ammonium-Lyase4~7 in hoheren
Pflanzen ist bekannt; beide Enzyme wurden schon in gereinigtem Zustande dargestelit.!-2- 63

Im Zusammenhang mit einigen Aspekten des Stoffwechsels des Phenylalanins und
weiterer aromatischer Stoffe in Maiswurzeln interessierten wir uns fiir diese Enzyme.

Die Ergebnisse die wir bei der Isolierung und Reinigung, sowie bei der ndheren Charakter-
isierung dieser Enzyme gewonnen haben, legen wir in dieser Arbeit vor.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Das Vorkommen der Phenylalanin-Transaminase und Phenylalanin-Ammonium-
Lyase wurde in Wurzeln von drei Tage alten Keimlingen der Pflanze Zea mays “Cesky biely
konsky zub”” nachgewiesen. Die Anreicherung dieser Enzyme ist in der Tabelle angegeben.

Die Fraktion 20-60% Ammoniumsulfatsittigung, die die beiden untersuchten Enzyme
enthielt, wurde einer weiteren Trennung an einer Sephadex G-200-Sdule unterworfen; in
diesem Reinigungsschritt konnten die beiden Enzyme getrennt werden (Abb. 1).

* Teil 111 der Serie: Enzyme des Aminoséurestoffwechsels; Teil IT: Flora—im Druck.
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Das Anreicherungsverfahren ergab eine 40-fache bzw. 57-fache Anreicherung der
Phenylalanin-Transaminase bzw. Phenylalanin-Ammonium-Lyase. Die Reaktionsgesch-
windigkeit war proportionel der Enzymkonzentration.

Aus dem Verlauf der Aktivititsinderungen bei verschiedenen Temperaturen inkubierter
Ansitze wurde erkennbar, dass die Phenylalanin-Transaminase bei 50° inaktiviert wird.
Eine etwas hohere Temperaturstabilitit zeigt die Phenylalanin-Ammonium-Lyase, bei der
die Inaktivierung erst bei 70° eintritt. Diese Befunde stimmen mit den Ergebnissen anderer
Autoren? iiberein die grosse Emfindlichkeit und Unbestindigkeit der pflanzlichen Trans-
aminasen betreffend.
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Fraktionsnummer

ABB, 1. ELUTIONSVERLAUF DER PROTEINE (A), PHENYLALANIN-TRANSAMINASE (B) UND PHENYLALANIN-
AMMONIUM-LYASE (C) AUS SEPHADEX G-200-SAULE (2 x 40 cM). DIE AKTIVITAT DER ENZYME IST IN
SPEZIFISCHER AKTIVITAT—MEA /MG PROTEIN—ANGEGEBEN. FRAKTION: 2 ML.

Die gereinigte Phenylalanin-Transaminase zeigt ein verhdltnissmissig breites pH-
Optimum zwischen pH 6 und pH 8. Der nach Lineweaver und Burk!® bestimmte Wert fiir
K,, betriigt 3,4 x 1073 M. Ein ausgeprdgteres pH-Optimum von pH 9 konnte im Falle der
Phenylalanin-Ammonium-Lyase bestimmt werden. Die Konstante K, wurde fiir dieses
Enzym zu 1,1 x 1073 M bestimmt.

Die Phenylalanin-Transaminase aus Maiswurzeln zeigt ein breites Spektrum der Sub-
stratspezifitit; auch r-Tyrosin, L-Tryptophan, L-Histidin und L-Aspartat konnen sich als
Substrate an der Reaktion beteiligen. Es kam aber nicht zu einer Transaminierung von
L-Alanin, L-Ornithin und L-Arginin. Was die Acceptorspezifitit dieser Transaminase
betrifft, so konnte weder mit Pyruvat noch Oxalacetat eine Transaminierung des L-Phenyl-
alanins mit den gereinigten Enzym nachgewiesen werden.

Die angefiihrten Ergebnisse weisen daraufhin, dass in den drei Tage alten Wurzeln der
Keimlinge des Maises ein intensiver Phenylalaninumsatz stattfindet.
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EXPERIMENTELLER TEIL
Pflanzenmaterial

Fir die Versuche wurden drei Tage alte Keimlinge des Maises ““Cesky biely konsky zub™ verwendet. Die
Samen wurden 12 Stunden in Wasser gequollen, auf angefeuchtetes Filtrierpapier ausgesit und bei 25° im
Dunkeln gezogen.

Enzymreinigung

Die angegebene Praparation wurde bei 0° durchgefiihrt. Das Acetongetrocknete Priiparat der Wurzeln
wurde mit 0,005 M Phosphatpuffer, pH 7, extrahiert. Der von ungelésten Anteilen durch Zentrifugation
befreite (15 Minuten bei 10,000 x g) Rohextrakt wurde durch Ammoniumsulfatfraktionierung in den Grenzen
0-20, 20-60 und 60-100%, Ammoniumsulfatsittigung gefillt. Die einzelnen Eiweissfraktionen wurden in
wenig 0,005 M Phosphatpuffer, pH 7, aufgenommen und iiber Nacht gegen 0,001 M Phosphatpuffer vom
gleichen pH-Wert dialysiert.

Nach Auftragen der Enzymldsung wird die Sephadex G-200-Siule mit demselben Puffer entwickelt
(0,005 M Phosphatpuffer) mit dem die Sdule zuvor dquilibriert wurde. Proteinbestimmungen wurden nach
Lowry!! durchgefiihrt.

Messung der Transaminierungsaktivitéit

L-Phenylalanin: «-Ketoglutarat Transaminase wurde durch spektrophotometrische Messung der wihrend
der enzymatischen Reaktion sich bildenden Phenylbrenztraubensiure? bestimmt. Die Zusammensetzung des
Standardansatzes war: 1,3 ml 0,1 M Phosphatpuffer, pH 8, 10 uMol «-Ketoglutarat, 20 uMol L-Phenylalanin,
0,5 pMol Pyridoxalphosphat und 1 ml Enzymldsung in einem Gesamtvolumen von 3 ml. Die Enzymlosungen
wurden bei 40° mit Pyridoxalphosphat 5 Minuten lang vorinkubiert. Proben von 0,7 m] waren vom Anfang
der Reaktion (nachdem «-Ketoglutarat zugegeben wurde) in 20 Minuten Abstinden zu je 2,3 ml einer 0,5 N
NaOH Lésung zugegeben und die Extinktion dieser Proben bei 320 nm gegen Blindproben (Ansitze ohne
Acceptor) gemessen. Die Menge des Phenylpyruvats errechnete sich aus einer Kalibrationskurve. Die
Einheit der Enzymaktivitit (EA) ist als diejenige Enzymmenge definiert, die in 1 Minute die Bildung von
1 Mol Phenylpyruvat katalysiert.

Messung der Desaminierungsak tivitdit

Die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Desaminierung des L-Phenylalanins wurde mittels der
withrend der Reaktion sich bildenden Zimtsdure bestimmt. Die Reaktionsansiitze enthielten: 1,3 mi 0,2 M
Tris-HCl Puffer, pH 8,8, 20 pMol L-Phenylalanin und 0,5 ml Enzymldsung in einem Gesamtvolumen von
3ml. DielInkubation wurde bei 40° 1 Stunde lang durchgefiihrt, wobei alle 15 Minuten 0,5 ml Anteile entnom-
men und zu je 2,5 ml einer 0,5 N NaOH Loésung zugegeben waren. Die Menge der Zimtsidure wurde bei
268 nm unter Verwendung einer Kalibrationskurve dieser Siure bestimmt. Als Kontrollproben wurden am
Anfang der Reaktion abgenommene Proben sowie Ansédtze ohne Zugabe von Phenylalanin verwendet. Die
Einheit der Enzymaktivitit (EA) ist als diejenige Enzymmenge definiert, die in 1 Minute die Bildung von
1 uMol Zimtsdure katalysiert.

Enzymeigenschaften

Die Abhingigkeit des Umsatzes von dem pH-Wert der Ansiitze wurde bei pH 5,0 (0,1 M Citrat-Phosphat-
puffer), bei pH 6,0, 7,0, 8,0 (0.1 M Phosphatpuffer), bei pH 9,0 (0,2 M Tris-HCl Puffer) und bei pH 10,0
(0,1 M Carbonatpuffer) bestimmt. Als Enzymlosung fanden die Fraktionen II1 (vgl. Tabelle 1) mit spezifischer
Aktivitit von 32 mEA/mg Protein (bei der Phenylalanin-Transaminase) bzw. von 68 mEA/mg Protein (bei
der Phenylalanin-Ammonium-Lyase) Verwendung.

TABELLE. 1 ANREICHERUNG DER PHENYLALANIN-TRANSAMINASE (TA) UND PHENYLALANIN-AMMONIUM-LYASE (AL)

Enzymaktivitit Spezif. Aktivitit  Anreicherung
(mEA) (mEA/mg) n-fach

Vol. ——r—— Protein ~ A S A —

Reinigungsschritt Fraktion (ml) TA AL (mg) TA AL TA AL
Rohextrakt (I) 36 287 513 151 1,9 34 1,0 1,0
20-60 9 (NH,),SO4 Fillung 144 158 383 26,1 6,1 14,7 3,0 4,3

aIn

Sephadex G-200 Séule (III) 2 8,8*  214* 0,11 81,0 1950 40,0 57,0

* Elutionsfraktionnummer: fur TA =41; fir AL=35.

111, H. Lowry, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR und R. J. RANDALL, J. Biol. Chem. 193, 265 (1951).
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Der Temperatureinfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit wurde bei Temperaturen von 25° bis 70°
beobachtet. Es wurden die gleichen Enzyml6sungen verwendet wie bei den pH Versuchen.

Substratspezifitit

Zur Priifung der Transaminaseaktivitit gegeniiber verschiedenen Aminoséduren (L-Tryptophan, L-Tyrosin,
L-Histidin, L-Aspartat, L-Alanin, L-Arginin und L-Ornithin) wurden Ansitze mit «-Ketoglutarsdure zur
Reaktion gebracht. Die gebildete Glutaminsiure wurde qualitativ papierchromatographisch nachgewiesen.
Die verschiedenen Aminosiuren wurden in der gleichen Konzentration von 20 pMol/Ansatz zum
Standardansatz zugegeben. Es wurde eine Enzymlsung mit spezifischer Aktivitdt von 80 mEA/mg Protein
untersucht.

Acceptorspezifitit

Die Acceptorspezifitit wurde in Standardansatz untersucht; Pyruvat bzw. Oxalacetat wurden in der
gleichen Konzentration (10 uMol/Ansatz) beigesetzt, wie es fiir die «-Ketoglutarsiure beschrieben wurde.
Bei diesen Versuchen wurde eine Enzymlsung wie oben angegeben, verwendet.



