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20p-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase, ein neues kristallines Enzym* 

Kfirzlich berichteten wir z, dass Extrakte aus Streptomyces hydrogenans 2 20-Keto- 
Steroide in Gegenwart von DPNH zu den entsprechenden 20fl-Hydroxy-Steroiden 
reduzieren. Inzwischen konnten wir das die Umwandlung vermittelnde Enzym in 
kristalliner Form darstellen. Da es in Hydrazin-Puffer a auch die umgekehrte Reaktion, 
Dehydrierung von 20fl-Hydroxy-Steroiden zu 20-Keto-Steroiden katalysiert, schlagen 
wir ffir das Enzym den Namen "20fi-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase" (abgekfirzt: 
2ofl-Enzym) vor. 

Bei der Darstellung des Enzyms haben wit das frfiher mitgeteilte Verfahren 1 in 
drei Punkten abge~indert: 

I. Das Enzym wurde adaptiv dutch Wachstum der Mikroorganismen in NXhr- 
16sungen, denen Reichsteins Substanz S zugesetzt war (45 rag/l), io bis 3 ° fach 
angereichert. 

2. Zur Extraktion des Enzyms wurde das Mycel des Streptomyces hydrogenans 
dutch Ultraschall aufgeschlossen (i Min, 20 kHz, 4 ° W/cm2). Die beschallte Mycel- 
suspension wurde scharf zentrifugiert (IO,OOO x g, 30 Min) und das Enzym sogleich 
bei 45 % Ammoniumsulfats~ittigung 6 aus dem l)berstand ausgefiillt. Anschliessend 
wurden die bereits beschriebenen Reinigungsschritte 4, 5 und 61 vorgenommen. 

3. Eine weitere Reinigung des Enzyms erfolgte durch Austauschchromatographie 
an DEAE-Zellulose (Schleicher & Schfill) a. Hierzu wurde das Enzym in 0.025 M, Tris 
pH 8.7, auf die S~ule aufgetragen. Anschliessend wurde mit 0.05 M Tris, pH 8.7, 
dem 0.23 M NaC1 zugesetzt war, eluiert. Die Fraktionen 20 bis 40, die den Hauptteil 
der Enzymaktivit~t enthielten (vergl. Fig. I), wurden vereinigt, das Enzym bei 55 % 
Ammoniumsulfats~ittigung** gef~illt und in wenig Wasser, das o.I % EDTA (pH 8) 
enthielt, gel6st. Die L6sung wurde auf IO % Ammoniumsulfats~ittigung* eingestellt 
und nach etwa 12 St. klar zentrifugiert. Anschliessend wurde der fdberstand innerhalb 
von drei Tagen vorsichtig auf etwa 25 % Ammoniumsulfats~ittigung gebracht und 
das pH jeweils auf etwa 7-5 bis 8 mit 3 %-iger NHa-L6sung eingestellt. Nach dieser 
Zeit war das Enzym auskristallisiert, was sich makroskopisch besonders am Seiden- 
glanz der L6sung zeigte, der beim Stehenlassen fiber Nacht erhalten blieb und sich 
nicht absetzte***. Im mikroskopischen Bild sind scharfkantige Kristall-Nadeln 
erkennbar (Fig. 2). 

Tabelle I gibt die Ausbeuten und spezifischen Aktivit~tten der bei etwa 3,000 × g 
zentrifugierten Kristalle wieder. Aus der Tabelle geht hervor, dass die spezifische 
Aktivit~it des Enzyms bei wiederholter Kristallisation konstant bleibt. 

Der optische Test des 2ofl-Enzyms." In ein Gemisch yon 1.3 ml Triaethanolamin 
Puffer (pH 7-3, 0.05 M), 0.03 ml DPNH (5 mg/ml) und 0.02 ml Cortison (2" lO -2 M, 
in Aethanol gel6st) wird ein kleines Aliquot des Enzympr~iparates eingerfihrt (z.B. 
0.02 ml der Ioofach verdfinnten Kristallsuspension). Die nun auftretende Extinktions- 
abnahme (A lg I0/I ) bei 34 ° m/z wird pro Min gemessen und auf den Proteingehalt 
bezogen. 

Abkt i r zungen :  D P N H ,  H y d r i e r t e s  D i p h o s p h o r p y r i d i n n u c l e o t i d ;  Tris, T r i m e t h y l a m i n o -  
m e t h a n ;  EDTA,  Aethy lend iamin te t raess igsS .ure ;  D E A E ,  d iae thy lamino- .  

* E in  Tei l  dieser  Arbe i t  wurde  yon Her rn  cand.  reed. F. G. SAHRHOLZ im R a h m e n  se iner  
D o k t o r a r b e i t  s e lbs tgnd ig  durchgeff ihr t .  

** (NHt ) ,SO 4, p. A. Merck, Nr. 1217, 2 mal  aus  0.2 %- igem E D T A  rekr i s t a l l i s i e r t  5. 
*** Wi r  d a n k e n  H e r r n  Dozen t  Dr. PFLEIDERER ffir die wer tvo l l en  RatschlAge in dieser  Phase  

der  Arbei t .  
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Fig. i. Austauschchromatographie des 20/5- 
Enzyms an DEAE-Zellulose 4. × × Ak- 
tivitXt des 2ofl-Enzyms; • • Protein- 
gehalt. Das an Phosphatgel  gereinigte und 
mit  Ammonsulfat  gefS.11te EnzymprXparat  
(79 mg) wurde gegen o.o25 M Tris-Puffer, 
pH 8.7, en tha | t end  o.i o/. EDTA dialvsiert 
und in diesem Puffer auf die S~tule gebracht.  
Die DEAE S~tule war zuvor nacheinander  
mit  I O' O -iger NaOH-L6sung und Tris (o.o25 lIJ, 
pH 8.7) gewaschen. Die Durchlaufgeschwin- 
digkeit des Puffers betrug io bis 2o ml/St., 
das Volumen der Frakt ionen 5 ml. Der 
Durehmesser der SS.ule betrug i .5 cm, seine 
H6he 3 ° cm, Temperatur  2 bis 4 °, der Wasser- 
druck etwa 5o cm. Bei diesem Vorgehen stieg 
die spezifische Aktivi t~t  des Enzyms 3 bis 

4 fach. 

Fig. 2. Kristalle der 2ofl-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase. Phasenkontrastmikroskopische Auf- 
nahme, 375-fache Vergr6sserung. 

Die  r e l a t i v  n i e d r i g e  W e c h s e l z a h l  u n s e r e s  E n z y m e s  k 6 n n t e  daf f i r  s p r e c h e n ,  da s s  
die v o n  u n s  e i n g e s e t z t e n  2 0 - K e t o - S t e r o i d e  n i c h t  d a s  p h y s i o l o g i s e h e  S u b s t r a t  des  

E n z y m s  s ind .  D a s  e i g e n t l i c h e  S u b s t r a t  des  " 2 0 / ~ - E n z y m s "  in  d e n  M i k r o o r g a n i s m e n  
k 6 n n t e  e ine  a n d e r e  S u b s t a n z  aus  de r  I s o p r e n - R e i h e  sein.  

A u s s e r  d e m  b e r e i t s  b e s e h r i e b e n e n  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  V e r h a l t e n  u n d  d e r  

k o n s t a n t e n  spez i f i s ehen  Ak t iv i t~ i t  n a c h  R e k r i s t a l l i s a t i o n  wo l l en  wi r  d ie  R e i n h e i t  

u n s e r e s  E n z y m s  n o c h  d u r c h  H o c h s p a n n u n g s e l e k t r o p h o r e s e  u n d  S e d i m e n t a t i o n  in  d e r  
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T A B E L L E  I 

A U S B E U T E  U N D  W E C H S E L Z A H L  B E I  D E R  R E K R I S T A L L I S A T I O N  

Das E n z y m  wurde in Glasr6hrchen, die unten  spitz zugehen, kristallisiert. Die einTelnen Chargen 
haben  wir hierffir in m6glichst kleinem Volumen o.i %-igem EDTA (pH etwa 7.5) gel6st, sodass 
e twa eine 2 his 4 %-ige Enzyml6sung  ents tand.  Diese wurde wie bereits beschrieben mit  (NH4)2SO 4 

bis zur Kristal l isat ion versetzt.  Die Kristalle liessen sich bei e twa 3000 g abzentrifugieren. 

A usbeute mg Protein Wechselzahl* 

DEAE-Frak t ionen  23 mg 1,64o 
i. Kristal l isation 14 mg 2,000 
2. Kristal l isation io mg 1,98o 
3. Kristal l isation 7 mg 2,070 

Mole Cortison/Min reduziert  

IO 5 g E n z y m  

Ultrazentrifuge pri~fen. Auch wird die Molekulargewichtbestimmung erst endgfiltige 
Aussagen fiber die Wechselzahl zulassen. 
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Countercurrent distribution of rat-liver, 
"soluble"-fraction ribonucleic acids 

I t  has been reported z that  the ribonucleic acids isolated from the soluble fraction 
of rat-liver homogenate can be fractionated by countercurrent distribution. These 
ribonucleic acids are of interest as acceptors of enzymically activated amino acids 
and are believed to take part  in intermediate stages of protein synthesis. In this note 
we wish to report that  countercurrent distribution for 25o transfers gives almost 
complete separation of the alanine-active ribonucleic acid from the tyrosine-active 
ribonucleic acid. 


