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P. somni[erum L. var. 'V£hoveck3~' plants specified t t  as IIB 
(the phase of developed leaves). The acetone powder pre- 
pared in the usual way tt was dissolved in a buffer solution 
(TRIS-HC1, pH 7.05) ; a 2.4% preparation resulted, which 
was set free from endogenous amino acids by dialysis at  
0°C against the same buffer solution. The transformation 
of tyrosine in 7.8 • 10-aM concentration was followed in 
the reaction mixture (incubation at 30°C, 20, 40, and 60 
min respectively) by photometric determination of the 
disappearance of this amino acid (9.0, 20.0, and 31.0°/o re- 
spectively) at given conditions (after paper chromato- 
graphic separation using the method described It). At the 
same time the formation of 3,4-dihydroxyphenylalanine 
was analysed by ascending and descending paper chroma- 
tography in different solvent systems (n-butanol- 
CHaCOOH-H20 [4:1 : 5 or 78: 5: 17] and n-propanol-H20 
[3: I]); detection with ninhydrin solution |s or a mixture 
composed of equal parts of a 15% (w/v) solution of FeCI 3 
and 1% (w/v) solution of KsFe(CN)stL As the presence 
of L-ascorbic acid stimulates the oxidative metabolism 
of tyrosine ts. we also studied the formation of 3,4-di- 
hydroxyphenylalanine after addition of this substance in 
1.8 • 10 -2 and 3.6 • 10-~M concentration. The identifica- 
tion of 3,4-dihydroxyphenylalanine was confirmed by 
rechromatographing the eluted substance with a standard 
preparation of 3,4-dihydroxyphenylalanine (Calbiochem 
Inc.)eL Other ninhydrin-positive substances were de- 
tected, especially in experiments with increased amounts 
of L-ascorbic acid. These substances could not be identi- 
fied; nevertheless, some of them probably correspond to 
previous data t6. 

We succeeded in demonstrating the enzymic transfor- 
mation of tyrosine to 3, 4-dihydroxyphenylalanine, both in 
presence and in absence of L-~corbie acid. The process is 
of enzymic character, since heat-denaturated preparations 
were absolutely ineffective: the amounts  of exogenous 
tyrosine did not decre~e and the presence of 3,4-di- 
hydroxyphenylalanine was not detected. 

Zusammen/assung. In Wurzelpriiparaten von Papaver 
somni/erum L. wurde die enzymatische Umwandlung yon 
Tyrosin in Dioxyphenylalanin bei Anwesenheit oder Ab- 
wesenheit yon L-Ascorbinsiiure nachgewiesen. 
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K i n e t l k  des  M a l o n d l a l d e h y d e s  l m  O r g a n l s m u s  

Malondialdehyd (MDA), ein Produkt der oxydativen 
Degradation der Polyenfettsiiuren, entsteht aus Di- 
methinmethanradikalen, als Enolform yon ~-Hydroxy- 
akrolein. Dieser Bestandteil aus der Lipoxydationsspal- 
tung wurde bisher praktisch nur  analytisch ausgeniitzt, 
da MDA mit Hilfe kolorimetriseher Reaktion mit 2-Thio- 
barbiturs/iure (Methinfarbstoff) giinstig festgestellt wer- 
den kann t. Die Reaktion kam bei teehnologischen Fett- 
analysen wiederhoit zur Anwendung s, ebenfalls bei Lipo- 
peroxydationsuntersuchungen an biologischem Mate- 
rial -~, Aldehyde sind zur Oxydation MDA auch in kiinstli. 
chen Systemen im Organismus leicht oxydierbar, z.B. 
MDA + Fe 2+ + CysteinL 

Die Oxydationsprodukte des MDA - n i c h t  aber Malon- 
semialdehyd und MalonsAure - geben keine Thiobarbitur- 
s/iurereaktion, was bei Untersuchungen tier Lipoperoxy- 
dationsintensit~.t zu negativen Ergebnissen fiihren kann. 
Ausserdem kommt man zur Annahme, dass MDA als 
leicht reagierende Substanz eine gewisse Rolle im Stoff- 
wechsel spiel,: Bildung des Malonylcoenzyms A, welches 
in der Synthese der Fetts/iuren einen wichtigen Platz 
einnimmtL 

Darum verfolgten wir, nach Verabreichung yon MDA 
in bestimmten Zeitabschnitten, die Konzentration des 
MDA in verschiedenen Organen, im Biutserum und ebenso 
seine Ausscheidung im Harn. Folgende Fragen sollten 
gekliirt werden: {1) Wird MDA metabolisiert ? Wenn ja, 
mit  welcher IntensitAt in vivo ? (2) Beeinflusst die Oxyda- 

tion des MDA die Ergebnisse der Lipoperoxydation im 
Organismus ? 

MDA wurde mit vorsichtiger Hydrolyse aus 1,1,3,3- 
Totraltthoxypropan gewonnen. Die Versuche wurden an 
48 erwachsenen mlinnlichen Albinoratten yon 200-220 g 
Gewicht vorgenommen. Es wurden 6 mg MDA in 2 ml 
physiologischer L6sung i.p. verabreicht. MDA wurde im 
Homogenat der Organe oder direkt im Serum und H a m 
nach F.nteiweissung (0,5 ml Serum, H a m oder Homo- 
genat (25%) + 4,5 mi Phosphat-Puffer pH 5,9 + 2,0 ml 
7% Perchlorsliure, vom Filtrat  4,0 ml + 2,0 ml Thio- 
barbitslhtre 0,8%; 100', 10 rain photometrisch bei 530 
m#) gemessen. Die Kontrolltiere (6 Ratten) erhielten 6 mg 
in 2 ml i.p. Antipyrin/1-Phenyl-2,3-dimethylpyrazolon 
(Bestimmung siehe ¢) ; eine Substanz, die im K6rper prak- 
tisch nicht metabolisiert wird. 
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Die Versuchsergebnisse  (siehe Tabelle) e rgeben :  (1) 
M D A  wird in tens iv  metabol i s ie r t .  (2) B e i m  Vergle ich m i t  
A n t i p y r i n  ist  die MDA-Aussche idung  im H a m  p r a k t i s e h  

Kinetik des MDA in verschiedenen Organen, im Serum und Harn 

y MDA in 1 g bzw. 1 nil in x min nach Verab- 
reichung~ 

60 120 180 

Leber  3,654 3,29~ 2,8'2, {20,4) 
Herz  6,34 e 6,16 3,97 a (18,8) 
Nieren 15,16 a 11,23 7,08 d (20,0) 
Testes 1,06 0,77 0,52 (20,7} 
Fett 4,49 4,51 3,63 e 
Serum 6,78 ~ (26,0) 1,26 ~ (26,0} 0,61 e (26,0) 

MDA in x rain ausgeschieden 

Ham 60 120 180 420 

66,61 1112,89 169,17 243,68 
% b 1,1 2,2 2,8 ('2,0} 4,0 

* Die Angaben in Klammern bedeuten die Konzentration bzw. Menge 
des Antipyrins. b 100% = verabreiehte Menge des MDA bzw. Anti- 
pyrins. Statistisehe Auswertung: in Spalte 60 min sind Werte yon 
60 und 180 rain verglichen; in Spalte 1{20 min sind Werte yon 60 und 
120 rnin verglichen; in Spalte 180 min sind Werte yon 120 und 180 
rain verglichen. ~ P <~ 0,001. o p < 0,01., P < 0,05. 

gleich, w/ ihrend MDA jedoch  rasch  aus d e m  Serum 
schwinde t .  (3) In  den  Organen  werden  un tc rsch ied l iche  
K o n z e n t r a t i o n e n  gefunden,  was  d u t c h  ve r sch ieden  
schnel le  O x y d a t i o n  des MDA erkt{irt we rden  kann.  (Auch 
Var i a t i onen  in  der  Schnel l igkei t  des  Ve r schwindens  der  
Su b s t a n z  aus den  e inzelnen Organen  w u r d e n  gefunden.)  
(4) Eine  niedrige K o n z e n t r a t i o n  in den Testes  fRllt auf. 

Die K o n z e n t r a t i o n  in den  Organen,  im Serum und  
H a r n  ist  vor  der  Verabre ichung  von  MDA Null. T r o t z d e m  
wir  min imale  Mengen  von  MDA b e s t i m m e n  kOnnen (bis 
10 - s m g  in 1 ml) ist  es uns u n t e r  a n d e r e n  Versuchs- ,  
bed ingungen ,  z.B. bei Lebersch~tdigung, niernals ge- 
lungen,  diesen Metabo l i t en  festzustel len.  Somi t  zeigt  
sich, dass  das  eventue l l  im  Organismus  e n t s t a n d e n e  
MDA sehr  schnel l  ausgcn i i t z t  wird.  Daraus  folgt, dass  die 
A n s w e r t u n g  der  L ipope roxyda t ion ,  mi t t e l s  de r  Konzen-  
t r a t i o n  des MDA im Organismus  gemessen,  d u t c h  den  
in t ens iven  MDA-Stof fwechse l  beeinf luss t  sein kann,  

Bei der  v e r w e n d e t e n  Menge an MDA k o n n t e n  keine 
tox i schen  R e a k t i o n e n  b e o b a c h t e t  werden .  

Summary. W e  followed the  kinet ics  of malony ld ia lde -  
h y d e  in vivo and  we found  t h a t  i t  is ve ry  quickly  m e t a b -  
olized. This  m a y  resul t  in inaccuracy  in  the  e s t ima t ion  of 
l ipoperox ida t ion  in t h e  o rgan i sm (reaction wi th  2-thio-  
ba rb i tu r i c  acid). 
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P o l y p e p t i d e s  and L e u c h s '  A n h y d r i d e s  f r o m  
C a r b a m i c  Ac id  D e r i v a t i v e s  of  C - A c t i v a t e d  

A m i n o  Ac ids  

We wish  to  r epo r t  a new reac t ion  of ca rbamic  acid 
der iva t ives  of amino  acids, n a m e l y  the  fo rma t ion  of poly-  
pep t ides  and  Leuchs '  anhydr ides .  This  reac t ion  m a y  have  
s ignif icance in be ing  re la ted  to  biological  processes  ~. 

I t  was  r e p o r t e d  prev ious ly  f rom th i s  l a b o r a t o r y  t h a t  
t he  ca ta ly t i c  h y d r o g e n a t i o n  p r o d u c t  of N - c a r b o b e n z o x y -  
L-gtu tamic- l ,  5 -anhydr ide  r ea r r anged  to  Leuchs '  an-  
hydr ide* .  In  th is  c o m m u n i c a t i o n  ev idence  is p r e sen t ed  
t h a t  th i s  is a general  reac t ion  of c a rbamic  acid de r iva t ives  
of C-ac t iva ted  amino  acids as ind ica ted  b y  formulae  
I + II + I I I .  

C-ac t iva ted  N - c a r b o b e n z o x y  amino  acids (I) gave,  on 
ca ta ly t i c  h y d r o g e n a t i o n  v ia  t he  i n t e rmed ia t e  ca rbamic  
acid de r iva t ive  i i ,  t he  cor responding  Imuchs '  anhydr ides  
I I I ,  which  in ce r ta in  cases po lymer ized  i m m e d i a t e l y  to  
po lypept ides .  The reac t ion  can be fol lowed by  IR-spec t ro -  

Leuchs' anhydride was suggested to be an intermediate in the urea 
cycle by E. M. KOSOWER {3Iolecular Biochemistry, McGraw-Hill 
Book Co. Inc., New York 1962, p. 34} ; biotin gives a earbamie acid 
derivative in the 'activation' of carbon dioxide (S. H. G. AI~LE~, 
R. STJERNnOLM, and H. G. WooD, J. biol. Chem. °.88, PC2889 
0963)). 

2 j .  KOVACS, H. NAGY KovAes, and R. BALLI,'~., J. Am. chem. Soc. 
85, 18a9 (196a). 
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