15. XII. 1966

weisen, dass ihre Biosynthese formell durch Cinnamy-
lierung von Phenolen oder den entsprechenden Poly-
ketiden vor sich geht. Diese Annahme hat dazu ge-
fithrt, dass man nach Fillen gesucht hat, in denen
Neoflavanoide und C-Cinnamylphenole gleichzeitig
auftreten; Beispiele dafiir kénnen jetzt angegeben
werden.

Die Neoflavanoide wurden bisher aus Dalbergia und
Machaerium-Arten isoliert und umfassen Dalbergi-
chinole, Dalbergione und Dalbergine. Es ist wahr-
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scheinlich, dass diese Verbindungen in der Natur
durch Biooxydation ineinander iibergehen und dies
erklart ihr gemeinsames Vorkommen mit strukturell
verwandten Benzophenonen. Man kann erwarten, dass
auch Neoflavene als Naturstoffe gefunden werden.
Die Dalbergione stellen ein interessantes Beispiel dar
fiir das gleichzeitige natiirliche Vorkommen von struk-
turell verwandten Naturstoffen entgegengesetzter
Konfiguration und dies war der Grund dafiir, dass man
ein Dalbergion-Paar zuerst als Quasirazemat isolierte.
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Coenzym B,, als gemeinsamer Wasserstoffiiber-
tridger der Dioldehydrase- und der Methylmalo-
nyl-CoA-Mutase-Reaktion

Vor kurzem konnte nachgewiesen werden, dass bei der
durch Propandioldehydrase katalysierten Umwandlung
von (R)- und (S)-Propan-1,2-diol zu Propionaldehyd
(GL. 1) neben der Wanderung eines Wasserstoffatoms von
C-1 und C-2 auch eine Wanderung der sekundiren OH-
Gruppe von C-2 nach C-1 stattfindet, wobei Propan-1,1-
diol als Zwischenstufe auftritt!. Daraus ergibt sich eine
formale Analogie zwischen der Propandioldehydrase-
Reaktion und zwei weiteren durch Coenzym B,, kataly-
sierten Umlagerungen, der Methylmalonyl-CoA-Mutase-
(Gl. 2) und der Methylasparaginsdure-Mutase-Reaktion
(Gl 3)23. Die drei Reaktionen lassen sich durch das all-
gemeine Schema (Gl. 4) darstellen.

H
|
CH,O0H HO-C-OH CHO
} | |
CHOH —> CH, —> CH, (1)
| l |
CH, CH, CH,
COSCoA COSCoA
| |
H-C-CH;, _— > CH,
1 «— |
COOH CH, (2)
|
COOH
COOH COOH
| !
H,N-C-H H,N-C-H
| |
H-C-CH, _— CH, (3)
| < ]
COOH CH,
|
COOH
R R
| ) — i |
et BT “
H

Nachfolgend wird iiber Versuche berichtet, welche wei-
tere mechanistische Ahnlichkeiten zwischen zwei dieser
Reaktionen aufdecken.

Der hohe Wert (kg/kp ~ 10) des fiir die Propandiol-
dehydrase-Reaktion auftretenden Isotopeneffektes? liess
a priori als wenig wahrscheinlich erscheinen, dass die
Wanderung des Wasserstoffatoms intramolekular er-
folgts. Tatsdachlich konnten vor kurzem ABELES et al.®
zeigen, dass diese Wanderung einen intermolekularen
Prozess darstellt und dariiber hinaus, dass die wandern-
den Wasserstoffatome intermedidr an das C-53" des Co-
enzyms gebunden werden?. Die intermolekulare Natur
des Vorganges konnten wir auf folgendem Wege bestati-
gen.

Umsetzung eines Gemisches von an C-1 dideuteriertem
und von isotopenfreiem (RS)-Propan-1, 2-diol mit der Pro-
pandioldehydrase aus Aevobacter aevogenes in Gegenwart
von Coenzym B,,, gefolgt von in situ-Reduktion des
entstandenen Propionaldehyds mit Hefe-Alkohol-Dehy-
drogenase und NADH lieferte Proben von Propan-1-ol,
deren Isotopenzusammensetzung in Funktion der Reak-
tionszeit nach Bildung der Phenylurethane massenspek-
trometrisch® untersucht wurde. Die erhaltenen Resultate
(vgl. Tabelle) zeigen, dass das Produkt erhebliche Mengen
monodeuterierter Molekeln enthilt, obwohl der Gesamt-
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gehalt an Deuterium am Ende der Reaktion unveriandert
geblieben ist. Dieses Ergebnis ist nur durch die Annahme
einer intermolekularen Wasserstoffwanderung zu deuten.
Bei statistischer Ubertragung der wandernden Atome
wiirde der theoretisch zu erwartende Wert fiir das Ver-
héltnis d,/d, 9 betragen. Das beobachtete zeitabhingige
Absinken dieses Wertes ist eine Folge des hohen Isotopen-
effektes, der eine fortschreitende und verhiltnismissig
rasche Anreicherung der dideuterierten Molekeln im ver-
bleibenden Edukt verursacht.

In Anbetracht der obenerwidhnten Analogie zwischen
den Reaktionen 1-3 schien es angebracht zu iiberpriifen,
ob dhnliche Verhiltnisse auch fiir die Methylmalonyl-
CoA-Mutase-Reaktion giiltig sind. Zu diesem Zweck
wurde (RS)-1-H-Propan-1, 2-diol mit dem Coenzym B,,
in Gegenwart der Propandioldehydrase aus Aevobacter
aevogenes umgesetzt. Das aus dem Reaktionsgemisch
zuriickisolierte Coenzym wies nach Reinigung durch
Elektrophorese und Papierchromatographie’ eine kon-
stante spezifische Radioaktivitdt von 4,3 - 105 Imp/min
pro uM auf® Inkubation dieses tritierten Coenzyms
(8- 10-3 uM entsprechend 3,45 - 10® Imp/min) mit 20 uM
Succinyl-CoA und 40 Einheiten Methylmalonyl-CoA-
Mutase aus Propionibacterium shevmanii'* und anschlies-

Reak- Umsatz Isotopenzusammensetzung
tions- (%) (%)
zeit
(min) 4 dy dyfd,
Edukt 0 0 0 10
Produkt 8 ~ 50 5,7 1,3 4,4
14 ~ 75 7,1 1,7 4,18
26 ~ 95 10 5 2
35 ~100 9,3 5,0 1,86

a Genauigkeit 4+ 0,3.

Strukturspezifischer Abbau von Polypeptid-
Metall-Komplexen. V. Abbau des Cu?t-Poly-
myxin-B-Komplexes durch NH,OH

Zmiric et al.! haben — mit dem speziellen Ziel neue
Methoden fiir die Sequenzanalyse zu entwickeln — die
Reaktionen von Hydroxylamin und Hydrazin mit Ribo-
nukleinsdure untersucht. Kiirzlich haben sie diese Arbei-
ten auf das mit NH,OH und H,N-NH, isoelektronische
H,0,2 ausgedehnt und dabei gefunden, dass wohl gewisse
Nucleotidbasen spezifisch abgebaut werden, dass jedoch
diese Spezifitdt weniger ausgeprigt ist als bei Hydroxyl-
amin.

Da wir nun mit dhnlichem Ziel den Abbau von Poly-
peptid-Metall-Komplexen mittels H,0, untersuchten und
dabei im Falle der Cu?*-2 bzw. Ni*t-Komplexe? von Poly-
myxin B und von Angiotensin® fanden, dass ein vom
Metallion gesteuerter Abbau — also keine statistische
«Zerstorung» — stattfindet (vgl. auch ¢), lag es nahe, un-
sere Untersuchungen auf Hydroxylamin als Reagens
auszudehnen,
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sende alkalische Hydrolyse des Reaktionsgemisches lie-
ferte nach Zugabe von 80 ulM Bernsteinsiure als Triger-
substanz eine Probe von radioaktiver Bernsteinsidure mit
der konstanten spezifischen Radioaktivitit von 11,1
Imp/min/uM. Dies entspricht einer Ubertragung von
329, der urspriinglich am Coenzym gebundenen Tritium-
atome. Ein dhnlicher Versuch, in welchem 3 puM Methyl-
malonyl-CoA anstelle von Succinyl-CoA verwendet wur-
den, zeigte eine Tritiumiibertragung von 16% auf die
gebildete Bernsteinsdure. Daraus folgt, dass die Wande-
rung des Wasserstoffatoms bei der Methylmalonyl-CoA-
Succinyl-CoA-Mutase-Reaktion ebenso wie bei der Pro-
pandioldehydrase-Reaktion intermolekular erfolgt, und
dass in beiden Fillen die gleiche Stelle des Coenzyms die
wandernden Wasserstoffatome zu binden vermag.

Summary. Tritiated o-(dimethylbenzimidazolyl)-Co-5
deoxyadenosyl-cobamide, as obtained in the propanediol
dehydrase reaction from (RS)-1-*H-propane-1,2-diol, is
shown to transfer substantial amounts of radioactivity to
the substrate when used as a catalyst for the reversible
enzymatic conversion of methylmalonyl-CoA to succinyl-
CoA. Thus, both reactions involve an intermolecular
transfer of hydrogen which is mediated by the same site
of the coenzyme.
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Wir fanden hierbei, dass der Cu?t-Komplex des
Dekapeptids Polymyxin B7 tatsichlich durch NH,OH
in diinnschichtchromatographisch gut differenzierbare
Spaltprodukte abgebaut wird (vgl. Figur).
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