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gehal t  an Deu te r ium am E n d e  der  Reak t ion  unver t tnder t  
gebl ieben ist. Dieses Ergebnis  ist  nur  durch  die A n n a h m e  
einer  in te rmolekula ren  Wasse r s to f fwande rung  zu deuten .  
Bei s ta t i s t i scher  ~ b e r t r a g u n g  der  w a n d e r n d e n  Atome 
wiirde der  theore t i sch  zu e rwar tende  W e f t  ftir das  Ver- 
h~iltnis d~/d~ 9 bet ragen.  Das beobach te t e  zeitabh~ingige 
Abs inken  dieses Wer tes  ist  eine Folge des h o h e n  I so topen-  
effektes,  der  eine Ior t schre i tende  und  verh~iltnism~issig 
rasche Anre icherung  der  d ideu te r ie r t en  Molekeln im ver- 
b le ibenden  E d u k t  verursacht .  

In  A n b e t r a c h t  der  obenerw~ihnten Analogie zwischen 
den Reak t ionen  1-3 schien es angebrach t  zu i iberpriifen, 
ob ~thnliche Verh/ i l tnisse auch  fiir die Methy lmalony l -  
CoA-Mutase-Reakt ion  giiltig sind. Zu d iesem Zweck 
wurde  (RS)- l - IH-Propan- l ,2-d io l  mit  dem Coenzym B1, 
ill Gegenwar t  der  P ropand io ldehydrase  aus Aerobacter 
aerogenes umgese tz t .  Das aus dem Reak t ionsgemisch  
zuriickisolierte Coenzym wies nach  IReinigung durch  
E lek t rophorese  und  Pap ie r ch roma tog raph ie  7 eine kon- 
s t an t e  spezifische Radioak t iv i t / i t  yon 4 ,3 .  105 I m p / m i n  
pro  # M  auf 9. I n k u b a t i o n  dieses t r i t i e r t en  Coenzyms 
(8 �9 10 a # M  en t sp rechend  3,45 �9 10 a Imp /min )  mi t  20 # M  
Succinyl-CoA und  40 E inhe i t en  Methylmalonyl -CoA-  
Mutase  aus Propionibacterium shermaniil l  und  anschlies- 

sende alkalische Hydro lyse  des Reakt ionsgemisches  lie- 
fer te  nach  Zugabe yon 80/~M Bernsteins~Lure als Tr~iger- 
subs tanz  eine Probe  yon rad ioak t iver  Bernsteins~iure mi t  
der  k o n s t a n t e n  spezif ischen Radioakt iv i t / i t  yon 11,1 
I m p / m i n / # M .  Dies en t sp r i ch t  e iner  i Iber t ragung  yon 
32% der  urspr i ingl ich am Coenzym gebundenen  Tr i t ium-  
atome.  E in  ~hnlicher  Versuch,  in welchem 3 / , M  Methyl-  
malonyl-CoA anstel le  yon  Succinyl-CoA ve rwende t  wur-  
den, zeigte eine Tr i t iumi ibe r t ragung  yon  16% auf  die 
gebi ldete  Bernsteins/ iure.  Daraus  folgt, dass die Wande-  
rung  des "Wasserstoffatoms bei der  Methylmalonyl -CoA- 
Succinyl -CoA-Mutase-Reakt ion  ebenso wie bei der  Pro-  
pand io ldehydrase -Reak t ion  in te rmolekular  erfolgt,  und 
dass in beiden F/illen die gleiche Stelle des Coenzyms die 
w a n d e r n d e n  "vVasserstoffatome zu b inden  vermag.  

Summary.  Tri t i a ted  e- (d imethylbenzimidazolyl ) -Co-5 '  
deoxyadenosy l -cobamide ,  as ob ta ined  in the  p ropaned io l  
dehydrase  reac t ion  f rom (RS)- l -~H-propane- l ,2 -d io l ,  is 
shown to t r ans fe r  subs tan t i a l  amo u n t s  of rad ioac t iv i ty  to 
the  subs t ra te  when  used as a ca ta lys t  for the  reversible 
enzymat ic  convers ion of methy lmalony l -CoA to succinyl-  
CoA. Thus,  b o t h  react ions  involve an in termolecular  
t r ans fe r  of hydrogen  which  is med ia ted  by  the same site 
of the  coenzyme.  
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Edukt 

Produkt 

0 0 0 10 

8 ,~ 50 5,7 1,3 
14 ~ 75 7,1 1,7 
26 ,~ 95 10 5 
35 ~100 9,3 5,0 

a Genauigkeit 2[_ 0,3. 
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Strukturspezifischer Abbau von Polypeptid' 
Metall-Komplexen. V. Abbau des Cu2+-Poly- 

myxin-B-Komplexes  durch NH2OH 

ZILLIG et  al. 1 haben  - mi t  dem speziellen Ziel neue 
Methoden  ftir die Sequenzanalyse  zu en twicke ln  - die 
Reak t ionen  yon  H y d r o x y l a m i n  und Hydraz in  mi t  Ribo-  
nukleins/ture un te rsuch t .  Kiirzlich haben  sie diese Arbei-  
t en  auf das mi t  NH2OH und  H 2 N . N H  2 isoelektronische 
H20~ 2 ausgedehn t  und  dabei  gefunden,  dass wohl  gewisse 
Nuc leo t idbasen  spezifisch abgebau t  werden,  dass jedoch 
diese Spezifit~Lt weniger  ausgepr/ igt  ist als bei Hydroxy l -  
amin.  

Da wir nun  mi t  / ihnlichem Ziel den Abbau  yon  Poly-  
pep t id -Me ta l l -Komplexen  mi t te l s  H20 e u n t e r s u c h t e n  und 
dabei  im Falle der  Cu ~+-3 bzw. Ni2+-Komplexe ~ yon  Poly-  
m y x i n  B und  von  Angio tens in  5 fanden,  dass ein vom 
Metall ion ge s t eue r t e r  Abbau  - also keine s ta t i s t i sche  
(~Zerst6rung~> - s t a t t f i n d e t  (vgl. auch ~), lag es nahe,  un-  
sere Un te r suchungen  auf  H y d r o x y l a m i n  als Reagens  
auszudehnen ,  

Wir  fanden  hierbei,  dass der  Cu2+-Komplex des 
Dekapep t ids  P o l y m y x i n  B 7 ta ts / ichl ich durch NH2OH 
in d i innsch ich tch roma tograph i sch  gut  differenzierbare 
Spa l tp roduk te  abgebau t  wird (vgl. Figur).  
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(4)/(5) Dfinnschichtchromatographische Auftrennung des mittels 
NH2OH abgebauten Cu~+-Polymyxin-B-Komplexes: 1,5/zM CuC12 
bzw. Polymyxin 13 �9 5 HC1 wurdml in 1 ml Wasser gel6st, mit NaOH 
pH 8,5 eingestellt und mit einem 18fachen NH2OH-1Jberschuss ver- 
setzt, nach 8 h wurde durch Zuffigen yon EDTA die Reaktion abge- 
brochen (aufgetragen bei (4) 4 und bei (5) 8/zl). Zum Vergleich mit 
aufgetragen: (1) Polymyxin B allein; (2) Cue+-Polymyxin + EDTA; 
(3) Polymyxin 13 mit NH2OH; ((1), (2) und (3) standen cbenfalls je 
8 h bei pH 8,5; aufgetragen je 4/zl). (6)/(7) mit H202 abgebauter 
Cu2+-Polymyxin-Komplex a (aufgetragen bei (6) 4 und bei (7) 8 #1); 
Steigh6he des Fliessmittels - n-13utanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 
= 50:20:6:24 - 16 cin vom Auftragepunkt. Platten: Kieselgel S-HR 

der Firma Maeherey, Nagel & Co., Dtiren. 

Zum Vergleich ist  in der  F igur  such  eine df innschicht -  
ch romatograph i sche  A u f t r e n n u n g  der  mi t  H20 2 erhal-  
• Spa l tp roduk te  dargestel l t .  Zum Teil weisen die 
Spa l tp roduk te  in be iden  F~llen ~Lhnliche oder  gleiche Rf-  
Wer te  auf, was darauf  h indeu te t ,  dass wenigs tens  teil-  
weise dieselben Pep t id -Bruchs t f i cke  gebi lde t  werden.  
Auch mi t  N H z O t t  erfolgt  ein Abbau  nur  be im Vorl iegen 
des Pep t ides  als Meta l lkomplex.  Die Degrada t ion  wurde  
wiederum bei p H  8, 5 durchgef i ihr t  - die Komplexb i ldung  
ist dann  vollst / indig s - ,  a l lerdings war  ein 18facher t ]ber -  
schuss an NH2Ot t  - bezogen auf den Cu2+-Polymyxin - 
K o m p l e x  - notwendig ,  wXhrend mi t  1-120 2 ein 6facher 
geniigte 3, such  die Reak t ionsze i t  muss te  yon  2 auf 8 h 
erh/3ht werden,  d a m i t  ein gut  nachweisbare r  Abbau  ein- 
t ra t .  Dies zeigt, dass NH2OH im Cu2+-Polymyxin-Kom - 
p lex weniger  reakt iv  ist  als HzO29. 

Summary. NH~OH as well as H202 (previous results  3,4) 
decompose  the  Cu 2+ complex  of p o l y m y x i n  B as can be 
shown wi th  th in  layer  c h r o m a t o g r a p h y ;  the  spots  of the  
pep t ide  f ragments  of bo th  react ions  were compared .  
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Direct  M e t a b o l i s m  of 7r 
G l u c u r o n o s i d e  

Recent ly ,  the  me tabo l i sm of C19-steroid 17fi-glucurono- 
side w i thou t  cleavage of the  glycosidic l inkage has been 
d e m o n s t r a t e d  1,2. The p resen t  communica t ion  deals w i th  
the  direct  me tabo l i sm of C19-steroid 3fi-glucuronoside. 

Af ter  i.v. admin i s t r a t i on  of 0.32 #g Na-7e-3H-3fl- 
h y d r o x y a n d r o s t -  5- en-  17- one (dehydroepiandros te rone)  
3fl-14C-glucuronoside wi th  2,684,000 d p m  aH and  1,320,000 
d p m  14C (3H/14C = 2.02), p repa red  b iosyn the t i ca l ly  3 and  
ch romatograph ica l ly  pure,  the  24 h urine of a 51-year-old 
female subjec t  was assayed for labelled C19-steroid conju- 
gates.  Employ ing  anion exchange  c h r o m a t o g r a p h y  on 
D E A E - S e p h a d e x  A-50 * and th in  layer  c h r o m a t o g r a p h y  
on silica gel G in ch lo ro fo rm-me thano l - ammonia  (20: 5:0.2 
v/v),  12.55% of in jec ted  3H-act ivi ty  was ob ta ined  in the  
form of double- label led s teroid glucuronosides wi th  a 
SH#4C ratio of 2.10. By  r ech roma tog raphy  of th is  frac- 
t ion  on silica gel G in ch lo ro fo rm-me thano l - ammonia  
(10: 10:0.2 v/v),  on pape r  in hexane -e thy l  ace ta te-ace t ic  
ac id-water  (80:120:60:140 v/v) 6 and d ichloroethane- t -  
bu tano l -ace t ic  ac id-water  (15 : 5 : 6:14 v/v) 6, t he  3-glu- 
curonosides of dehydroep iandros te rone ,  andros t -4-en-  
3,17-dione (androstendione) ,  17f l -hydroxy-androst -4-en-  
3-one ( testosterone),  3e-hydroxy-5~-andros tan-17-one  

(androsterone),  3f l -hydroxy-5~-androstan-17-one (epi- 
andros terone)  + 3e-hydroxy-5f l -andros tan-17-one  (etio- 
cholanolone),  as well as a f rac t ion of polar  glucuronosides 
could be isolated;  all f ract ions exhib i t ing  a pract ica l ly  
unchanged  3H/14C rat io (Table I). Fol lowing the  enzymic  
hydro lys is  of the  var ious  f ract ions  wi th  fl-glucuronidase, 
the  l ibera ted  s teroids  were c h r o m a t o g r a p h e d  on paper  in 
p ropylene  g lycol /methylcyc lohexane7  and  propylene-  
glycol / toluene s. In  add i t ion  to the  above men t ioned  C19- 
steroids,  androst-5-en-3fl ,  17fl-diol (androstendiol) ,  3fl, 16a- 
d i h y d r o x y - a n d r o s t -  5-en- 17-one (16e-hydroxydehydroep i -  
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