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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.

J. RETEY und D. ARIGONI
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30. September 1966.
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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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(4)/(5) Diinnschichtchromatographische Auftrennung des mittels
NH,OH abgebauten Cu®*™-Polymyxin-B-Komplexes: 1,5 uM CuCl,
bzw. Polymyxin B - 5HC] wurden in 1 ml Wasser gelost, mit NaOH
pH 8,5 eingestellt und mit einem 18fachen NH,0H-Uberschuss ver-
setzt, nach 8 h wurde durch Zufligen von EDTA die Reaktion abge-
brochen (aufgetragen bei (4) 4 und bei (5) 8 ul). Zum Vergleich mit
aufgetragen: (1) Polymyxin B allein; (2) Cu?*-Polymyxin + EDTA;
(3) Polymyxin B mit NH,OH; ((1), (2) und (3) standen ebenfalls je
8 h bei pH 8,5; aufgetragen je 4 ul). (6)/(7) mit H,O, abgebauter
Cu?*-Polymyxin-Komplex?® (aufgetragen bei (6) 4 und bei (7) 8 ul);
Steighdhe des Fliessmittels — #n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser
= 50:20:6:24 ~ 16 cm vom Auftragepunkt. Platten: Kieselgel S-HR
der Firma Macherey, Nagel & Co., Diiren.

Direct Metabolism of 7a-H-DHEA-3-4C-
Glucuronoside

Recently, the metabolism of C,y-steroid 178-glucurono-
side without cleavage of the glycosidic linkage has been
demonstrated -2, The present communication deals with
the direct metabolism of C,g-steroid 38-glucuronoside.

After i.v. administration of 0.32 ug Na-7a-*H-38-
hydroxyandrost-5-en-17-one (dehydroepiandrosterone)
38-14C-glucuronoside with 2,684,000 dpm 3H and 1,320,000
dpm C (3H/*C = 2.02), prepared biosynthetically? and
chromatographically pure, the 24 h urine of a 51-year-old
female subject was assayed for labelled C,y-steroid conju-
gates. Employing anion exchange chromatography on
DEAE-Sephadex A-50% and thin layer chromatography
on silica gel G in chloroform-methanol-ammonia (20:5:0.2
v/v), 12.55%, of injected *H-activity was obtained in the
form of double-labelled steroid glucuronosides with a
3H/14C ratio of 2.10. By rechromatography of this frac-
tion on silica gel G in chloroform-methanol-ammonia
(10:10:0.2 v/v), on paper in hexane-ethyl acetate-acetic
acid-water (80:120:60:140 v/v)® and dichloroethane-z-
butanol-acetic acid-water (15:5:6:14 v/v)$%, the 3-glu-
curonosides of dehydroepiandrosterone, androst-4-en-
3,17-dione (androstendione), 178-hydroxy-androst-4-en-
3-one (testosterone), 3o-hydroxy-5«-androstan-17-one
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Zum Vergleich ist in der Figur auch eine diinnschicht-
chromatographische Auftrennung der mit H,O, erhal-
tenen Spaltprodukte dargestellt. Zum Teil weisen die
Spaltprodukte in beiden Fallen dhnliche oder gleiche Rf-
Werte auf, was darauf hindeutet, dass wenigstens teil-
weise dieselben Peptid-Bruchstiicke gebildet werden.
Auch mit NH,0H erfolgt ein Abbau nur beim Vorliegen
des Peptides als Metallkomplex. Die Degradation wurde
wiederum bei pH 8,5 durchgefiihrt — die Komplexbildung
ist dann vollstindig® —, allerdings war ein 18facher Uber-
schuss an NH,OH - bezogen auf den Cu?+-Polymyxin-
Komplex — notwendig, wihrend mit H,0, ein 6facher
geniigte®, auch die Reaktionszeit musste von 2 auf 8 h
erhoht werden, damit ein gut nachweisbarer Abbau ein-
trat. Dies zeigt, dass NH,OH im Cu?t-Polymyxin-Kom-
plex weniger reaktiv ist als H,0,°.

Summary. NH,OH as well as H,O, (previous results *4)
decompose the Cu?t complex of polymyxin B as can be
shown with thin layer chromatography; the spots of the
peptide fragments of both reactions were compared.
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(androsterone), 3pg-hydroxy-5«-androstan-17-one (epi-
androsterone) + 3a-hydroxy-58-androstan-17-one (etio-
cholanolone), as well as a fraction of polar glucuronosides
could be isolated; all fractions exhibiting a practically
unchanged 3H/'C ratio (Table I). Following the enzymic
hydrolysis of the various fractions with f-glucuronidase,
the liberated steroids were chromatographed on paper in
propylene glycol/methylcyclohexane?” and propylene-
glycol/toluene®. In addition to the above mentioned C,,-
steroids, androst-5-en-3f,17g-diol (androstendiol), 38, 16a-
dihydroxy-androst-5-en-17-one (16«-hydroxydehydroepi-
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