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46. Uber die Spezifitat der Cholinesterase der Sehlangengiftel). 
6. Mitteilung uber die Biochemie ticiischcr Gift?') 

von E. A. Zeller und D. C. Utz. 

(2. XII. 48.) 

In der vorangehenden Mitteilung M imle anliaird tiiiie\ unifailg- 
reichen IYilaterials die Zugehorigkeit der ( 'holin-ehtera w ( (  'hE) tier 
Elapiden-Gifte Zuni c-Typ bewiesen. D;t i i i i w  (4'11 E nui' (11(. Hydro- 
lysc einiger Cholin-ester beschleunigen s0113), I\ urdc \ic auch a I \  
,,echte" 3), ,,spe~ifische('~) oder als Chol rnt~stei.;sw sclr I r c ~ l i l  liinj) be- 
zeichnet, der die s-ChEG) als ,,Pseudo"-CliE3), ,.uirspezifi~c.!ic.'~~) C'hD 
oder als ,,unspecified esterase" 9 gegenulwgest ellt wnixle. n cil diest. 
auch Neutralester anzugreifen vermag. 

hin, die Hydrolyse von Essigsaureathyl~ 
ester zu katalysieren. Ein experimenteller 12ow 
dass das dafur verantwortliche Agcns mil, der (' 
Giftes identisch sci, wurde nicht vorgc.le$. 0. Botl(i),sk 
liess die Fragc offen, ob ein oder zwei PeiTlientc. I oi~Iie~(~ii. :ils es ihni 
gelang, mit Hilfe einer teilweise gereinigtcaii 134% 13 (:\w I'r? t lirozyten) 
Triacetin zu  spalten s). 

Wenn sich die eben erwiihnte Vcriiiiil ung i i l h  ric.11 t ig er\vei,sc.!i 
wurde, so TI. $re eine tiefgreifende Anderiing dihr bihltc~rigei I Vorxtrl- 
lungen uber die Spezifitat der e-ChE die Ii'oige. I h  sc.hicii u i r i  tleshall) 
angezeigt, diese Frage experimentell ah7 ul 1iiirc.u. i1;iiigt~rigifte al\  
die reichste bekanntc ChE-Quelle 9, 11 ,rr<ln iur t l n ~ t i g : c ~  I-ntcr- 
suchlingen besonders gut geeignet, weil iuit i h w r  11 i i f e  geringxte 
Spurcn von Umsatzbeschleunigung untl tlamii l i l t~ in~1(~  .\ffiuitat \- 
betrage verschiedener Stoffe zum Enzj rli riac.liwt~isl):~i~ ,iii(l. 

Wir wiederholten und bestatigten ri i t '  crn:llint 1111 J t~r,itcIi(~ niit 
Esdgshurekthglester fur zwei Elapideii-4 iii'te. Mit Hilti. I on Karl- 

Kiirzlich wies 3. Bovet-Nitti ') auf die. J'8higkeil (I(+ Kolra-Gift 
er iintl :m(!w~r Neutral- 

I) Vorlaufige Mittcilnng: E. A. Zeller, Helv. 111 B siol. 1111 1 1  iilai 01 , I [  t< i  6, ( '  30 
(l948), vorgetragen an der 32. ?'agung des hhwcizei i.rI,m T c rc in-. dri I'll\ -iologeri un#l  
Ph irmakologen tun 31. Januar 1948. 

5. Xitteilung: E. A. Zeller, Helv. 32, 91 (19 I I )  
j) B. Mendel, I). H. Munclell und H .  Ruclney, 1: ( J (  hcnl , I  
4) B. Glick, ScienLe 102, 100 (1945). 
5 )  D. Nuchnaamoh und M .  A. Rothenhwg, .J. 1:iol Chetii. 158, (I-,'\ ( l i l i i ) .  
6 )  E. A .  Zcller und A .  I l ~ w g g e r ,  Helv. 26, l l i l ' ~  i 943) 
i ,  Exper. 3, 283 (1947). 
h,  Ann. S .Y .  Acad. hci. 47, 521 (1946). 
g, 5. Mittc.ilunq, I. c .  

37. 473 ( I 0  13). 
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kurrenzversuchen konnte auch gezeigt werden, dass die ChE der 
Schlangengifte die Hydrolyse dieses Esters katalysiert. Doch war die 
Sicherheit der Schlussfolgerung durch die geringe Abbaugeschwindig- 
keit des Neutralesters beeintrachtigt, die weniger als 1 Prozent der- 
jenigen von Acetyl-cholin betrug. In  der Folge fuhrte die Analyse 
uber die Ursachen dieses Verhaltens zur Verwendung neuer Substrate 
der ChE, mit deren Hilfe die Frage, oh eine e-ChE ausser Cholin- auch 
Neutralester anzugreifeii vermoge, eindeutig entschieden werden 
konnte. 

E x p e r i m e n t e l l e s .  
Giftel), Messmethode und Darstellung der Ergebnisse sind dieselben, die in der 

vorangehenden Mitteilung2) beschrieben wurden. Auf eine Wiederholung wird daher 
verzichtet. Q A C ~  stellt die aus der Hydrogencarbonat- Ringer-Losung in Freiheit gesetzte 
Menge Kohlensiiure in mm3 dar, die von 1 mg Gift in einer Stunde unter den vorgegebenen 
Bedingungen entwickelt worden waren. Der Index bezeichnet das Substrat. 

Fur die vorliegende Arbeit wurden fast ausnahmslos Proben der gleichen Gift- 
praparate verwendet. Trotzdem wiesen nicht alle Losungen genau dieselbe Aktivitat auf, 
weil nicht alle Partikelchen die gleiche Enzymmenge enthielten, was besonders bei der 
Einwaage kleiner Mengen (0,5-2 mg) deutlich wurde. Die Unterschiede waren gluck- 
lichenveise recht gering. Bei der Prufung der entsprechenden Verhaltnisse einer andern 
Giftkomponente, Ophio-~-aminosaure-oxydase~), wurde seinerzeit versucht, diese Schwie- 
rigkeit durch schonende Zerkleinerung der Giftkorner zu umgehen, um so fur eine be- 
stimmte Experimentalperiode ein einheitliches Material zu erhalten. Doch wurde dadurch 
die Haltbarkeit der Oxydase im Trockengift wesentlich vermindert, so dass fortan auf 
dieses Verfahren verzichtet wurde. 

Die Substrate wurden teilweise aus dem Handel bezogen, teilweise wurden sie 
~ynthetisiert~). Haufig verhinderte deren beschrankte Loslichkeit die Durchmusterung 
aller gewunschter Konzentrationsbereiche. Einige Ester, vor allem die HalogenesBigsBure- 
cster, und unter diesen hauptsachlich der Chloressigsaureathylester, erfuhren in Hydrogen- 
carbonat- Ringer und bei 38O Temperatur eine erhebliche Hydrolyse auch in Abwesenheit 
von ChE. Es mussen deshalb fur alle derartigen Versuche und fur alle Konzentrationen 
entsprechende enzymfreie Kontrollen eingesetzt werden. Urn wirklich die gewunschte 
Substratkonzentration zu erhalten und urn moglicherweise storende Reaktionsprodukte 
auszuschalten, wurden die Ester erst in Losung gebracht, nachdem die Reaktionsgefasse 
mit allen ubrigen Reaktionsteilnehmern beschickt waren. Die Zunahme der nichtenzy- 
matischen Hydrolyse von Chloressigsaureathylester erfolgt mit steigendem Logarithmus 
der Substratkonzentration linear. 

Eine weitere Besonderheit dieser Versuche bildete die grosse Geschwindigkeit der 
Umsatze, wenn aus verschiedenen Grunden unverhiiltnismassig grosse Giftmengen ange- 
wandt werden mussten. Die Zahl der gleichzeitig eingesetzten Manometer wurde be- 
schriinkt und die Ansatze mit der grossten zu erwartenden Geschwindigkeit an den An- 
fang der Reihe genommen. Es wurde weit,erhin darauf geachtet, dass das Einkippen der 
Losungen aus den seitlichen Anhangen und die Ablesungen in den gleichen Zeitabstanden 
erfolgten. 

l) Es sei erneut den in der vorangehenden Mitteilung erwahnten Donatoren fur die 

2) 5. Mitteilung, 1. c. 
3) Zusammenfassung: E .  A .  Zeller, Enzymes of Snake Venoms, Advances in Enzy- 

mology 8, 459 (1948). 
4) Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Dr. phil. et med. h. c. P. Luuger, Basel, 

fur die Synthese und Uberlassung zahlreicher Ester unsern besten Dank auszusprechen. 

Uberlassung zahlreicher wertvoller Giftpraparate gedankt. 
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In  der vorliegenden Untersuchungsreihe wurde vom Konliurrenzvf.rsu(.h in exten- 
siver Weise Gebrauch gemacht, so dass es angezciyl c.rschcint, auf cinige Punkte der 
Technik dieses Verfahrens aufmerksam zu machen. 

Konkurrenzversuche sollten naturgemass bei tler ,,SBttigung" tlcs Fcsrments rnit 
jedem einzelnen Substrat angestellt werden. Doch is1 diesr Forderring beispielsweise 
dann nicht erfiillbar, wenn die Loslichkeit des Subbtrats uiigrniigentl ist. (:elegentlich 
muss auch wegen der zu grossen Unterschiede der Rc~~kt,ionsgeschwindiplir.iterr von dirsrm 
Ziel abgewichen werden. Es kann unter diesen Urnst linden c~intrc~tt~n. ( I  

&I+ Qz = Qi~t z 

wird, ohne dass zwei Fermente vorliegen. Die Entsc;hc~iditng ~ - ein oder zwci Ferniente - - 

kann unter diesen Umstanden nur dann gefallt wei,cicn, acnn dss 13 
verschiedensten Bedingungen dasselbe bleibt. Einfachc~ liegel, dic C'erhi 
eindeutige ,,competitive inhibition" vorliegt. Die Sic.htLrhcit dc.r I ntcr 
handensein nur eines wirkenden Enzyms - ist ebrirfalls nicht absolrit. Es blieb dahcr 
auch hier nur iibrig, die Experimente mit den versctiidenstm 
zu wiederholen. Auf diese Weise wurden nicht nur diit yiinstigst 
Ergebnisse gewonnen, sondern auch nutzliche Dat,cti iiber die 
mittelt. Stets wiirde angestrebt, die Reaktionsgemis(.hib so r/,usarrrincrizristeilcn, dass 

& i + z  < &I,  wenn (2 ,  ( d z ,  

nm eine zweifelsfreie Konkurrenz der beiden Substrat,. iini das gleiche Frriiiciit annehmen 
z u  konnen. Wir die Ergebnisse dartun, wurde diexes %id fa.st iiiiiner c~i~ri t~l i t .  

Ergebnisse. 

1. E s s i g s Siur e B t h > 1 (1 s t c r . 
Die Gifte von Na ia  melanoleuca  iitid B u n g a r u s  Iasc ia tus  

beschleunigen die Hydrolyse von Essigh&ureathy;lrst rr. Doch ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit, verglicheri riiit tlerjenigm (It's Acetgl- 
cholins, klein. Rei einer Konzentration tlcs neii trnlrn E 
optimale Acetyl-cholin-Konzentration uiii das Zchnfacl 
betragt seine Spaltungsgeschwindigkeit cvonigchr als 1 Prozent der- 
jenigen von Acetyl-cholin. Diese gerj tigc t7rrinat zgtwhwindigkeit 
kiinnte entweder durch eine geringe Affinitht tlrs Substrats zum 
Ferment oder durch einen langsamen !&.rfall tleh Ferment -Substrat- 
Komplexes bedingt seinl). Die Untersucdhimg dc.r Ll bl 
Reaktionsgeschwindigkeit von der Suhhtiat-Konzcnt 
darauf hin, dass die erstere Annahme zutiaiffi . Die Irnisatzyehc.h~~~indig- 
keit steigt mit zunehmender Substrat -li mzen tration so hoch, dass 
sie schliesslich 10 bis 15 Prozent derjenigcti des Ac~c~tyl-t.holins (opti- 
male Konzentration) erreicht. 

Aus der nachstehenden Fig. 1 kann rntnoinrneti weidcri, dass die 
Xichaelis'sche Konstante grosser als O,!! ist .  

Die Prufung dcr Frage, ob Acetyl-c*holiri utid Eshigbiiureathyl- 
ester durch das gleiche Ferment angcgiffeii werdeu, mofur der 
Konkurrenzversuch hcrangezogen wurdck, 1 )ot c\iiiigt: Pchwicrigkeiten 

I )  D. D. wan Slyke, The Kinetics of Hydrolyt I ( *  Enz) me6 dnd Their Bearing on 
Methods for Measuring of Enzyme Activity, Advaiicei in Enzymology 2, 33 (1942). 
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wegen des grossen Unterschieds der entsprechendcn Hydrolyse- Ge- 
schwindigkeiten. Doch gelang es, Bedingungen zu finden, bei denen 
die gleichzeitige Zugabe beider Ester zu dem Ferment eine Umsatz- 
geschwindigkeit zur Folge hatte, die deutlich geringer als die Summe 
der Geschwindigkeiten war, die bei Verwendung von nur einem Sub- 
strat auftraten (Tabelle 1). 

Essigsaureathylester 0,204-m. . . . . . . . 
Acetyl-cholin 0,025-m. . . . . . . . 
Essigsaureathylester+ Acetyl-cholin . . . . 

0,006 0.01 MC~EE 0.04 0,06 0.08 0.2 M,~AE 0.4 I 
(0.023) (0.24) 

1080 14300 
13220 \ 
9150 

5 

Molare SuBstrotkonrentrotlon 

Pig. 1, 
Abhangigkei t  d e r  H y d r o l y s e -  Geschwindigkci t  v o n  dev S u b s t r a t k o n z e n -  

t r a t i o n .  
Abszisse : Logarithmus der Substratkonzentration (molar). Ordinate : QFster = mm3 CO, 

pro mg Gift (Naia melanoleuca) pro Stunde. 
ME$, resp. M,,,, : Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit die Halfte 
der maximalen erreicht (NichaeZidsche Konstante). Da das Maximum fur den Essigsaure- 
athylester nicht bekannt ist, so bildet der eingezeichnetc Wert die u n t e r e  Grenze des 

[ntervells, in dem der wahre Wert liegt. 

Tabelle 1. 

(0,4 mg Gift von B u n g a r u s  f a s c i a t u s ) .  
Gemeinsamc H y d r o l y s e  v o n  E s s i g s a u r e a t h y l e s t e r  u n d  Acety l -chol in  

I Substrate 

Wenn die ChE fur die Hydrolyse des Neutralesters allein ver- 
antwortlich zu machen ist, dann darf keine enzymatische Hydrolyse 
desselben in Gegenwart von Sch1angengift)en gefunden werden, die 
keine ChE enthaltan. Wie in der vorangehendan Mitteilungl) gezeigt 
wurde, sind alle Viperiden-Gifte ChE-frei. Einige derselben wurden 
daher auf ihre F5higkeit gepruft, die Hydrolyse von Essigsaure- 

1) 5. Mitteilung, 1. c .  
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athylester zu beschleunigen. So wurde hvispielhwt~ise zu j c h  0,4 Nilli- 
gramm des Gifts von B i t i s  a r i e t a n s  (Puffotter) der E h t e i ‘  in 5 gco- 
metrisch ansteigenden Konzentrationen (0 ,026  his 0,413-m. ) gegeben, 
ohne dass eine Hydrolyse eingetreten wwe, die uber tliejrnige der 
Kontrollen hinausging. Den gleichen negai iven Nrfolg bra chten die 
Versuche, in denen 0,2-m. Essigsaureat 113 lester dor \Virkung von 
Giften der Arten Vip e r a  a sp i  s (Jura-Vipvr) und C’ro t a 1 II s h o r r idu  s 
(timber rattle snake) ausgesetzt wurde. 

Diese Ergebnisse bilden eine experimvntelle S t u t z r  fiir die er- 
wahnte Vermutung von P. Bovet-Nitti, claw im Schlangengift ein und 
dasselbe Ferment fur die Hydrolyse vori (‘holin- 11 rid Ncutralestern 
verantwortlich ist. Ferner deuten sie damif hjn, dass i n  den ange- 
fuhrten Viperiden-Giften keine sogenannt ( 2  ,ili-e.;ter;isc vorhanden ist. 

2. S u b s  tit  uier  t e E s sigsiiii r ~ i i  t h  J 1 e h t P I - .  

Aus den Ergebnissen des vorangehentlen Bbschnitt s sclieiiit her- 
vorzugehen, dass der Komplex Enzym-Ehsig~iiiureiithylehtei~, wenn er 
erst einmal gebildet ist, rasch zerfallt. D r  Zus:tmnirntritt tler Kom- 
ponenten hingegen erfolgt verhaltnismassig langsam, so (lash exzessk 
hohe Konzentrationen des Esters verwenclet werden mussen, um gut 
messbare Umsatze zu erzielen. Durch Steigerung tler Affinitat 
mussten somit geeignetere Substrate entstcLhen, die schon hei geriri- 
geren Konzentrationen als Essigsaureath ylc1stei. tlincm r;ischen enzy- 
matischen Zerfall erleiden. Eine solche Verhesserung wurtle (lurch die 
Einfuhrung von Halogenen und Pseudolialogeiieri zu tlrreichen ver- 
sucht, wobei die Vorstellung leitend war, tiass (lie durch tlitw Atome 
und Atomgruppen hervorgerufenen Dipole den go\\ unschtc~i Dienst 
leisten konnten. 

Chloressigsaureathylester (CIEE) vc-ircl tatsaclilich durc 11 Sjchlan- 
gengift bei sehr vie1 kleineren Konzentrti tioneri alx Essjgs:rureathyl- 
ester angegriffen (Figur I). Da die Michntlit$’sche Konst ante ungefahr 
den Wert von 0,023 besitzt, wie aus der Fjgur hrrvorgeht, so ist die 
Affinitat des Chloresters mindestens zehrinial grirhfer als d i e  des ixn- 
substituiert en Esters. 

Eine Steigerung der Konzentratioii des Ch1orehsigs;~nreathyl- 
esters uber die in Fig. 1 angegebene Grenzv liess keinr L2bnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit, d. h. ein Siihstratoptiniurn, clrkennen; 
doch niachte sich bei diesen hohen Koiizentra tionen die chrhebliche 
nichtenzymatisehe Hydrolyse storend berncbrkbar. 

Brom- und Jodessigsaureathylester wvrden ebtafalls dureh die 
Schlangengifte enzymatisch zerlegt. Div Reaktioiisgt.sch~\-indigkeit 
bei gleicher Substratkonzentration nimml in der gleichcn Reihenfolge 
ah, in der die durch die Halogene induzicrten Dipole lil~inc>r werden. 
Die Hydrolysegeschwindigkeit von Cyanc:ssigsiiiureathylehter liegt 
zwischen derjenigen von Brom- und Jodc ighaureat hy1ehtc.r (Tabelle 3). 
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Tabelle 2. 
E n z y m a t i s c h e  Hydrolyse  von s u b s t i t u i c r t e n  E s s i g s a u r e a t h y l e s t e r n  

Konzentration der Ester: 0,025-m. Nichtenzymatische Hydrolyse von den Ergebnissen 
subtrahiert. CIEE, HrEE, CyEE, J E E  = Chlor-, Brom-, Cyan- und Jodessigsaureathyl- 

ester. 

Spezies 1 Giftmenge I Substrat 

Sepedon haemachatcs . 1 0 3  mg 1 ClEE 
BrEE 
J E E  

Naia melanoleuca . 0,25 mg ClEE I 1 YE 
Naia melanoleuca . . . 1 0,2 mg ClEE I CvEE 

1260 
480 
60 

4850 
2060 

48 

_- 

~ 

Obwohl die aussergewiihnlich grossen Mengen von 9 bis 2 4  mg 
Gift von N a i a  melanoleuca  (QACh z 30800) zur Anwendung ge- 
langten, konnte eine Beschleunigung der Hydrolyse weder bei Di- 
und Trichloressigsaureathylester, noch bei Glykokollathylester und 
Cysteinathylester beobachtet werden. Mit dem gleichen negativen 
Erfolg wurden Glykokollathylester und Gift von B u n g a r u s  fasc i -  
a t  11 s zusammengebraeht ( Qach = 25000). 

3 .  Vergleich d e r  enzymat i schen  Hydro lyse  von  Accty l -  
chol in  u n d  Halogeness igsaurea thyles te rn .  

Der Entscheid, ob Halogenessigsaure- und Cholin-ester durch ein 
oder durch zwei Fermente angegriffen werden, wurde auf zwei Wegen 
zu erreichen versucht : 

I n  der vorangehenden Mitteilung wurde gezeigt, dass die ChE- 
Aktivitat der von verschiedenen Arten stammenden Gifte recht unter- 
schiedlich gross ist. Wenn diese ChE auch fur die beschleunigte Hydro- 
lyse von Choressigsaureathylester verantwortlich ist, dann muss die 
Abbaugeschwindigkeit des letztern fur die gleichen Gifte Bhnliche 
Unterschiede aufweisen. Das ist, wie aus der Tabelle 3 hervorgeht, 
nun tatsachlich der Fall. Das Verhaltnis der beiden Geschwindig- 
keiten ist bei allen Giften annahernd dasselbe, wahrend die absoluten 
Werte um mehr als das Zweihundertfache schwanken. 

Diese Ergebnisse lassen sich durch die unwahrscheinliche, aber 
nicht unmogliche Annahme deuten, dass in den untersuchten Giften 
zwei verschiedene Esterasen vorhanden sind, die stets im gleichen 
Verhaltnis zu einander auftreten. Es musste deshalb der Konkurrenz- 
versuch den Ausschlag geben. Wie aus der Tabelle 3 hervorgeht, war 
die Geschwindigkeit, die durch die gleichzeitig der Giftlosung zuge- 
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fugten Ester hervorgerufen wurde ( Q1, .). h1einc.r ;ils die, Siirnnie der 
durch die einzelnen Substrate bedingteii ITmsat zgcsc.hm iritligkeiten 
(Qi + (2,). 

Tabelle 3. 
Gemeinsame Hydrolyse  von  Acety l -chol in  rind H.LIoRc.[iC)i~igh.i i irrathyl- 

e s t e r .  

Bothrops neuwiedii 

Naia nigricollis . . 

Xotechis scutatus , 

Naia flava . . . . 

Sepedon haemacha- 
tes . . . . . . 

Kaiil melanoleuca . 

Saia  melanoleuca . 

Gift- 
mcnge Substrat 

ACh 0,005-m. 
ClEE 0,025-m. 
ACh 0,005-m. 
ClEE 0,025-m. 
ACh 0,005-m. 
ClEE 0,05-m. 
ACh 0,01-m. 
ClEE 0,025-m. 

ACh 0,005-m. 
ClEE 0,005-m. 
ACh 0,Ol-m. 
ClEE 0,025-m. 
SCh 0,01-m. 
BrEE 0,025-m. 

0 

42 

2330 

3860 

7270 

17200 

19080 

*) Dieser Wert ist, verglichen mit denjenigen drtr c:ift-freic.n IControllcu, so gering, 
dass er nicht die gleiche Zuverlassigkeit mie die irbi igvn Ke>ult:Ltts bt5itzt. 

i&hnliche Versuche, wie sie mit B o t h  ro p s n eri \\ i e(l  i i ('l'abelle 3 )  
angestellt wurden, wurden auch auf antltli6e Tipt~ritleii-GiFt e ausge- 
dehnt. Obwohl eine noch grossere, 1,6-f;rc'he Gift-Konzent ration an- 
gewandt wurde, losten die Gifte von ( ' ro t ; i , l uh  h o  
Vipera  asp is  keine Hydrolyse von ('hloi~essi~siiurratli 
Triacetin) aus, die grosser als die der eiiz,ymfreicw Koiitrollansiitze 
war. Eine Verliingerung der Inkubation iuer von I 0  h i 5  30 Ninuten, 
wie sie fur die Elapiden-Gifte ublich I\ ar, aiif rrielirere Stunden, 
anderte nichts an diesem Ergehnis. 

Rlle diese Resultate lassen wohl kei ncJn aiitlvrri Sc~hlu~s  zu, als 
daw die e-ChE der Gifte auch die Hydidyse genishtbr Xwtralester 
zu beschleunigen vermag. Sie schliessen I ~ R  turlicli n i t d i i t  die> Moglich- 
kcit des Vorhandenseins anderer Esterasen am, die nu r Yeutralester 
ungreifen; fur die in Tabelle 3 erwahntcsn Giftc isf ditw L4nnahme 
wcnig wahrscheinlich. 

4. Inhibitorcbu. 
Physostigmin, der klassische Inhibit o r  dcr ('11 E, lirriirnt nicht 

nur die ChE von Cobra-l) und andern Ii:l:~pid;te-Gift,erl (l'abellc 4),  
I) F. Bovet und D. Rovet, Ann. Inst. Pasteur 69, 309 (19.23). 
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sondern auch die Hydrolyse von Neutralestern (Tabelle 4). Dasselbe 
gilt fur Prostigmin. Beide Stoffe ubten bei den angefuhrten Konzen- 
trationen eine so kraftige Wirkung aus, dass die Ansatze, die neben 
Gift und Neutralester die Inhibitoren enthielten, weniger Kohlen- 
dioxyd als die entsprechenden Kontrollen produzierten. 

Coffein, ein spezifischer Inhibitor der e-ChE der tierisehen Ge- 
webel) und der Schlangengifte2), hcmmt in ahnlichem Rusmass 
auch den Abbau von Chloressigsaureathylester (Tabelle 4). Alle drei 
Inhibitoren wirken somit in gleicher Weise auf den durch die Schlan- 
gengifte katalysierten Abbau Ton Acetyl-cholin und Neutralestern. 

Tabelle 4. 
H e m m u n g  des  e n z y m a t i s c h e n  A b b a u e s  v o n  Cholin-  u n d  Neut ra les te rn .  

Physostigmin 0,2-milli-m. 
0,2-milli-m. 
0,2-milli-m. 
0,2-milli-m. 
0,2-milli-m. 
0,2-milli-m. 

Prostigmin 0,l-milli-m. 
0,l-milli-m. 

Coffein 0,017-m. 
0,033-m. 

Spezies 

120 
80 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

2700 
1800 

Sepedon haemachates 
Naia melanoleuca . . 
Bungarus fasciatus . 
Xaia melanoleuca . . 

. .  

. .  

. .  

. .  

. .  

. .  

Substrat 

ACh 0,005-m. 
ACh 0,005-m. 
ClEE 0,013-m. 
ClEE 0,033-m. 
ClEE 0,083-m. 
BrEE 0,033-m. 
BrEE 0,033-m. 
ClEE 0,05-m. 
ClEE 0008-m. 
ClEE 0,008-m. 

- 
Q 

9410 
8750 
1300 
4000 
4800 
2200 
2200 
7860 
3600 
3600 - 

Inhibitor I &Inh. 

Die vollstiindige Ausschaltung der enzymatischen Hydrolyse von 
Neutralestern durch 0,0002-m. Physostigmin spricht gegen die An- 
wesenheit einer zweiten Esterase, die wohl Neutralester, aber nicht 
Acetyl-cholin angreifen konnte, da derartige Ali-esterasen erst durch 
hohere Physostigmin-Konzentrationen (0,Ol-m.) gehemmt werden3). 

Diese Ergebnisse stimmen mit denjenigen der voranstehenden 
Abschnitte uberein und stehen im Einklang mit den dort gezogenen 
Schlussfolgerungen. 

Diskussion der Ergebnisse. 

I n  der vorliegenden Mitteilung wurde mit Hilfe verschiedener 
Verfahren die Fahigkeit mehrerer Elapiden- Gifte, neben Acetyl- 
cholin auch Neutralester anzugreifen, aufgedeckt. Da dieses Enzym 
eine typische e-Cholin-esterase (e-ChE) darstellt *), so ist damit zum 

l) E. A .  Zeller uud A. Bissegger, 1. c.; D. Nachmansohn und H .  Schneemnn, J. Biol. 
Chem. 159, 239 (1945); K.-I?. Augustinsson, Acta physiol. scand. 15, Suppl. 52 (1948). 

2, 5. Mitteilung, 1. c. 
3, D. Richter und P. G.  Croft, Biochem. J. 36, 746 (1942). 
4) 5 .  Mitteilung, 1. c. 
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crsten Male1) der vollstandige experimcntelle B(w eis fur die AUS- 
dehnung des Spezifitatsbereiches einer (4 'hE aiif Estw ohne Tri- 
methylammonium- Gruppe geliefert wordvn. 

Mit Sicherhcit konnen neben Acetyl-t~lioliri (lie folgrnilen Ester 
sls Substrate der e-ChE der Gifte tliencir:. 

+ 
N(CH,),CH,CH(CH,)-O-CO('H 1') 

C,H,-O-COCH,X, X = H, ('1 Br, ('X 

Fin den Cyanessigsaureathylester wurde grzeigl, (T:tbrllt~ 2 ) ,  dass er 
mit dem Chloressigsaureathylester urn eiric Estcr::rc konkurriert. Da 
sich im Lsuf der Untersuchungen keine .!~iihaltspnnkt (3 fu i '  die Exi- 
stenz einer aweiten Esterase (neben der ('!iI<) vom ('liaiaktcr der Ali- 
&erase3) in Schlarigengiften ergaben, kann der ('?;:~riessigt~~l tlr zu den 
gesicherten Substraten der e-ChE gezalilt TI crdcn. 

Mit grosser Wahrscheinlichkeit k:r 1111 tlic gleicbhr Substrat- 
Eigiiung auch dem Jodessigsaureathyleht er  urid clcn \ on P. Bovrt- 
Yitti4) angewandten Estern zugebilligt wc.rden. Zu diesen grhijren die 
Essigsaureester der aliyhatischen Mono-alkohole bits (15) ,  tles 
Glykols und Glycerins5). Die Ester, deren t I? drolyw (lurch Schlangen- 
gifte nicht merklich beschleunigt werden, sirid {lit. i'olgc~i~dt~n : Propion- 
saureathylester2), Benzoyl-cholin4), AniiIioh:iun~:bl hylrst er iirid Poly- 
chlorcssigsaureathylester. 

durch Pferdeserum katalysiert und dereri ( 'hE cixfur x ernrit wortlich 
gemacht. Doch wurden keine experimc.nt,ellen Beweise zur Ent- 
scheidung der Frage vorgelegt, oh die s-t'1iE7) otlcr die  irrr Pferde- 
serum reichlich vorkommendr Ali-esteraw 8) o t l c ~  hc4tlt. 11:rizyme fur 
die Katalyse verantwortlicli zu machen sin( 1. 

Der in der vorliegenden 81itteilung heschrielwnc Spezifitats- 
bereich konnte cine Eigent~mlichkeit dei* (4% E t1t.r Svhla ngengifte 
darstellen, die bei andern Cholinesteraseri tl iesch Typs  iiivht ouftritt. 
Diese Vermutung drangte sieh unter dem Einfluss der hidierigen Rn- 
schauung iiber die Spezifitat der e-ChE rorerht, nufg). Doch wurde 
inzwischen bewiesen, class die teilweise gel-einigt c r-('hE tier mensch- 
lichen Erythrocyten ebenfalls die Hytli*olyse von ('hlorcs4gsaure- 

Nach D. GZick6) wird der Abbau voii Ch1oressigs:tur 

l) Vgl. das Datum der zu der vorliegenden Publil,;tt ion yc~h(iic~ird(m voil,iiifigen Mlt- 

* )  5. Mitteilung, 1. c. 
,) D. Richter und P. G .  Croft, 1. c. 
5, Fur Cobra-Gift und Triacetin wurde inzwistlicii der cx 

teilung, 1. c.  

4 )  I .  k .  

inicntclle Beweis ge- 
15Mq (267th Meeting leistet: P.  Holton, Biochem. J. 43, XI11 (1948); mitgct<~ilt am 29. 

of the Biochemical Society, Oxford). 
G, J. Riol. Chem. 130, 527 (1939). 
') K.-B. Augustinsson, 1. c. 
8, D. Rachter und P. G. Croft 1. c. 
9, E.  A. Zeller, Enzymes of Snake Venoms, 1. c. 
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athylcster und andern Neutralestern zu beschleunigen vermagl). Zu 
ahnlichen Schliissen gelangten D. H .  Adams und V.  P. Whittaker2), 
die, ausgehend von den Untersuchungen von 0. Boda%sky3),  die e-ChE 
der menschlichen Erythrocyten als fur die Hydrolyse zahlreicher 
Neutralester mit grosster Wahrscheinliehkeit (,,in all probability") 
verantwortlieh bezeichneten. 

Z u s a m men f a s sung. 
1. Alle untersuchten Elapiden-Gifte beschleunigen die Hydro- 

lyse von Essigsaureathylester, Chlor-, Brom-, Cyan- und Jodessig- 
siiureiithglester, wahrend der Abbau der At'hylester von Glykokoll, 
Cystein und Di- und Trichloressigsaure dureh die glcichen Gifte nicht 
merklich heeinflusst wird. 

2. Alle gepruften Viperiden-Gifte erwiesen sich als unfahig, 
Neutralester anzugreifen. 

3 .  Die Hydrolyse- Geschwindigkeit der Neutralester in Gegen- 
wart versehiedener Gifte verlaiuft parallel derjenigen von Acetyl- 
cholin. Bei gleichzeitigem Zusatz von Acetyl-e,holin und Neubral- 
estern tritt eine ausgesprochene Konkurrenz ein. 

4. Physostigmin, Prost'igmin und Coffein uben einen hemmenden 
Xinfluss auf den enzymat'ischen Abbau der Neut'ral-ester in Gift- 
losungen aus. 

5. Alle Ergebnisse konnen durch die Annahme gedeutet werden, 
(lass die Cholin-esterase der Schlangengifte die Eigenschaft besitzt, 
neberi Acetyl-cholin auch Neutralester abzubaucn. 

6. Die Einfuhrung eines Chlor-Atoms in den Acet.ylrest steigert 
die Rffinitiit des Essigsaureaithylesters zur C'holin-esterase der 
Sehlangengifte um mehr als das Zehnfaohe. 

7. Das Verhalt'en der Cholin-esterase-aktivcn ( E l a p i d a e )  und 
der Cholin-esterase-freien (Vip  e r idae )  Schlangengifte spricht gegen 
das Vorhandensein einer Ali-esterase, die fur die Hydrolyse von Neu- 
tralestern teilweise verant'wortlich geniacht werden konnte. 

Ein erheblicher Teil der Versuche wurde in der Pathologisch-anatomischen Anstalt 
der Universitat Basel durchgefiihrt. Der eine von uns ist deren Direktor, Herrn Prof. Dr. 
A .  U'erthemann, zu  grossem Dank verpflichtet, ebenso Frl. I. Muhr fur die wertvolle 
Xitarbeit. 

Pat'hologiseh-anatomische L4nstalt der Universitat Basel und 
Department of Biochemistry, Mayo Clinic, Rochester (Minnesot'a). 

l) B. A. XcSuughton und E. A. Zeller, Proc. Soc. exp. Biol. Xed. (im Druck). 
*)  Biochein. J .  43, XIV (1948). 3) 1. c. 


