
~ber das Gift der Bothrops jararaca. 

Von 
H. Michl. 

Aus dem II .  Chemischen Laboratorium der Universit~t Wien. 

(Eingelangt am 24. Juli  1954.) 

Mit 2 Abbildungen. 

Das Gift yon Bothrop8 ]araraca, einer brasilianischen Gift- 
schlange, wurde durch ein- und zweidimensionale Elektrophorese 
in St~rkeplatten und in trapezfSrrnigen Papierstreifen zerlegt. 
Die einzelnen Fraktionen priifte man auf ihre L-Aminos~ure- 
oxydase-, Adenosintriphosphatase-, Desoxyribonuklease-, Leei- 
thlnase-A- und l~roteaseaktivit~t, auf ihre blutgerirmungsfSrdern- 
den, hi~molytischen und toxisehen Eigenschaften, auf ihre 
F~higkeiten zur Hemmung der Eidotterkoagulation und den 
Gehalt an ,,spreading factor", sowie auf ihre Amlnos~ure- 
zusammensetzung. Einige Zusammenh~nge zwisehen der 
enzymatisehen Wirks~mkeit u_ud der Toxizit~t werden be- 
spreehen. 

Die Schararak~ (Bothrops ]araraca) ist die verbreitetste Giftschlange 
Brasiliens. Beziiglich ihrer Gef~hrlichkeit steht sie an zweiter Stelle 
hinter der Klapperschlange 1. Sie gehSrt zum Gesehlecht der Lanzen- 
schlangen (Bothrops oder Lachesis) in der Familie der Grubenottern 
(Crotalinae) ~. ~ber  die Zus~mmensetzung ihres Giftes weil~ man - -  
~hnlieh w~e bei anderen Giftsehl~ngen - -  noch recht wenig, trotzdem 
eine Anzahl yon chemisch bzw. enzymehemisch orientierten Arbeiten 
durfiber vorliegen. Von den fiberwiegend ehemisch orientierten Arbeiten 
seien die yon Klobusitzky und K6nig herausgehoben 3. Diese Autoren 

1 W. H. A.  SchSttler, J. Tropical IVied. 31, 489 (1951). 
2 p .  Bouquet, Venins de serpents et antivenins. Paris. 1948. 
a D. yon KlobusitzIcy und t ~. K6nig, Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 179, 

204 (1935); 180, 479 {1936); 181, 387 (1936); 18~., 577 (1936); 192, 271 (1939); 
Z. physiol. Chem. 255, I (1938). 
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erkannten das Schararaka-Gift  als ein kompliziertes Gemenge yon 
Peptiden und Pro~einen. Sie konnten dutch fraktionierte Enteiweil~ung 
aus dem Rohgift  eine ~oxisehe Subs~anz - -  das , ,Bothropotoxin" 
abtrennen und eine blutgerinnungsfSrdernde Komponente  hers~ellen. 
Letztere besitzt einige medizinische Bedeutung, sie ist in 0sterreich 
unter  dem Namen ,,Rep~ilase ''4 im Handel.  Es liegen auch einige elektro- 
phoretische Untersuchungen vor, so wurden die ersten papierelektro- 
phoretischen Versuche iiberhaupt 1939 yon Klobus i t z l~y  und K S n i g  am 
Schararaka-Gift  durchgefiihrt ~. igit der freien Elek~rophorese arbeiteten 
Goncalves  6 und SchSt t lerL In  letzter Zeit haben G r a s s m a n n  und H a n n i g  s 

im l%ahmen ihrer umfangreichen Versuehe mit  Schlangengiften aueh 
das Schararaka-Gift  der Papierelektrophorese unterworfen und die so 
erha]tenen Frakt ionen auf vier Aktivit~ten gepriift. 

Das unfraktionierte Schararaka-Gift  ist ferner mehrfach auf seine 
enzymatische Wirksamkeit  untersucht worden 9, lo, 11, 12. So wurde z. B. 
seine L-Aminos~ureoxydase 9, 10, 1s, Adenosintriphoslohatasel0, 14 (ATPase), 
Desoxyribonukleasel~, t5, Lecithinase A (Phospholipase A) s, lo, 16 und 
Protease s, 10, 1~ seine blu~gerinnungsfSrdernde a, 10, is und h~molytische s 
Wirkung, seine F~higkei~, die Eidotterkoagu]ation zu hemmen s, sein 
Gehalt an dem ,,spreading factor ''17, 19 und seine Tox iz i t~  ~, ~, ~, e0 be- 
stilnmt. 

Diese bisherigen Arbeiten behandelten meis~ Teilprobleme und sind 
im wesentliehen ers~e Versuche zur Aufkl~rung des komplizierten Subs~anz- 
gemisches, das das Sehararaka-Gift  darstell~. Die vorliegende Arbei~ 
beabsiohtigte, diese Kenn~nisse zu erweitern. I)azu war es notwendig, 

H .  Bruelc u n d  G. Salem,  Wien. kiln. Wschr. 66, 395 (1954). 
5 D.  yon Klobusi tz lcy u n d  P .  K6n ig ,  Arch. exper. Pa~hol. Pharmakol. 192, 

273 (1939). 
6 j .  M .  Goncalves u n d  L .  G. Vieira,  A n .  Acad. Brasil. Ci6ne. 22, 141 (1950). 
7 W . H . A .  Sch6ttler, Bull. World Hlth. Org. 5, 293 (1952). 
s W .  Grassmann u n d  K .  H ann i g ,  Z. physiol. Chem. 296, 30 (1954). 

E .  A .  Zeller, Advanc. Enzymol. 8, 459 (1948). 
lo E .  A .  Zeller in J .  B .  S u m n e r  u n d  K .  M y r b a J c ,  The Enzymes, Bd, I[2, 

S. 986. Z~Tew York. 1951. 
11 K .  Slotta,  Exper. 9, 81 (1953). 
1~ 2V. Porges, Science 117, 47 (1953). 
1s E .  A .  Zeller, B .  I s e l i n  u n d  A .  Mar i t z ,  ttelv. Physiol. Pharmacol. _&eta 

4, 233 (1946). 
14 E .  A .  Zeller, Helv. Chim. Acta 83, 821 (1950). 
15 A .  R .  Taborda,  Jg. C. Taborda, J .  :V. W i l l i a m s  Jr .  u n d  C. A .  Elveh]em, 

J.  Biol. Chem. 195, 207 (1952). 
1~ W .  2Veumann, Zqaturwiss. 41, 322 (1954). 
1~ E .  Kaiser ,  Mh. Chem. 84, 482 (1953). 
is D.  yon Klobus i t zky ,  Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 218, 361 (1951). 
19 G. Fav i l l i ,  Nature 145, 866 (1940). 
~o W.  H .  A .  SchSttler, J .  Immunol. 67, 299 (1951). 
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das Gift in Komponenten aufzuspalten, diesen Komponenten best immte 
:Enzymaktivit~ten zuzuordnen, ihre Aminos/~urezusammensetzung zu 
best immen und ferner nach Zusammenh~ngen zwischen enzymatiseher 
Wirksamkeit  und ToxizitKt zu suehen. 

F r a k t i o n i e r u n g  des  S c h a r a r a k a - T o x i n s .  

1. Versuch der Darstellung des ]3othropotoxins nach dem Verfahren 
yon K l o b u s i t z k y  ~ : Das Ergebnis war - -  vielleieht wegen zu kleiner Ans~tze 
(max. 100 rag) ~ unbefriedigend. Die erhaltenen Produkte waren weit- 
gehend inaktiv,  aber elektrophoretisch keineswegs einheitlich. 

1,0 

o H2 0 , ~oo % 

b. 1. 

2. Die Papierchromatographie 
naeh Z i m m e r m a n n  und K l u d a s ~ 2  : 

Man erhielt 2 scharfe Zonen, eine 
kr~ftige mit  dem Rs-Wert 0,60 
und eine schw~chere mit  einem 
yon 0,87. Dutch die Anwendung 
des Netzmittels waren beide 
Fraktionen inaktiv geworden. 

3. Fraktionierte F~llung mi t  
Alkohol: Das Ergebnis einer 
solehen zeigt Abb. 1 (UV-Ab- 

sorption bei 2800 •). Wie man sieht, sind wesentliche Teile des Giftes 
verhi~ltnismi~Big gut in wi~$rigem Alkohol 15slieh. Die Aktivit~ten 
blieben weitgehend erhalten, aueh wenn man ohne Kfihlung arbeitete. 
Die Frakt ionen waren elektrophoretisch sehr uneinheitlich. 

4. Die besten Ergebnisse wurden mit der Elektrophorese in trapez- 
fSrmigen Streifen bzw. in St~rkeplatten erzielt 23, 2~ Beide Methoden 
ergaben gute Ausbeuten an Aktiviti~t (in St~rke bis zu 70%) und er- 
leiehterten wesentlich die Durchfiihrung tier enzymatischen Unter- 
suchungen mit den geringen zur Verfiigung stehenden Giftmengen. 
Die Elektrophorese in St~rkeplatten wurde vor allem deshalb angewendet, 
weft best immte Komponenten  des Schlangengiftes - -  besonders bei 
l~ngeren Versuchszeiten und niedrigerem p H  - -  vom Papier adsorbiert 
wurden (z. B. Protease). Es war daher auch nicht immer ein direkter 
Vergleich der in Filtrierpapier oder in St~rke erhaltenen elektrophoreti- 
schen Verteilung mSglieh. Bei jedem Versueh mui]te man  ferner einen 
Kompromi$ zwischen optimaler Auftrennung und tier Ausbeute an Aktivi- 
ti~t schliel]en. Um zuf/~llige T3bereinstimmungen tier Wanderungs- 
geschwindigkeiten leiehter erkennen zu kSnnen, erfolgten die elektro- 

81 D .  yon  K l o b u s i t z k y ,  Arch. exper, l~athol. Pharmakol. 180, 479 (1936). 
~ G. Z i m m e r m a n n  u n d  K .  H .  K l u d a s ,  Chem. Techn. 5, 203 (1953). 
23 H .  M i c h l ,  L~aturwiss., 41, 403 (1954). 
24 H .  M i c h l ,  Mh. Chem. 85, 1251 (1954). 
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phoretisehen Untersuehungen bei 2 versehiedenen pH-Werten. Zur 
Ergi~nzung dieser Befunde wurde aueh eine zweidimensionale Elektro- 
phorese durehgefiihr& Diese erfolgte auf 2 Az'ten: Einmal wurden die 
bei einem pI-[ isolierten !~raktionen neuerlieh bei einem anderen pH 
untersueht. Die zweite ~6g]ichkei~ bes~and darin, dab die Tremmng 
einmat in einer l~ichtung und das zweite Mal - -  ohne vorhergehende 
Isolierung - -  bei einem anderen p g  normal dazu erfolgte. Die Ergebnisse 
der ersten 3{ethode waren befriedigend, die Auf~i~ naeh der zweiten 
Methode in quadratisehen Stgrkeplatten ergab oft versehmierte Dia- 
gramme. 

Die bei der elektrophore~isehen Auftrennung erhal~enen Fraktionen 
wurden nun isoliert und anf ihre biologisehe Aktivitgt gepriift. Zur 
Bestimmung der einzelnen Aktivit~ten wurden die empfindliehsten 
Methoden herangezogen. Es sei erw~hn~, dab die ATPase und Desoxy- 
ribonuklease unter anderem dutch dig pH-Anderungen, die dureh Yrei- 
setzen yon Phosphorsi~ure aus dem Substrat eintritt und die man leicht 
mit einem Indikator erkennen kann, nachgewiesen wurde. Weiters lieB 
sieh die L-Aminosgureoxydase dureh Abfangen des gebildeten H~O 2 mit 
Cersalzen leicht erkennen. 

V e r t e i l u n g  der  E n z y m a k t i v i t ~ t e n  (Abb. 2). 

Die elektrophoretische Auftrennung bei pH 8,7 in Filtrierpapier 
zeigte ngeh Anfgrben mit ]3romphenolblau 25 bis zu 6 Komponenten. 
N~eh der Absorption in UV (2800 A), dig naeh einer St~Lrkeelektrophorese 
gemessen wurde, sind 4 Komponenten siehtbar. Gegeniiber dem ]3rom- 
phenolblaudiagramm fehlen - -  soweit Vergleiehe m6glieh sind - -  die 
zweitsehnellste und eine langsame Komponente, wghrend die anderen 
weitgehend korrespondieren. Die starke Differenz zwisehen der UV- 
Absorption und der Anfgrbung mit Bromphenolblau bei den langsamen 
Komponenten ist auf das Vorhandensein yon nich~proteinartigen Bestand- 
teilen zuriickzuffihren. Die Sehwerpunkte der enzymatisehen Aktivitg~ 
dr~ngten sieh an drei Stellen des Elektrophoresediagrammes: an den 
beiden Enden und in der Mitge. 

1. In der bei p g  8,7 am langsamsten wandernden Gruppe land sieh 
ein Teil der ATPase- und Desoxyribonuklease-Ak~ivitgt. ]3el pH 6,3 
war diese Fraktion in 3 Komponenten zerlegbar, wobei dig Aktiviti~ten 
in der mittleren anzutreffen waren. 

2. In den bei pH 8,7 mit mi~lerer Gesehwi~adigkei~ wandernden 
Komponenten wurden folgende Aktivit~ten naehgewiesen: ATPase, 
Leeithinase A, dig Hauptmenge des blutgerinnungsf6rdernden Faktors 
und die ~oxisehe Xomponente. Deutlieh koinzidierten ATPase, Leeithi- 

z5 H .  G. Kunl~el und A .  Tiselius,  g. Gen. Physiol. 85, 89 (1951). 
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nase A und die ~oxische KomponenSe. Aueh diese Fr~k~ion war bei 
pH 6,3 nieht einheitlieh, sic lieB sieh in etwa 4 Komponenben zerlegen. 
Hierbei zeigte die langsamsSe und die zweitsehnells~e anodiseh w~ndernde 
Frak~ion ATPase, Leeithin~seA und toxische Eigensehaf~en. Die 
sehnellste Komponen~e w~r inaktiv und die mi~tlere ISrder~e die Blut- 
gerinmmg. 
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Abb. 2. 1 n-Aminos~ureoxydase-Aktivit~; 2 ATPase-Aktivit~t; 3 Desoxyr|bonuklease-Aktivit~t; 
4 FSrderung der Blutgerinnung; 5 H/~molyse (direkte); 6 Hemmung der Eidotterkoagulation; 

Leelthiuase-A-Aktivit~t; 8 Pro~ease*Aktivit/Ct; 9 ,,spreading factor"; 10 Toxizitgt; 11 Argimn- 
gehalt; 12 Cystin (nach Hydrolyse und Oxydation als Cystins~ure); I3 Prolin (nach Hydroiyse); 

lg  Tryptophan(Ehrl lck-posi t ive  Stoffe). ~ Bromphenolblauanf~bung; . . . . .  UV-Absorption 
(2800 A); - -  starke, - ............ schwache Aktivit~t. 

E~w~s langsamer als die lVlittelfraktion 2 und sich iiberschneidend 
wanderte der ,,spreading factor", also diejenige Komponen~e, die fiir 
das Ausbreiten des Giftes im KSrper veran~wortlich ist und die wahr- 
scheinlich Hyaluronidaseaktivitgt besi~z~. 

3. In der bei pH 8,7 am schnellsten wandernden Fraktion waren: 
L-Aminosgureoxydase, Protease, ein Tell des blutgerinnungsfSrdernden 
Fak~ors und die Komponente, die die Eido~terkoagula~ion hemmt. Es 
deck~en sieh der blutgerinnungsfSrdernde Faktor mi~ der Pretense 
sowie die Aminos~ureoxydase mit der Hemmung der Eidotterkoagulation. 
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Diese schnellste Fraktion konnte bei pH 6,3 in 3 mit Bromphenolblau 
anf~rbbare Komponenten zerlegt werden: in eine sehwach kathodiseh 
wandernde, eine ]angsam und eine sehncll anodisch wandernde. Die 
letztere zeigt deutlich ~-Aminos~ureoxydase-Aktivit~t und Hemmung 
der Eidotterkoagu]ation. Die beiden langsamer wandernden Komponen- 
ten zeigten ebenfalls diese Reaktionen, aber merklieh schwi~eher, sowie 
Proteaseaktivit~t und den blutgerinnnngsfSrdernden Faktor. In der 
Gruppe der bei pH 8,7 sehne]l wandernden Substanzen befand sich aueh 
ein Faktor, der eine direkte H/~molyse der roten Blutk6rperehen hervor- 
rief, jedoch so schwaeh, dag er nieht welter untersucht wurde. 

Untersuehte man das urspriingliehe Gift bei pit  6,3, so sieht man 
sehon aus dem mit Bromphenolblau angefarbten Diagramm, dag die 
Auftrennung geringer als bei pH 8,7 ist. Die Aktivit~ten dr~ngten sich 
am Anfang und am Ende des Diagrammes zusammen, wobei sie meist 
an 2 Stellen gefunden wurden: 

1. In der schwach kathodiseh wandernden Gruppe fanden sich 
praktiseh alle Aktivit~ten, mit Ausnahme der L-Aminos~ureoxydase, 
die in der N~he des Ausgangslounktes blieb. Die Aktivit~ten wanderten 
weitgehend mit einer Zone, die die Bromphenolblauf~rbung w~hrend der 
ganzen Elektrophoresedauer beibehielt. 

2. In der sehnell anodisch wandernden Fmktion fanden sieh wieder 
alle untersuchten Aktivit~ten, mit Ausnahme der Protease und des 
blutgerinnungsfSrdernden Faktors. ATPase und Leeithinase A korre. 
spondierten wie bei pit  8,7. 

Schnitt man eine der beiden Zonen, die die Hauptaktivit~t enthielten, 
aus und lieB sie erneut beim gleiehen lOtI 6,3 ]aufen, so spMtete sich 
jede Zone fiir sieh wiederum in eine langsamer kathodisch und schneller 
anodisch wandernde Komponente. Das Verhalten der entsprechenden 
Xomponenten deckte sich weitgehend. Eine ~hnliche Verdoppelung der 
bei der Elektrophorese erhMtenen Zonen in der Nghe des IEP ist aueh 
schon bei anderen Proteinen beobachtet worden. 

LieB man die bei pH 6,3 getremlten Fraktionen bei pH 8,7 einzeln 
laufen, so war erwartungsgem/ig der Untersehied der nun erhaltenen 
Diagramme gering. 

Ve r t e i l ung  der Aminosguren .  

Naeh Oxydation mit Perameisens~nre ~6 konnten im Gesamtgift 
folgende Aminosguren naehgewiesen werden: 

Alanin + + + Leuein und Tyrosin .~ 
Arginin + Isoleuein + + +  VMin + + 
Asparagins~ure + + Lysin + + ? + 

~ F .  Sanger, Bioehemic. J. 44, 126 (1949). 



1246 H. Miehl: [Mh. Chem., Bd. 85 

Cystins~ture (q-) Phenylalanin q- Tryptophan 
Glutamins~Lure + q - q -  Prolin (d-) (aus nieht 
Glycin ~- ~- Serin @ oxyd. Gift) ~- 
Itistidin ~- Threonin + 

Es ergaben sieh folgende leiehte Abweiehungen vom normalen Bild 
eines Eiweighydrolysats: Der Gehalt an Cystinsi~ure, Prolin und Tyrosin 
war gering. Ferner war eine wegen der geringen zur Verfiigung stehenden 
Giftmenge nieht n/~her identifizierte ninhydrinpositive Substanz - -  etwa 
an der Stelle des Tryptophans im zweidimensionalen Papierehromato- 
gramm - -  enthalten. Tryptophan selbst konnte es nieht sein, da der 
Fleck aueh nach der Oxydation mit Perameisens~ure auftrat  und keine 
positive Ehrlichsehe Reaktion gab. Es wurde nun qualitativ die Amino- 
sKurezusammensetzung der einzelnen Fraktionen bestimmt. I)iese 
zeigten deutliehe Untersehiede beziiglieh ihres Gehaltes an Arginin, 
Cystins~ure, Prolin und Tryptophan.  Arginin t ra t  bei der bei pH 8,7 
erhaltenen Aufteilung hauptsKehlieh in der mittleren und sehnellsten 
Fraktion auf. Cystins~ure und Prolin kamen haupts~ehlieh in den 
langsamsten, mittleren und sehnellsten Fraktionen, also denen, die aueh 
Enzymaktivit~t  zeigten, vor. Entgegen dem Befund yon Klobusitzky 
enthielt aueh die toxisehe Fraktion, wenn auch geringe Mengen, Cystin- 
s~ure (naeh Oxydation). Tryptophan bzw. Ehrlich-positive Stoffe waren 
h~upts~ehlich in den mittleren und schnellsten Fraktionen anzutreffen. 

Bei pH 6,3 war Arginin vor allem in der kathodisch und in einer 
langsam anodiseh some in geringerer Menge aueh in den sehneller 
wandernden Xomponenten enthalten. Cystinsgure und Prolin fanden 
sieh in kathodiseh und anodisch wandernden Fraktionen etwa an der 
gleiehen Stelle Me die biologisehen Aktivit~ten. Ehrlich-positive Stoffe 
waren in den kathodiseh wandernden sowie in einer sehr sehnell anodisch 
wandernden Fraktion anzutreffen. Bei letzterer diirfte es sich nieht 
um Tryptophan handeln, da die betreffende Komponente weder mit 
Bromphenolblau noeh mit Ninhydrin stKrker anf~rbbar ist. 

Tox iz iL~ t .  

l~ber die toxisehe Komponente l~Bt sich zusammenfassend folgendes 
sagen: Bei dem bei pH 8,7 erhaltenen Diagramm ist die Toxizit/~t mit 
der mit mittlerer Gesehwindigkeit wandernden Komponente verkniipft. 
Sie koinzidiert mit der Leeithinase A und dem Hauptteil  der ATPase. 
Die am sehnells~en wandernden Komponenten mit der L-Aminosgure- 
oxydase erwiesen sieh als praktiseh ungiftig. Die am langsamsten 
wandernde Komponente, die ebenfalls einen Teil der ATPase und die 
Desoxyribonukle~se enthglt, war wesentlich weniger giftig als die mittlere 
Fraktion. Die GiftMrkung diirfte abet nieht auf das Vorhandensein 
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einer toxischen Subs tanz  allein zurfickzufiihren sein. Die mi t t le re  
toxische F r a k t i o n  zeigte n:im]ich nu r  etwa ein Viertel  der Gif twirkung 

einer en tsprechenden :~enge eines au fge t r enn ten  u n d  nachher  wieder 
zusammengese tz ten  Schararaka-Toxins .  Bei p i t  6,3 war die Toxizit: i t  
:ni t  der kathodisch bzw. anodisch wande rnden  Gruppe der E n z y m -  
aktivit~iten ver]:nfipft. Sie war, wie aus der geringeren A uf t r e nnung  zu 
erwar ten  war, nu r  wenlg niedriger als die einer i iquivalenten  lYIenge eines 
ge t r enn ten  u n d  d a n n  wieder zusammengese tz ten  Schlangengiftes.  

Experimentellcr  Teil. 

2"raktiongerte F(dlung mit Alkohol: Etwa 10 rag reines, gut homogenisiertes 
Schararaka-Toxin ~7 15ste man  in 0,5 ral m/30 Phosphatpuffer yon pH 7,6 
und fiillte mit  5 ml 95%igem Alkohol in Gegenwart yon 100rag gut ge- 
wasehener Kartoffelst~irke. Iqaeh 10 Min. zentrifugierte man  scharf ab, 
dekantierte die iiberstehende klare LSsm:g, ftil]te sie mit  dest. Wasser auf 
8 ml auf und  bestimmte die Ext inkt ion bei 2800 • gegen ein Puffer-Alkohol- 
Gemiseh der gleichen Zusammensetzung. Den l%iickstand, der St~rke, 
gefiilltes Gift und  etwas Puffersalze enth~lt, 15ste man in 0,75 ml m/30 Phosphat- 
puffer yon pH 7,4 und  f~llte mit  4,75 ml 95~/oigem Alkohol. Der Riickstand 
wurde wieder abzentrifugiert und  die Ext inkt ion der iiberstehenden LSsung - -  
wie oben beschrieben - -  bestimmt. Der ganze Vorgang wurde in der aus 
Abb. 1 ersiehtlichen Weise noch 12real wiederholt, wobei jedesmal der 
pH-Wert  urn 0,2 Einheiten erniedrigt worden is t .  

Elektrophorese in trapez/Srmigen 2"iltrierpapierstrei]en 2~ : Ein trapezfSrmi- 
ger Filtrierpapierstreifen mit  aufgesetzten Rechteeken (HShe des Trapezes 
20 era, Basis 14 cm, obere Breite 2 cm) yon SS 2043 b glatt wurde durch 
die PufferlSsung (Veronal, p i t  8,7; 0,03 m oder Phosphat, pK 6,3; m/60) 28 
gezogen, waagrecht in eine feuehte Kammer  gespannt und einige nag Sub- 
stanz in etwa 20 #1 Puffer auf eine Linie in der ~qghe der Basis aufgetragen. 
~r lieI~ nun  2 bis 3 Stdn. bei 400 V und  4 bis 5 mA laufen. ])arm zer- 
schnit t  man  den Streifen und  isolierte die Substanz mit  der bei e9 be- 
schriebenen Methodik. 

Elelctrophoreve in St~rlceplatten2~: 20g Kartoffelst~trke sclalemmte man 

rnit 40 ml Puffer (Veronal, pH 8,7; 0,05 rn; Borat-HC1, pH 8,5; 1 : 4 verd. ; 
Phosphat, p i t  6,3, rn/60) auf, lie~ etwa 30 Min. stehen, dekantierte und  wieder- 
holte den Vorgang 4real. :Nach dem letzten Dekantieren gel3 man  die z~he, 
etwa 4 5 o  Wasser enthaltende Suspension auf eine Glasplatte, die 20 cm 
lang und  4 bis 6 cm breit war. Die so pr~parierte Platte troeknete man auf 
einem nivellierten, auf 50 ~ erw~rmten ~/Iessingbloek, bis kein Puffer mehr 
i iberstand (etwa 10 Min.). Hierauf wurde dutch leichtes Driicken mit  einer 
Glasplatte eine R i m e  normal zur L~ngsrichtung gemacht und  in diese :nit  
einer Kapillare 20 bis 50 #1 einer mit  Bromphenolblau leicht angefi~rbten 
L6sung von 5 bis 10 mg Sehlangengift gegossen. ]:)ann ]egte man eine Span~ 

2~ Fiir die Uberlassung yon Sehlangengift sind wit I-Ierrn Prof. Dr. Dorival 
da 2"onveca Ribviro veto Ins t i tu t  Bu tan tan  (Sao Paulo) zu groI3em Dank 
verpflichtet. 

~s j .  D 'Ans  und E. Lax,  Taschenbuch fiir Chemiker, S. 1592. Berlin: 
Springer -Verlag. 1943. 

29 2'. Sanger and H. Tuppy,  Bioehemic. J.  49, 463 (1951). 
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hung yon etwa 400 V an, wobei bei Veronalpuffer 9 bis 10, bei Borat  und 
l~hosphatpuffer 6 bis 7 mA Strom durchflossen. Die Versuchsdauer lag 
bei 1 his 2 Stdn., wobei sieh die Substanz auf eine Strecke yon 8 bis 16 cm 
ausbreitete. Diesen Bereich -- der auch durch Abklatschen mit  Filtrierpapier, 
Trocknen und Anf~rben desselben genauer festge]egt werden kann - -  teilte 
man in 10 bis 20 Abschnitte und eluierte diese getrennt fiir enzymatische 
Untersuchungen mit  etwu 1 ml physiologischer KochsalzlSsung oder Puffer, 
fiir den Aminosgurenachweis mit  dest. Wasser. 

Zweid imens ionale  Elelctrophorese: Man fertigte ein St~rkee]ektrophero- 
g ramm in der eben beschriebenen Weise an. ])ann schnitt man in der L~ngs- 
riehtung einen 1 cm breiten Streifen aus und braehte ihn in eine entsprechende 
Rinne einer quadratisehen St~rkeplatte mit  einem p ~  yon 6,3. Hierauf 
wttrde 1 Std. lang gewar~e~, bis sich das pH  einigermal,]en ausgeglichen 
hat ,e ,  dann liel~ man  ein zwei~es Mal ]aufen. Die Lage der Substanzen ~vurde 
durch Abklatsehen festgelegt. 

N a c h w e i s  d e r  E n z y m a k t i v i t ~ t e n .  

L-Aminosgtureoxydase-Alct iv i tat:  Zum Nachweis derselben wurde neben 
der manometr ischen Methode 9, a0 (Qo2_Wert des Rohgiftes 18) auch versueh$, 
das bei der Oxydation der Aminosguren entstehende I-I203 mit  Cersalzen al 
abzufangen. Hierzu versetzte man 0,5 ml Eluat  mit  0,5 ml eines klaren 
ttefekochsaftes. Dieser wurde durch 20Min. langes Kochen yon 15ml  
dest. W~sser mit  5 g B~ckerhefe, die vorher mit  desk. Wasser (10 ml) gewasehen 
worden war, Fil tr ieren und Zentrifugieren gewonnen. Dieser Zusatz ersetzte 
eventuell  bei der Elektrophorese abgetrennte prosthetische Gruppen und 
hielV den Blindwert  nieder. Nach dem Zufiigen yon 1 ml einer sterilen 
0,02 m L-LeucinlSstmg (gleich 2,62 nag) wurde mit  1 ml einer Suspension 
yon Cerhydroxyd (I00 nag Cer[IIIJ-sulfat 15ste man in etwa 2 ml 0,1 n I~I2SO4, 
fiigte eine sterile 0,1 m L5sung yon Veronal-Na bis zu einem pH yon 7,2 - -  
e twa 5 ml waren erforderlich - -  zu und fiillte auf 10 ml auf) sowie einem 
Tropfen Toluol versetzt  und 4 bis 12 Stdn. auf 37 ~ erw~rmt. Hernach 
zentrifugierte man den bei pos. Reakt ion leicht gelb gef~rbten Niederschlag 
ab, 15ste ihn in e~wa 2 ml 1 n Schwefels~ure, fiigte K J  und 1 Tropfen 0,I n 
Ammonmolybdat  hinzu und t i t r ierte naeh 5 Min. gegen St~rke mit  0,01 n 
Thiosulfat aus einer Mikrobiirette. Der Gesamtverbrauch soll 200/tl, der 
Blindwert,  den man aus einer substratfreien Probe des gleichen Eluats be- 
s~immte, 10/~1 nieht iibersteigen. Die Ausbeute an L-Aminos~ureoxydase 
naeh einer St~rkeelektrophorese lag bei 60 bis 70% der Aktivit~t .  Die Be- 
rechnung erfolgte nach einer mit  dem Rohgift  aufgestellten Eichkurve. 

ATJPase-Alctiviti~t: Diese wurde zum Tell naeh Zeller a3 bestlmmt.  Ein  
einfaeher Nachweis gelang wie folgt: 0,5 m] Eluat  + 1 rnl einer 0,1%igen 
A T P  (Na-Salz) L5sung ~- 1 Tropfen MgCl~-LSsung (10 nag Mg ' /ml )  + 0,5 rnl 
H20 -{- 1 Tropfen PhenolphthaleinlSsung (0,01%ig) und soviel 0,01 n NaOl:[, 
bis gerade l%otf~rbung auftrit~, wurden in einen Thermostaten yon 37 ~ 
gebraeht. Die pos. Proben bleichten rasch aus und warden alle 5 lYlin, rnit 
einer gemessenen Menge 0,01 n NaOH bis zum Umsehlag versetzt.  Naeh 
30 Mill. wurde der Gesamtverbrauch - -  er sell 200/tl nieht iibersteigen - -  

so Th .  P .  S inger  u n d  E .  B .  K e a r n y ,  Arch. Biochemistry 29, 190 (1950). 
al H .  Wie land  u n d  B .  Rosen]eld, A n n .  Chem. 477, 32 (1930). 
s3 E . A .  ZeUer, I-Ielv. China. Acta 82, 2512 (1949). 
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abgelesen. I~ach Aufs~ellen einer Eichkurve mi~ dem Rohgift kormte eino 
Ausbeute yon 55 bis 60% der Gesamtaktivi~at best immt werden. 

Desoxyribonulclease.Alctivi tdt:  ]Die Best immung erfolgte genau wie oben, 
nu t  dienten 5 mg Thymonukleinsaure/Ansatz (hergestellt nach 8~) als Sub. 
s~rat und  die Versuchsdauer lag bei 2 Stdn. Daneben versuchten wir auch 
die Methode nach 8~. Die Ausbeute lag bei 40 bis 50% der urspriinglichen 
Ak~ivita~. 

FSrderung  der B lu tger innung:  In  die 1/2 ml fassenden Vertiefungen eines 
Plexiglasstreifens kamen 200#1 yon 1 : 5  mit  3,8~/oiger Na-Zitratlbsung 
versetztem frischem Venenblut  sowie 50 #1 eluiertes Schlangengift in phy- 
siologischer Kochsalz]6sung. I)ariiber setzte ma n  eine feuchte Kammer.  
Dutch Durchziehen eines in Paraffin61 getauehten Glasfadens wurde das 
Auf~reten des ersten Koagulums festgestellt. I)aneben verwendete man 
aueh die 1Kethode yon Quiclc 8~. 

Direlcte H S m o l y s e :  Auf diese wurde wie bei Grassmann u n d  H a n n l g  be- 
schrieben s gepriift. 

H e m m u n g  der Eidot terkoagulat ion:  Diese erfolgte nach der yon Grassmann 
u n d  H a n n i g  s modifizierten Methode yon Pleckenstein3% 

Leci thinase A (Phospholipase A): Diese wurde im wesentliehen naeh 
W. N e u m a n n  und E.  Habermann  ~v (hiimolytische Wirkung yon Lysolecithin) 
bestimmt. Die Messung erfolgte in einem Bec lcman-Spek t rMpho torne te r  D U .  
Ausbeute: 50 bis 60%. 

Proteasealctivit~t: Die Bestimmung erfolgte viskosimetrisch mi~ Gelatine 
als Substrat nach der yon T u p p y  as modifizierten 5{ethode ~on 1Vorthrop 
and  K u n i t z  3~ bei dem yon K a i s e r  empfohlenen pH yon 8,2 I7. Das Rohgift 
hatte eine Aktivit~t von 21,5 risk. Einheiten bei diesem pH. Die Ausbeute 
nach der St~rkeelektrophorese war um 30~o. 

, ,Spreading ]actor": I n  Anlehnung an Jaques  4~ spritzte man m~nnlichen 
M~ttsen yon etwa 20 g 0,07 ml Gift mit  0,03 ml 20~oiger H~moglobinlSsung 
in physiologischer NaC1 subkutan in den ausrasierten Riicken und beobachtete 
die Ausbreitung des Farbsteffes gegeniiber Tieren, denen n u r d e r  Farbstoff 
unter  vergleichbaren Bedingungen eingespritzt worden war. 

Tox iz i t~ t :  Es wurde der M~usetest mit  jungen m~nnlichen M~usen yon 
m~gef~thr 15 g Gewieht in der yon Sch6ttler beschriebenen ~Veise (subkutane 
Injekt ion dorsal) durchgefiihrt 1, :, 2o. LD 50 des Rohgiftcs 16 y/g Maus. 

Aminos(~uren: Arginin und  Tryptophan (bzw. Ehr l ich-pos i t i ve  Stoffe) 
wurden zuni~ehst direkt auf dem Elektropherogramm nach T u p p y  ~ bzw. 
nach Tabone ~ e t  al. naehgewiesen. Der ~achweis der Cys~ins~ure und des 
Prolins erfolgte nach Oxydation mit  Perameisens~ure und 12sttindiger 

38 B.  Flaschentrgiger a n d  E.  Lenartz ,  Physiologische Chemic, Bd. I, S. 839. 
Berlin-GSttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1951. 

34 M .  K u n i t z ,  J .  Gen. Physiol. 33, 349 (1950). 
35 A .  J .  Quick, J. Amer. Med. Assoc. 110, 1658 (1938). 
3~ A . F l e c k e n s t e i n  u n d  B.  Fettig,  Z. ~aturforsch. 6 b, 213 (1951). 
37 W.  N e u m a n n  und E. Habermann ,  Z. physiol. Chem. 296, 166 (1954). 
3s H.  T u p p y ,  Mh. Chem. 84, 996 (1953). 
39 j .  H .  Nor throp  ~ n d  M .  K u n i t z ,  J.  Gen. Physiol. 16, 313 (1932). 
4o R .  Jaques ,  Bioehemic. J. 53, 56 (1953). 
~1 H.  T u p p y ,  Mh. Chem. 84, 342 (1953). 
43 j .  Tabone,  D. Robert und J .  Troestler, Bull. see. chim. biol. 89, 547 

(1948). 
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Hydrolyse mit 6 n HCI durch zweidimensionale Papierehromatographie 
(Butanol-Eisessig-Wasser, Phenol-Wasser), wie yon Slotta und Primosigl~ 
fiir das Crotoxin ~3 besehrieben. Die Anf~rbung wurde mit Ninhydrin und 
IsatLu 4~ durehgefiihrt. 

Dieser Arbeit kam eine Zuwendung zugute, welche die Rocl~e/eller- 
Foundation dem Vorstand des II .  Chemischen Laboratoriums der Uni- 
versit~t Wien, Herrn Prof. Dr. ~.  Wessely, zur Unterstiitzung der unter 
seiner Leitung ausgefiihrten Arbeiten gew~hrt hat. Ich danke hierffir 
sowie fiir die Hilfe, die ich yon der 0sterreichischen Akademie der Wissen- 
schaften aus den Mitteln der Seegen-Stf f tung erhalten habe. 

~8 K.  Slotta und J.  Primosigh, Memorias do Institu~o Butantan 28, 51 
(1951). 

44 R. Acher, C. Fromageot und M. Justisz, Biochim. Biophys. Act~ ~, 
81 (1950). 


