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Einige Schlangengifte wurden mit Itilfe der Elektrophorese 
in St/~rkegel zerlegt und die so erhaltenen Fraktionen auf Enzym- 
aktivit/~ten untersueht. Es ergaben sich deutliche Zusammen- 
hiinge zwischen der Stellung der betreffenden Schlangenart in der 
zoologisehen Systematik und der Zusammensetzung der Gifte. 

Schlangengifte sind komplizierte Proteingemische und ihre Zerlegung 
bereitet noch immer erhebliehe Schwierigkeiten 1. Smithies verSffent- 
lichte 1955 ein elektrophoretisehes Verfahren ~, das bei der Untersuehung 
yon Sera wesentlieh bessere Auftrennungen ergab als die iibliehen Me- 
thoden. Wit wollten nun versuehen, ob dieses Verfahren auch bei Sehlan- 
gengiften Vorteile bietet und ob eine verbesserte Auftrennung Zusam- 
menh~inge zwisehen der Zusammensetzung der Gifte und der Art der 
betreffenden Tiere erkennen lagt. 

Zur Untersuehung gelangte ein Proteroglyphen-gift und vier Soleno- 
glyphen-gifte, und zwar yon zwei Crotaliden (Lochottern) und zwei 
Viperiden (echte Ottern) (vgl. Tab. 1). Bei dem Proteroglyphen-gift han- 
delte es sieh um das Gift der Elapiden-art Naja nivea (Kapkobra), die 
im Bereich der Sfidafrikanischen Union lebt; das von uns untersuehte 
Gift stammte allerdings yon in Europa geziichteten Tieren. Die Crotaliden- 
gifte kamen yon Bothrops atrox (Lanzensehlange), deren Verbreitungs- 
gebiet sieh yon Zentralamerika bis naeh Brasilien erstreckt, und yon 
Crotalus adamanteus (Diamantklappersehlange), die im siid6stliehen Tell 

1 Vgl. E. Kaiser und H. Michl, Die Biochemie der tierisehen Gifte, F. Deu- 
tieke, ~Arien 1958. 

20.  Smithies, Nature [London] 175, 307 (1955); Bloc hem. J. 61,629 (1955). 
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Tabelle 1 

Unterordnung : Ophidia 

Familie : Aglyphae Opisthoglyphae 

Unterfamilie : Elapidae 

Untersuchte Arten : 

!Proteroglyphae Solenoglyphae 

/ / 
/ / 

y z / 

Crotalidae 

Na]a nivea Crotalus adamanteus 
(Abb. 1) (Abb. 2) 

Bothrops atrox 
(Abb. 3) 

der USA beheimatet  ist. Von den Viperiden wurde tin Gift der in 
den Sfidlichen KalkMpen vorkommenden Vipera ammodytes (Sandotter) 
und eines der nahe verwandten Art Vipera lebetina (Levanteotter), die 
fiber Nordafrika und den Nahen Osten verbreitet ist, untersueht. 

Die Elektrophorese im St~rkegel - -  also in puddingartig gequollener 
St~rke - -  erfolgte in weitgehender Anlehnung an Smithies ~. Von groBer 
Bedeutung war die Art  der verwendeten St~rke und es erwies sich Ms 
unbedingt notwendig, jeden Hydrolyseansatz erneut zu testen. Die 
untersuchten Schlangengifte liegen sich unter vergieichbaren Bedingun- 
gen deutlieh besser auftrennen als bei der Papierelektrophorese oder der 
Elektrophorese in St~rkepulver (nicht gequollener St~rke) a. Vor ahem 
war es mit  Hilfe der St~rkegel-Methode in vielen F~llen mSglieh, eine 
gute Trennung auch yon alten Giften zu erreichen, und zwar so, dab 
zwischen den aufgetrennten Fraktionen proteinfreie Zonen waren. Die 
elektroosmotischen Erscheinungen waren ferner vernachls klein. 
F fir eine prs Darstellung der einzelnen Komponenten eignete 
sich diese Methode weniger ; so konnte z. B. yon der Aminos~uredehydro- 
genase-aktivit~t etwa 109/o gewonnen werden. Eine Verbesserung der 
Ausbeute ist dureh Einwandernlassen der betreffeuden Fraktion in 
Glasloulver ~ mSglieh. 

Es wurde versueht, einzelne Fraktionen durch Bestimmung ihrer 
Enzym~ktivi t~t  n~her zu charakterisieren. I m  einzelnen wurde das 
elektrophoretisehe Verhalten der L-Aminos~ure-dehydrogenase (L-Amino- 
s~ureoxydase), Phospholipase A, Protease, sofern sie Gelatine abbaut,  
und des Faktors,  der die Dotterkoagulationshemmung verursaeht (z. T. 
Phospholipase A) untersucht. 

H. 2Vfichl, Mh. Chem. 85, 1240 (1954). 
Th. Wieland, G. Pfleiderer und H.-L. Rettig, Angew. Chem. 7O, 341 (1958). 
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Viperidae 
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Vipera ammodytes 
(Abb. 4) 

Vipera lebetina 
(Abb. 5) 
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Abb. 1--5 zeigen einige Trennungen bei pH 8,4. In  eindeutiger 
Weise nahm der Anteil der bei diesem pH kathodisch wandernden Frak- 
tionen yon dem Elapiden-gift (Naja nivea) zu den Crotaliden- (Bothrops 
atrox, Crotalus adamanteus) und schliel31ich Viperiden-giften (Vipera 
ammodytes, Vipera lebetina) ab. In  Ubereinstimmung mit frtiheren Unter- 
suchungen 1 wanderte der Grol3teil des Na?'a-giftes zur Kathode, w~hrend 
die Solenoglyphen-gifte mehr anodisch wandern. Der Anteil der basi- 
schen Fraktionen ist ferner bei den Crotaliden grSBer als bei den Viperiden. 
Man kann also auf Grund dieser elektrophoretischen Untersuchungen 
die Gifte der Elapiden, Crotaliden und Viperiden einwandfrei unter- 
scheiden. 

Zur einfachen Ch~.rakterisierung des Verhaltens der Enzyme bei der 
Elektrophorese wurde die relative, auf den Farbstoff Bromchlorphenol- 
blau (Dibromdichlorphenolsulfophthalein) bezogene Wanderungsgeschwin- 
digkeit (d.h.  Weg des Enzyms/Weg des Bromchlorphenolblaus) be- 
stimmt. Aus den Abb. 1--5 lassen sich die entsprechenden Werte ab- 
lesen. 

Die in B. atrox, V. lebetina und V. ammodytes naehgewiesenen L-Amino- 
s~ure-dehydrogenasen zeigten bei der Elektrophorese praktisch keinen 
Unterschied, und das w~re bei so nahe verwandten Arten auch nieht 
zu erwarten. Aus der Reihe f~llt, wenn man vom Na]a-gift absieht, die 
L-Aminos~ure-dehydrogenase des Crotalus-giftes. Diese erstreekt sich 
fiber eine breite Zone des Elektropherogrammes und zeigt eine SchWanz- 
bildung in der Wanderungsrichtung, die bis zu der schneller wandern- 
den Komponente reicht. Solche Erseheinungen treten bei Elektrophorese- 
versuchen immer dann auf, wenn eine sehneller wandernde Substanz yon 
einer langsamer wandernden zurfickgehalten und erst im Laufe des Ver- 
suches freigegeben wird. Unabhi~ngig davon ist die gegenseitige Adsorp- 
tion von Proteinen in Schlangengiften sehon mehrfach naehgewiesen 
worden 1. So stellt z. B. das aus Crotalus-gift isolierte Crotoxin 5 eine de- 
finierte Verbindung eines toxisehen Prinzipes (Crotaetin) und einer Phos- 
pholipase A dar 6, 7 

Die in den vorliegenden Giften nachgewiesenen Enzyme machen 
mengenm~gig gegenfiber den anderen Proteinen nicht viel aus, es f~llen 
desha]b die Stellen st~rkster Enzymaktivi t~t  nur ausnahmsweise mit  den 
mit Amidosehwarz sichtbar gemaehten Proteinfraktionen zusammen 
(Abb. 1--5). Es ist deshalb versti~ndlieh, dab die besprochenen Adsorp- 
tionserscheinungen zum mehrfaehen Auftreten der gleichen Enzym- 
aktivit~t fiihren kSnnen. 

5 K. H. Slotta und H. L. Fraenlsel.Conrat, Ber. dtsch, chem. Ges. 71, 1076 
(19as). 

6 I42. H. Stotta, Fortschr. Chem. org. Nai~ursV. [Wien] 12, 406 (1955). 
W. JP. Neumann und E. Habermann, Biochem. Z. 327, 170 (1955). 
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Abb. 1. Na]a nivea 

Abb. 2. Crotalu.~ adamanteus 

Abb 3. Bothrol)s atrox 

Abb. 4. Vipera ammodytes 

Abh. 5. 

Monatshefte fiir Chemie, Bd. 90/5 

Vipe~'a lebetina 

40 
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Exper imente l l er  Tefl 

Herstel lung des St~rlcegel~ und  Du,rchji~h~u~g tier Elektrophorese: Die Hydro- 
]yse der Stgrke und die Berei~ung des Gelst~'eifens wurde in weitgehender 
Anlehnung an' Smi th ies  2 durchgefiihrt. Es wurde k~ffliche Kartoffelstfi.rke 
mit  einem Gemisch von konz. HCI und Aeeton (l:100) verschieden lang 
hydrolysiert und die einzeinen Produkte mit  menschlichem Serum auf maxi- 
male Aufl6sung getestet. Die optimMe Hydrolysendauer lag bei 2 !/2 Stdn. 

Zur Herstellung des Gelstreifens kochte man 14 g hydrolysierte St&rke 
in 100 ml Na-Veronal/HCI-Puffer (pH 8,9) kurz mlf und gob das Gel in eine 
geeignete Form; der pH im Gel lag bei 8,4. 

Das Gift (ca. 3--6 mg) wurde in etwas Puffer gel6st, mit Bromehlor- 
phenolblau angef~irbt und ein mit  dieser LSsung getr~nkter Filterpapierstreifen 
in das Gel eingebraeht. 

Die Elektrophorese wurde bei ca. 2 V/era w~hrend ungef~ihr 16 Stdn. auf 
einer mit Leitungswasser gekiihlten Glasp]atte durchgefiihrt. Nach Beendi- 
gung der Elektrophorese wurde der Streifen, wie von Smi th ies  2 besehrieben, 
durehgeschnitten, die eine I-Iglfte mit  einer ges~i~tigten L6sung von Amido- 
schwarz 10B in Methanol-Eisessig-Wasser = 5:1:5  angef~irbt, die andere 
H~lfte zur Bestimmung der Enzymaktivit~iten verwendet. Um der bei der 
Anf~rbung auftretenden Sehrumpfung des Streifens Reehnung zu tragen, 
wurde der anzuf~rbende Streifen am Rande mit kleinen Einsehnitten im 
Abstand 1 cm versehen (Abb. 1--5). 

Protease-Aktivit(~t: 4 g Gelatine 15ste man auf dem Wasserbad in 500 ml 
1 : 1 verdiinntem Na-Veronal/HCl-Puffer (pH 8,9) auf und got  einen ca. 4 mm 
dicken, 25 mm breiten Gelatinestreifen. Nach dem Erstarrenlassen wurde 
ein 10--15 mm breiter Elektrophoresestreifen daraufgelegt und 16--24 Stdn. 
bei Zimmertemp. liegen gelassen. Dann entfernte man den St~irkegelstreifen, 
wuseh die Gelatine mit  Wasser und konservierte sie durch h,albstiindiges 
Einwirken]assen einer 3proz. Formaldehydl6sung. 

Die Lage yon probeolytischen Fermenten wird dutch deutliche Einbueh- 
tungen im Gelatinestreifen angezeigt. 

Die n-Aminosd, uredehydrogenase-Aktivi t~t  bestimmte man mit  Leuein als 
Substrat, Abfi~ngen des gebildeten Wasserstoffperoxyds mit  Ce(III)-Ion Hnd 
naehfolgende jodometrische Titration ~. Stat t  des Eluates wurden 5 mm 
breite St~rkegelfraktionen verwendet, 

Auf die dotterlcoagulationshemmende W i r k u n g  wurde - -  ebenfalls unter 
Verwendung yon 5 mm breiten Fraktionen - -  naeh der yon Grassmann und 
H a n n i g  modifizierten Methode yon Fleelcenstein s, ~ gepriift. 

Zur Bestimmung der Phosphol ipase A - A k t i v i t a t  wendete man die Methode 
naeh Grassmann und H a n n i g  9 an, naeh der Eidotter  Ms Substrat verwendet 
und die hi~molytisehe Wirkung des bei der Bebriitung entstehenden Lyso- 
leeithins photometriseh bei 540m~ im Beekman-Spektrophotometer ge- 
messen wurde. 

Ffir die grogziigige l~berlassung yon Giften sind wir I-Ierrn Professor 
Dr. K .  H.  Slotta (Miami) und I-Ierrn Dr. H. W. Raudonat  (Frankfurt) zu groBem 
Dank verpfliehtet. 

Dieser Arbeit kam ferner eine Zuwendung der 0sterreiehisehen Akademie 
der Wissensehaften zugute, woffir an dieser Stelle herzliehst gedankt sei. 

s A .  Flecken,stein und B. Fettig, Z. Naturforsehg. lib, 213 (1951). 
W. Grassmann und H. Hannig ,  Z. physiol. Chem. 296, 30 (1954). 


