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Acht in Unkengiften vorkommende Peptide lassen sich durch
Chromatographie an Sephadex und Verteilungschromatographie
trennen. Es wird jhr Verhalten bei der Hochvoltelektrophorese
und lonenaustausch-chromatographie beschrieben.

Die Abwehrsekrete der Unken besitzen eine starke hdmolytische
bzw. cytotoxische Wirkung. Diese findet sich zum groBeren Teil in
hitze-denaturierbaren Stoffen, wahrscheinlich Proteinen, und zum ge-
ringeren Teil in einer thermostabilen Oligopeptidfraktion. Daneben sind
in dem Sekret 5-Hydroxytryptamin und freie Aminoséuren vorhanden?2.
Die basisch reagierenden Oligopeptide sind einander in ihrem chemischen
Verhalten sehr dhnlich und neigen dazu, Aggregate zu bilden. Ansonsten
sehr wirksame Trennverfahren fiir Peptide, wie ,.fingerprinting 3. 4, er-
gaben keine Trennung, Es wurde versucht, eine -Auftrennung durch
Tonenaustausch-chromatographie, durch Chromatographie an Sephadex
(-25 und durch Verteilungschromatographie zu erreichen.

Experimentelles

Material und Reagentien: Lyophilisiertes Unkengift wurde auf die frither
beschriebene Weise! hergestellt.

Puffer: pH 7,0 0,93 ml Collidin pH 6,6 0,90 ml Collidin
0,27 ml Eisessig 0,30 ml Eisessig
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pH 6,2 1iml Pyridin  pH54 7,4 ml Pyridin

0,45 ml Eisessig 2,5 ml Eisessig
pH 5,85 10ml Pyridin pH 5,1 5,6 ml Pyridin
1 ml Eisessig 3,5 ml Eisessig
pH 56 9,2 ml Pyridin pH 4,7 1,0 ml Pyridin
1,45 m] Kisessig 1,0 ml] Eisessig

Die angegebenen Mengen Losungsmittel wurden mit dest. Wasser auf
100 ml aufgefiillt und der pH-Wert elektrometrisch iiberpriift.

Hochvoltelektrophorese: Es wurde die von einem von uns beschriebene Ap-
paratur mit festen Warmeaustauschern® unter Verwendung der angegebenen
Puffer beniitzt.

Lonenaustauschchromatographie : Carboxymethyleellulose (Type MN 2100 der
Fa. Macherey, Nagel & Co.) wurde durch Behandeln mit 0,1 » NaOH und 0,1 »
HCI gereinigt und mit dem oben angefiithrten Puffer von pH 7,0 dquilibriert.
30 mg lyophilisiertes Unkengift 16ste man in 0,4 m! des gleichen Puffers und
brachte es auf eine Séule (1,1 x 10 em) der Carboxymethylcellulose auf. Die
Peptide blieben bei diesem pH auf der Saule haften. Die Elution erfolgte
stufenweise bei sinkendem pH mit den angegebenen Puffern. Der Durch-
bruch der Peptide erfolgt von pH 5,7 bis 5.2, bezogen auf das Eluat.

Chromatographie an Sephadex: 212 mg lyophilisiertes Unkengift wurden in
Puffer von pH 4,7 geldst und vom ungeldst gebliebenen Anteil (31,2 mg) ab-
zentrifugiert. Sephadex G-25 #quilibrierte man mit dem gleichen Puffer und
packte es zu einer Sdule mit den MafBlen 2x 95 cm. Die Losung wurde aufge-
bracht und nach dem Einsaugen mit weiterem Puffer eluiert. Die Durchfluf}-
geschwindigkeit lag bet 11 Tropfen/Minute. Nach einem ,,void volume® von
110 ml wurde mit der Fraktionierung begonnen und Fraktionen von 5 ml auf-
gefangen. Nach der Gefriertrocknung wurde der Rickstand gewogen, papier-
chromatographisch und hochvoltelektrophoretisch weiterfraktioniert und
seine hémolytische Wirksamkeit bestimmst.

Papierchromatographie: Diese erfolgte mit n-Propanol : Puffer (von pH 4,7) =
= 2:1 auf Schleicher & Schull 2043 b absteigend in der schon frither beschrie-
benen Weise!. Entwickelt wurde it einer 0,2proz. Ldsung von Bromphenol-
blau in mit HgCle geséttigtern Alkohol®. Die Auswertung erfolgte mit einem
Elphor Integraph-Gerét der Fa. Bender und Hobein.

Hdimolyse: Zur Verwendung gelangten gewaschene menschliche Erythro-
cyten in einem isotonen Phosphatpuffer von pH 7,0. Es wurde die niedrigste
Konzentration an Gift bestimmt, die noch Hiémolyse bewirkt. Abgelesen
wurde nach 30 Minuten und 8 Stunden.

Ergebnisse und Diskussion

Bei der Hochvoltelektrophorese wandert die Peptidfraktion des
Rohgiftes ziemlich einheitlich mit einer Wanderungsgeschwindigkeit
von etwa 609, der des Lysins (zwischen pH 7,0 und pH 4,6) zur Kathode.
Die individuellen Wanderungsgeschwindigkeiten, die an sich eine aus-
reichende Trennung ermdglichen miiiten, treten erst bei angereicherten

5 H. Michl, Chromatogr. Reviews 1, 11 (1959).
¢ E. L. Duwrrum, J. Amer. Chem. Soc. 72, 2943 (1950).
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oder reinen Peptiden auf (Tab.1). Ein analoges Verhalten tritt auch
beim Ionenaustausch auf. Die Peptide bleiben erst bei héheren pH-

Tabelle 1. Peptide im Unkengift

Rp (Papierchromato-

graphie)

n~Propanol—Puffer 4,7

Ry,ys {Hoehvoltelekirophorese)
30 Viem, 45 Min., 10°C

2:1 (v}v), 88 2043 b pH 4,7 pH 7,0
Peptid 0 0,05 0,40 0,32
Peptid 1 0,16 0,85 0,72
Peptid 2 0,22 0,30 0,20
Peptid 3 0,32 0,52 0,42
Peptid 4 0,42 0,38 0,27
Peptid 4 a 0,50 0,50 0,40
Peptid 5 0,65 0,52 0,40
Peptid 6 0,80 0,55 0,45

Werten auf dem Austauscher haften. Bei Verwendung eines sinkenden
pH-Gradienten brechen sie nahezu ungetrennt bei pH 5,7—5,2 durch.
Behandeln mit gereinigtem Harnstoff ist ohne EinfluBl auf diese gegen-
seitige Beeinflussung der Wanderungsgeschwindigkeit.

Eine typische auf Sephadex erhaltene Auftrennung zeigten Abb. 1
und Tab. 2. 40 Fraktionen sind praktisch frei von Aminosduren und

a

UNKENPEPTIDE
Sephadex G-25 2 x 95 cm
1 Fraktion = 9 ml
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Serotonin, wodurch erstmalig eine verldfiliche Abtrennung dieser Ver-
bindungen von den Peptiden mdglich wurde. Tab. 2 148t wieder deut-
lich die Tendenz der Peptide, Aggregate zu bilden, erkennen. Viele
Peptide kommen zweimal vor, einmal zusammen mit anderen in den
Fraktionen 1—10 und einmal frei in den hoéheren Fraktionen.
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Abb. 2

Eine gute Auftrennung der Unkengifte ist durch Chromatographie
mit propanolhiltigen Verteilungsmitteln moglich (Abb. 2). Allerdings
enthalten die direkt aus solchen Chromatogrammen eluierbaren Peptide
erhebliche Mengen von freien Aminosauren und Serotonin. So ist Peptid 2
mit Asparaginsdure, Peptid 3 mit Glutaminsdure, Glycin, Arginin und
Histidin, Peptid 4 und 4a mit Alanin und evtl. Prolin soewie Peptid 5 mit
Phenylalanin, Valin nnd Serotonin verunreinigt. Aminoséurefreie Peptide
sind jedoch aus dem fiiber Sephadex gereinigten Material zu erhalten.
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