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Mit 2 Abbildtmger~ 

(Eingegangen am 4. J u l i  1963) 

Acht in Unkengiften vorkommende Peptide ]assen sieh durch 
Chroma%ograph{e an Sephadex und Verteilnngsehromatographie 
trennen. Es wird ihr Verhalten bei der Hochvoltelektrophorese 
und Ionenaustauseh-chrornatographie beschrieben. 

Die Abwehrsekrete der Unken besitzen eine starke h~molytische 
bzw. cytotoxische Wirkung. Diese finder sich zum grSBeren Tefl in 
hitze-denaturierbaren Stoffen, wahrscheinlich Proteinen, und zum ge- 
ringeren Tei] in einer thermostabflen Oligopeptidfraktion. Daneben sind 
in dem Sekret 5-Hydroxyt ryptamin  und freie Aminos~uren vorhanden 1, 2. 
Die basiseh reagierenden Oligopeptide sind einander in ihrem chemisehen 
Verhalten sehr/~hnlich und neigen dazu, Aggregate zu bilden. Ansonsten 
sehr wirksame Trennverfahren ffir Peptide, wie ,,fingerprinting "a, a, er- 
gaben keine Trennung, Es wurde u eine Auftrennung durch 
Ionenaustausch-chromatographie,  durch Chromabographie an Sephadex 
G-25 und dutch Verteflungschromatographie zu erreichen. 

Experimentelles 
Mater ia l  und  t~eagentien: Lyophilisiertes Unkengift wurde auf die friiher 

beschriebene Weise 1 hergestellt. 

Puffer: pI-I 7,0 0,93 ml Collidin pI-t 6,6 0,90 ml Collidin 
0,27 ml Eisessig 0,30 ml Eisessig 

1 G. K i s s  und H.  Mich l ,  Toxieon [Oxford] 1, 33 (1962). 
2 H.  M i e h l  und E.  Kaiser ,  Toxieon [Oxford] 1, im Druck. 

B. Kietch6/en u n d  O. Westphal ,  Z. Naturforseh. 7 b, 659 (1952). 
4 V. M .  Ingrain,  Nature [London] 178, 792 (1956). 
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pI-I 6,2 11 ml Pyridii t  p i t  5,4 7,4 ml Pyridin 
0,45 ml Eisessig 2,5 ml Eisessig 

pH 5,85 10 ml Pyridin pH 5,1 5,6 ml Pyridin  
1 ml Eisessig 3,5 mI Eisessig 

p i t  5,6 9,2 ml Pyridin  pH 4,7 1,0 ml Pyridin  
1,45ml Eisessig 1,0 m] Eisessig 

Die angegebenen Mengen L6sungsmittei wurden mit  dest. Wasser mff 
100 ml aufgeffillt und der p t t -Wer t  elektrometrisch fiberpriift. 

Hochvoltelektrophorese : Es wurde die yon einem yon uns besehriebene Ap- 
paratur mit festen Wgrmeaustauseher~ s unter Verwendung der angegebenen 
Puffer beniitzt. 

Ionenaustauschehromatographie : Carboxymethyleellulose (Type MN 2100 der 
Fa.  Macherey, Nagel & Co.) wurde dureh Behandeln mit  0,1 ~ NaOH und 0,1 n 
HC1 gereinigt und mi~ dem oben angeftihrte~l Puffer yon pH 7,0/iquilibriert .  
30 nag lyophilisiert, es Unkengif~ 15ste man in 0,4 ml des gleichen Puffers und 
braehte es auf eine Sgule (1,1 x t0 era) der Carboxymethylce!lulose auf. Die 
Pept ide blieben bei diesem pH auf der Sgule ha,ften. Die Elution erfolgte 
stufenweise bei sinkendem p]-I mi t  den angegebenen Puffern. Der Dureh- 
bruch der Peptide erfolgt yon p H  5,7 bis 5,2, bezogen attf das Eluat .  

Chromatographie an Sephadex: 212 mg lyophilisiertes Unkengift  wurden in 
Puffer yon pH 4,7 gel6st und yore ungetSst gebliebenen Anteil  (31,2 rag) ab- 
zerttrifugiert. Sephadex G-25/~quilibrierte man mit  dem gleiehen Puffer und 
paekte es zu einer Sfiule mit  den MaBen 2 • 95 era. Die LSsung wurde aufge- 
braeht  und naeh dem Einsaugert mit  weiterem Puffer eluiert. Die Durehflufl- 
gesehwi~tdigkeit lag bei / i  Tropfell/Mim~te. Naeh einem ,,void volume" yon 
110 ml wurde mi~ der Frakt ioa ierung begonnen un.d Frakt ionen yon 5 ml auf- 
gefangen. Naeh der Gefriertrocknung wurde der Rtiekstand gewogen, papier- 
ehromatographiseh und hoehvolt.elektrophoretiseh weiterfraktioniert, urtd 
seine hiimolytisehe VVirksamkeit bestimmt.  

Papierchro.matographie - Diese erfolgte mit  n-Propano] : Puffer (yon pH 4,7) -~ 
= 2 : 1 auf Sehleieher & Seh/ill 2043 b absteigend in der sehon fr(iher besehrie- 
bermn Weise ~. Entwiekelt  wurde mit  eiller 0,2proz. LSsung yon Bromphenol- 
blau in mit  HgC12 ges/ittigtem Alkohol 6. Die Auswertung erfolgte mit  ei~em 
Elphor Integraph-Geri*t der Fa. Bender und Hobein. 

Hdmolyse: Zur Verwertdung gelangtert gewasehene mensehliehe Erythro-  
eytert in einem isotonen Phosphatpuffer  yon pH 7,0. Es wurde die niedrigste 
Konzentra t ion an Gift best immt,  die noeh H~molyse bewirkt.  Abgelesen 
wurde ~laeh 30 Mirmlben und 8 S~unden. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Bei der  Hochvo l t e l ek t rophorese  wander t  die Pept idfrakt , ion des 
Rohgif tes  ziemlich einhei t l ich mi t  einer Wanderungsgeschwind igke i t  
yon e twa 60% der  des Lysins  (zwischen p t t  7,0 und  p H  4,6) zur  Ka thode .  
Die indiv iduel len  Wanderungsgesehwindigkei t ,en ,  die a.n sieh eine aus- 
re ichende Trennung ermSglichen Ini igten,  t re ten  erst  bei a.ngereieherten 

s H. Mich,1, Chroma~ogr. Reviews 1, 11 (1959). 
6 E. L. Durrum, J. Amer. Chem. Soe. 72, 2943 (1950). 
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oder reinen Peptiden auf (Tab, 1). Ein analoges Verhalten tritt aueh 
beim Ionenaustauseh auf. Die Peptide bleiben erst bei h6heren pI-L 

Tabellel. P e p t i d e  im Unkengift  

RaV (Papierehromato- RLy s (IIochvolteIektrophorese) 
graphie) 30 V/cm, 45 Min., 10 ~ C 

n-Propanol--Puffer 4,7 
2:1 (v/v), SS 2043b pH 4,7 pit 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 Austauseher haften. Bei Verwendung eines sinkenden 
pH-Gradienten breehen sie nahezu ungetrennt bei pH 5,7--5,2 dureh. 
Behandeln mit gereinigtem Harnstoff ist ohne Einflul3 auf diese gegen- 
seitige Beeinflussung der Wanderungsgesehwindigkeit. 

Eine typische auf Sephadex erhaltene Auftrennung zeigten Abb. 1 
und Tab. 2, 40 Fraktionen sind praktiseh frei von Aminos/iuten und 

i 
~rs~tion Nr. 

UNKENPEPTIDE 

Sepha4ex G-25 2 x 95 cm 

I ~rsktion = 5 ml 

IO 

is. - -  Trcck*ngewicht in ~g/ml 

/ ''-e --~-- h~molytische Wirkung 
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Serotonin, wodureh erstmalig eine verlg, Bliche Abtrennung dieser Ver- 
bindungen yon den Peptiden mSglieh wurde. Tab. 2 lgl]t wieder deut- 
lieh die Tendenz der Peptide, Aggregate zu bilden, erkennen. Viele 
Peptide kommen zweimal vor, einmal zusammen mit anderen in den 
Fraktionen 1--10 und einma] frei in den hSheren Fraktionen. 

0 0,7 g2  ga  0,4 ~ g 5  g$  g 7  0,8 0,3 
Sp 

Abb. 2 

Eine gute Auftrenmlng der Unkengifte ist dureh Chromatographie 
mit propanolhgltigen Verteilungsmittein m6glieh (Abb. 2). Atlerdings 
en~h~lten die direkt aus solehen Chromatoglammen eluierb~ren Peptide 
erhebliehe Mengen von freien Aminos/iuren und Serotonin. So ist Peptid 2 
mit Asparagins/iure, Peptid 3 mit Glutamins//ure, Glyein, Arginin und 
Histidin, Peptid ~ und 4a mit Alanin und evtl. Prolin sowie Peptid 5 mit 
Phenylalanin, Valin und Serotonin verunreinigt. Aminos/iurefreie Peptide 
sind jedoeh aus dem tiber Sephadex gereinigten Material zu erhalten. 

Danksagung: Es ist uns eine angenehme Pflicht, dem US-Govern- 
ment und den US National Institutes of Health, Bethesda, Md. (Grant 
RF-4), ffir die Unterstiitzung dieser Arbeit zu danken. 


