Uber freie Aminosiuren im Gifte der Gelbbauchunke
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In Unkengiften kommen 12 o-Aminosduren, y-Aminobutter-
sdure und 5-Hydroxytryptamin vor. Die Zusammensetzung des
Aminosduregemisches ist konstant und wird durch die auf-
genommene Nahrung nicht beeinfluft.

Es werden Karten zur Diinnschichtchromatographie von mehr
als 40 Aminoséduren und verwandten Verbindungen angegeben.

In tierischen Giften sind mehrfach freie Aminosduren nachgewiesen
worden. So fanden beispielsweise Fischer und Bohnl-2 in den Haut-
sekreten von Grammostola mollicoma und Phoneutria fera, beides
Arachniden, iiber 209, freie Glutamingséure und kleinere Mengen anderer
Aminosduren. Selten vorkommende Aminosiduren, wie Pipecolinsiure,
waren im Gift von Vespa germanica?® und Sceliphron caementarius* (In-
sekten) vorhanden.

Auch in den Hautsekreten einiger Amphibien traf man freie Amino-
séuren an®-8. IThre biologische Bedeutung ist unklar. Man weil} nicht, ob
es sich dabei um regelméBig im Gift auftretende Begleitstoffe konstanter
Zusammensetzung oder von der Nahrung abhingige, etwa im Rahmen
der Stickstoffexkretion ausgeschiedene, Verbindungen handelt. Uber-
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reichliche Fiitterung einer Aminosiure an Unken und nachfolgende
Analyse des Giftes sollte zumindest fiir diese Art eine Entscheidung er-
moglichen.

Experimenteller Teil

Unkengift: Das ,Melken* der Unken wurde in einer friheren Arbeit
geschilderts. Es wurde jedoch vor der Lyophilisierung die in der wilrigen
Losung auftretende Tribung abfiltriert. Die Ausbeuten lagen dann bei
8—25 mg trockenem Gift pro gemolkener Unke.

Anreicherung der Aminosiuren: Eine 1,25proz. Lésung von lyophili-
siertern Unkengift wurde bei 0—5° mit Aceton fraktioniert gefédllt und dabei
der GroBteil hochmolekularer Substanzen entfernt. Der Uberstand einer
mit der 6fachen Menge Aceton gefillten Losung enthielt nur mehr Amino-
sduren, biogene Amine und Peptide 4a—7 (vgl. 8). Die Ausb. lag bei 209
des lyophilisierten Giftes. Die Abtrennung der Peptide erfolgte durch Chromato-
graphie an Sephadex G-25 und wurde schon friher beschrieben®. Die Aus-
beute an den niedermolekularen Substanzen war weniger als 109, des lyo-
philisierten Giftes.

Diinnschichtchromatographie: Die Platten wurden in iblicher Weise mit
Kiegelgel G (Merck) beschichtet und {iber Nacht an der Luft getrocknet.
Ein langeres Lagern der Platten ist nicht ratsam, da sonst eine schuell wan.-
dernde, gelbe Zone verstarkt in Erscheinung tritt und den Nachweis schneller
Aminosduren stort. Als Losungsmittel wurden die von Fahmy, Niederwieser,
Pataki und Bremner® angegebenen Systeme verwendet, u. zw. in der ersten
Richtung CHCl3—CHzOH—17proz. NH; wie 2:2:1 (v/v) und Phenol (va-
kuumdestilliert)—Ho0 wie 3:1 (g/v) unter Zusatz von Athylendiamin-
tetraessigséiure in der zweiten Richtung.

Die Entwicklung erfolgte durch Besprithen mit einer Cu-héltigen Nin-
hydrinlésung nach 19 .12, Zur Identifizierung der einzelnen Flecke ist
weniger der Rp-Wert geeignet als die relative Lage zu bekannten Sub-
stanzen.

Trennung von Leucin und Isoleucin: Diese Aminosduren lieBen sich gut
nach Hais und Horesowsky® auf einem mit H3zBO3—KCl—A DT A-Puifer
von pH 8,4 imprégniertem Papier (SS 2043 b) durch Verteilen mit t-Butyl-
alkohol und dem obigen Puffer (85:15, v/v) trennen.

Wie der Abbau mit nL-Aminosdureoxydase (Bothrops atrox-Gift) zeigte,
lagen die Leucine in der v-Form vor.

Hochvoltelektrophorese: Diese erfolgte auf der von einem von uns be-
schriebenen Apparatur'®. Das verwendete Papier war siuregewaschenes
MN 2214, der Puffer Pyridin—Essigsiure—Wasser (1:1:98; v/v) von pH 4,7.
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Folgende Wanderungsgeschwindigkeiten (bez. auf Lysin) wurden beobachtet:

Tabelle 1

RLys
Yerbindung in Pyridinacetatpuffer

pH 4,7
B-Alanin .......... e 0,22
v-Aminobuttersdure ........ 0,33
Cadaverin ................. 2,05
Glycinamid . ............... 1,565
Higtamin ................. 2,1
Leucinamid ............... 1,15
Leucinmethylester ......... 1,15
Ornithin . ................. 1,1
Putresein ................. 2,1
Tyramin .................. 1,08

Fitterungsversuche: 20 g Aminosdure (z. B. B-Alanin, Lysin, Prolin,
Tryptophan) wurden in 0,2 ml Sahne gelost bzw. suspendiert und mittels
einer Injektionsspritze peroral in den Magen erwachsener, etwa 7 g schwerer
Unken appliziert. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurde das Gift gewonnen und wie
oben beschrieben auf freie Aminosdure auigearbeitet.

Die Aminosdurezusammensetzung im Gift unbehandelter Tiere wurde
uber einen Zeitraum von 4 Jahren beobachtet.

Ergebnisse und Diskussion

Die direkte Chromatographie eines enteiweifiten Unkengiftes gab
keine verldBlichen Ergebnisse, da niedermolekulare, ninhydrinpositive

]
O Fhe =
O Lew, Ilev
D 1724 N
7hr S-0K~Trypramm
: b

s
O 6/ s
SEPO% 6‘/5/
O ALY i

ol ~

LUFTINIIE] T ——

Aso

1 1 L 1 1 1 1. i 1
Ve UG
Abb. 1




H. 2/1964]

Lousinitiel/ 7 ———e

LSUITINIES [ ——rm

Aminosduren im Gifte der Gelbbauchunke

Leu-Me-Fsrer
LeuNHy

O Tyramin, Norlev
Norva!

/7’/19/‘5/77/}7 @ “{ﬁi
a-Ar8S

@ Pipecolinsdvre

Ey go E-ACqpronssvre

Sarcosm
Pyragh @

LAtz
Arg
Vid

Ladaveri, Furrescis
{ 1 1. 1 1 i 1 1

Laufinitel 2

Abb. 2

Asp (W Jz
Y5t O Glunky
/‘/6‘/0/1///2
. //ypm
6’/&5052/77//7@ a
. Pm

O
! i

[ 1 1 { L } !

Lauvimitte) 2 ———m

Farsen ger flecken -

O v/l

Abb. 3

1 gel6 % orange ({M{D oravn

483



484 H. Michl u. a.: Aminosdauren im Gifte der Gelbbauchunke

Peptide das Bild stéren. Die Aminosduren mufiten daher auf die im
experimentellen Teil angegebene Weise angereichert werden. Die geringen
aus Eingzeltieren erhaltenen Mengen lieBen sich dann gut diinnschicht-
chromatographisch trennen (Abb.1). Zur sichereren Identifizierung der
gefundenen Flecken wurden Karten von iiber 40 potentiell in tierischen
Giften auftretenden Aminosduren, biogenen Aminen und verwandten
Verbindungen aufgenommen (Abb. 2 und 3) und das elektrophoretische
Verhalten einiger dieser Stoffe untersucht (Tab. 1). Bei einigen proteino-
genen Aminosduren ergaben sich Verschiebungen in der relativen Lage
gegeniiber der Literatur®.

Wie Abb. 1 zeigt, sind im Unkengift 12 o-Aminosduren, y-Amino-
buttersdure und 5-Hydroxytryptamin anzutreffen. Die gleichen Amino-
sduren findet man auch nach Fiitterung relativ groBer Mengen von nicht
im Gift vorkommenden Aminosduren. Das durch die Hautdriisen der
Unken ausgeschiedene Aminosduregemisch ist demnach von der aufge-
nommenen Nahrung unabhingig und stellt einen regelméBigen Bestand-
teil der Unkengifte dar.

Dem U. 8. Government wird fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit
herzlich gedankt.



