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In den Hautsekreten yon Molehen wurden Amylasen, Phos- 
phatasen, Arylamidasen und z.T. stark h/imolytiseh wirkende 
Proteine nachgewiesen und durch Chromatographie an Sephadex 
und Gel-Elektrophorese eharakterisiert. Die Zusammensetzung 
scheint mehr yore Biotop als yon den verwandtschaftliehen 
Beziehungen abzuh~ngen. 

Amylases, phosphatases and arylamidases were demonstrated 
in newt venoms. In some of these hemolytieally active proteins 
were proved to occur and characterized by chromatography on 
Sephadex and by gel-electrophoresis. The composition of the 
venoms seems to depend more on the biotop than on phylogenetic 
relations. 

Die Hau t  der Amphibien ist yon einer diinnen Schleimschichte bedeckt. 
Dieser Schleim ste]lt das Sekret besonderer Hautdriisen dar. Dutch 
mechanische, chemische, thermische oder elektrische Reize wird diese 
Sekretion verst~rkt, wobei das Sekret in Form einer schaumigen Masse auf- 
treten kann. Diese Sekrete haben nicht nur die Aufgabe, die Feuchtigkeit 
der Amphibienhaut und damit  die Hau ta tmung  aufrecht zu erhalten, sie 
bieten den Tieren auch einen gewissen Schutz gegen Mikroorganismen und 
Algenbewuchs sowie gegen natiir]iche Feinde. Erwartungsgem~B sind die 
Hautsekrete  schnell beweglicher Arten wie Rana dalmatina wesentlich 
weniger biologisch aktiv als etwa das der viel schwerfalligeren Unken 
(Bombina) 1. 

Ein ~hnliches Verhalten wie die Unken zeigt der im gleichen Biotop 
lebende Kammolch Triturus cristatus. Zoologisch rechnet man jedoeh die 

1 G. K i s s  und H. Michl ,  Toxicon [Oxford] 1, 33 (1962). 
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Molche zur gleichen Fami l i e  wie die Sa lamander .  E in  charak te r i s t i scher  
Bes tand te i l  der  Unkeng i f t e  s ind hgmoly t i sch  wi rksame  Pro te ine  u n d  
Pep t ide ,  der  Sa l~mandergi f te  hingegen a lka lo idghnl iche  Verb indungen  wie 
d~s S a m a n d a r i n  2 Uns  in teress ier te  nun,  ob die H a u t s e k r e t e  der  Molche 
ngher  dem der  U n k e n  oder  dem der  Sa l amand e r  stehen,  also ob sic mehr  
dureh  das  Bio top  oder  durch  phylogenet i sche  Beziehungen geprggt  sind. 

Tabe l l e l .  Z u s a m m e n s e t z u n g  v o n  M o l c h g i f t e n  

Triturus Triturus Triturus 
Art cristatus vulgaris pyrrhogaster 

mg lyophilisiertes 12 mg 1,2 mg 6,0 mg 
Gift/Tier 

mg lyophilisiertes 1,2 mg 0,9 mg 1,3 mg 
Gif t /Gramm Tier 

hgmolytische 1 : 2 000 000 1 : 30 000 1 : 200 000 
Aktivi t / i t  

Amylase -}- -w -~ 

L N A - s p a l t e n d e s  q- --  q- 
Enzym 

saure Phosphatase q- v ' V 

Phospholipase - -  - -  - -  

Peptide R.~ (Papierchro- - -  ( q- ) 
matographie) nur mit  Ninhydrin 
0,58 + q- anfgrbbar 
0,70 ( + )  

H V E  bei p H  4,7 H V E  bci pH 4,7 
neutral  anodisch wandernd 

freieAminosguren Ala, y-Abs, Asp, Ala, y-Abs, Asp, Ala, (7-Abs), Asp, 
Glu, Gly, His, GIu, Gly, His, Glu, Gly, (Ileu q- 
(Ileu q-Leu) ,  Ser, I leu + Leu, Pro, Leu) ,Phe,  Ser, Val 
Try, Tyr, Val Ser, Val 

5-Hydroxytrypt- 
& r a i n  - -  - -  

8teroide 0,01% 0,01% 
(Cholesterin) 

Kohlenhydrate :- -r 4 

pH des Rohsel~'etes 5,1 6,2 

Oesamttoxizitgt ,  20 y.g/ga 6,7 t.tg/g ~ 
D L M  Maus (s. c.) 

0,03% 

6,5 

2 C. Sch6p], Experient ia  [Basel] 17, 285 (1961). 
a K .  Schi&l zitiert nach ~. 

S. 3/ias Arch. exper.  Pathol.  Pharmakol .  104, I00 (1924). 
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Einen Hinweis findet man in der Literatur. Die Sekrete yon Triturus- 
arten rufen nieht die charakteristischen Krampferscheinungen des 
Samandarins hervor, sondern bewirken eine starke 6rtliehe l~eizung, die 
zu sehmerzhaften Sensationen und sehweren h~morrhagisehen Entzfindun- 
gen an der Injektionsstelle ffihrt,. Geasner 5 nimmt einen ,,Saponin<'- 
Charakter des Giftes an. 
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Abb. 1. Chrom~togr~phie yon Tritm'us-cristatus-Sekret an Seph~dex G-75 

Die Tab. 1 gibt nun eine Tjbersicht fiber die Zusammensetzung des 
Hautsekretes der heimischen Molche Triturus cristatus und Triturus vul- 
garis sowie des japanisehen Feuerbauchmolches Triturus pyrrhogaster. 
~hnlich wie im Unkengift kommen Ireie Aminos/~uren 6, Amylase 7, ein 
Leucylnaphthylamid-spaltendes Enzym s und Phosphatasen 9, aber kein 
5-Hydroxytryptamin vor 1~ Am auff/~lligsten ist jedoeh die starke 
h/~mo]ytische Aktivit/~t, vor allem des Giftes yon Triturus cristatus. 
Diese Wirkung k6nnte durch niedermolekulare oberflitchenaktive Stoffe, 

5 0 .  Gessner, ,,Tierische Gift#', in Hdb. exper. Pathologie, Erg. Werk, 
Bd. 6, Berlin 1938. 

H.  Michl  und H.  Bachmayer, Mh. Chem. 95, 480 (1964). 
H.  Michl  und A.  Pastuszyn,  Mh. Chem. 95, 978 (1964). 

s H.  Michl  und H.  Molzer, Toxicon [Oxford] 2, 281 (1965). 
o j .  Andres,  Dissertation, 1965, Wien. 

lo V. Erspamer,  G. Bertaccini und N .  Urakawa, Japan. J. Pharmacol. 14, 
468 (1964). 
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etwa Sal0onine , hervorgerufen werden. Dagegen spreehen u. a. die Hitge- 
labilitgt der h/bnolytiseh wirksamen Verbindungen und der Befund, dab 
proteolytisehe Fermente die hs Wirknng zerst6ren. Bei der 
Gelehromatographie an Sephadex G-75 und G-200 verhglt sieh das h/imo- 
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Abb. 2. Chromatographie yon Triturus-eristatus-Sekret  an Sephadex G-200 

lytische Prinzip wie ein Stoff mit  einer Teilchengr6Be yon etwa 45 000 
(Abb. 1 und 2). Steroide kommen ferner (Tab. 1) nur spurenweise im 
Molehgift vor. Damit  scheidet die genannte MSgliehkeit, die hgmolytische 
Aktivit/it des Molehgiftes zu erklgren aus. Naeh den Ergebnissen der Gel- 
filtration und der Inaktivierung durch 
Koehen und proteolytische Fermente 
mug es sieh um ein Protein handeln. 
Dieses k6nnte eine Leeithinase, die 
indirekt tiber Lysoleeithin hs 
tiseh wirkt, sein odor aber ein direkt 
hgmolysierend wirkendes Protein dar- 
steIlen. Der negative Ausfall gller 
Leeithinasereaktionen des Vollgiftes 

. . . . .  /'/?osaz)~/d~e 
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Abb. 3. Disc-Elektrophorese von Triturus- 
orist~tus-Sekres in Polyacrylamidgel,  Tris 

pH 8,9 

bzw. der aktiven Fraktionen 1s nur mehr letztere M6gliehkeit zu. Es 
handelt sieh also wie beim hitzelabilen Prinzip des Unkengiftes bzw. wie 
bei versehiedenen Schlangengiften um ein direkt hgmolytisches Protein. 

Diese Ergebnisse zeigen ebenso wie der negative AusfaI1 yon Ver- 
suchen, Samandarin im Molehgift nachzuweisen, dab das Hautsekret  yon 
Triturus cristatus weitaus/~hnlicher dem der im gleichen Biotop lebenden 
Unken als dem der verwandten Salamander ist. 

Monatshefte f i ir  Chemie, Bd. 96/4 
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Bei der  Gelchromatographie  li /gt sich kein  Unte r sch ied  zwisehen den 
h/ imolyt iseh wi rksamen  Pro te inen  aus Unken-  bzw. Molchgift  l inden.  
Beide werden z. B. aus Sephadex  G-200 etwa mi t  dem 1,9faehen , ,void"-  
Volumen eluiert .  Bei  der  E lek t rophorese  in Po lyae ry lamidge len  bei  
p i t  8,9 zeigt  sieh jedoeh ein deut l icher  Unte r seh ied :  Das h/ /molyt isehe 
Pr inz ip  aus Unkeng i f t  b le ib t  am Star t ,  das  hs  Pr inz ip  aus dem 
Molehgif t  wande r t  jedoch mi t  50% der  Geschwindigkei t  yon  Brom- 
pheno lb lau  (s. Abb.  3). 

Experimenteller Teil 

Gewinnung der Sekrete. Diese gesehah auf die friiher 1 fiir Unken be- 
schriebene Weise dutch Reizung der I-Iaui~driisen mit  J~ther und Lyophili- 
sieren der w~sserigen L6sung. Der ]?If der Giftsekrete wurde mit  der Glas- 
elektrode gegen Standardpuffer  gemessen. 

Hiimolyse-Test: Au~s den Troekensekreten wurden Verdiinnungsreihen in 
physiologiseher KochsMzl6sung hergestellt  und nach 8 Stdn. der Grad der 
H~molyse gegen mensehliehe Ery throzyten  notiert .  Nine zweite Versuehs- 
reihe wurde vorher in L6sung 10 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt.  

Pri~]ung mit Tryps,in. Zur Priifung auf ZerstSrung der Aktivit/~t dureh 
Proteolyse wurde je 1 mg der Troekensekrete mit  0,1 ml einer L6sung yon 
0,2 nag Trypsin/ml 0,01m-Ammonacetatpuffer pH 8,1 4 Stdn. bei 37 ~ bebriitet.  
Nach dem Lyophilisieren wurde der  Ri iekstand zur Austestung der h~moly- 
tisehen Aktivit~it in physiologiseher NaC1 gelSst. 

Dotterkoagulationstest (Pr/ifung auf Phospholipasen). Es wurde die 
Hemmung der Koagulationszeit  fiir Eidot ter  in physiologiseher LSsung nach 
2stdg. Bebrii ten bei 37~ rnit SekretlSsungen bzw. Frakt ionen davon ge- 
m e s s e n .  

Amylase. /:)as Verschwinden der Blauf~irbung yon Amylose mit  J o d - K J  
nach 2stdg. Bebri i ten mit  L6sungen der Trockensekrete bzw. einzelner Frak-  
tionen (37 ~ C, Phosphatpuffer  p i t  6,2) wurde als Mag fiir die Enzymakt iv i t~ t  
genommen. Die Amylaseakt ivi t / i t  wurde bei der Gelfiltration an Sephadex 
G-75 um einen Fak to r  6 angereiehert, an Sephadex G-200 urn den Fak to r  29. 
I m  Vergleich zu den anderen Enzymaktivit /~ten ist die Anreicherung bier 
gr6Ber als zu erwarten. Dies ist jedoch dadureh erkliirbar, dag die Amylase 
durch spezifisehe Wechselwirkung mit  dem I)extran-Gel eine Retent ion er- 
fiihrt und dadureh yon allen Proteinen abgetrermt wird. 

Phosphatase. Als Substrat  wurde p-Nit rophenylphosphat  (Fluka) ver- 
wendet und die naeh 2stdg. Bebrii ten (37 ~ C, Phthalatpuffer  pI-I 5,0) auf- 
t re tende Gelbf/~rbung nach Zugabe yon O, ln -NaOH spektrophotometriseh bei 
405 mtz gemessen. Die Anreieherung betrug nach Sephadex G-75 3,7 und naeh 
Sephadex G-2O0 2,8. 

,,Leucylnaphthylamid-spaltendes Enzym" (LNA-ase). Das dureh die 
Enzymakt iv i t~ t  nach Bebrtiten bei 37 ~ C (2 Stdn., Trispuffer pI-I 7,3) abge- 
spaltene ~-Naphthylamid wurde dureh Kuppeln  mit  diazotiertem 3-Chlor-4- 
nitroanilin (Eehtrot  3 GL) und Messung des mit  ~ thy lace ta t  extrahierbaren 
roten Farbstoffes bei 546 m~ best immt.  Anreieherung bei Sephadex G-75 auf 
das 2fache, bei Sephadex G-200 auf das 2,8faehe. 
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Gel]iltration an Sephadex. In  physiologiseher NaC1-LTsung gequollenes 
Sephadex G-75 bzw. G-200 wurde zar S/~ule gepackt. Verwendete S~ulen- 
dimensionen: 150 • 1 cm bei ~-75 und 100 • 2 em bei G-200. Das ,,void 
volume" wurde mit  ,,Blue dextran" zu 52 ml (G-75) and 80 ml (G-20O) er- 
mittelt .  Vonder  in oben beschriebener Weise gewonnenen w~gr. Sekretl5sung 
warden je 10 ml d~kvch Zusat, z von 90 rag NaC1 ,,physiologiseh gemaeht". Von 
einem anderen Teil der LSsung wurde der Gehalt an Troekengift durch 
Lyophilisieren ermittelt. Von den physiologisehen LSsungen warden 8 ml 
(G-75) bzw. 10 ml (G-200) auf die S/~ale aufgebraeht und  mit  0,9proz. NaC1 
eluiert. Frak~ionen yon je 5 ml wurden gesammelt und auf ihre h~molytische 
und  Enzymwirksamkeit  unt.ersueht. Die Ext inkt ionen bei 280 m~. wurden 
gemessen, die Aminos~aren durch Tfipfeln mi~ Ninhydrin lokalisiert. 

Di~nnschichtchromatographie der /reien Aminosiiure~.~. Zm" Anreicherung der 
Aminos~uren wurde eine lproz. LSsung der Trockensekrete in Pyridinacetat- 
puffer pI-I 4,7 mit  einem 6fachen D'berschug an Aceton bei 0 ~ C gef~ll~. Der 
l)berstand wurde durch Rotationsverdampfen veto Aceton befreit und  an- 
schlieBend lyoplfilisiert. Die Chromatographie tier Aminosi~uren auf Kieselgel G 
erfolgte wie friiher 6 beschrieben. Fteeken yon Peptiden verschwanden bei der 
Hydro]yse mit  6n-KC1. 

Charakteris~erung yon Peptiden. Es win'den die _R~-Werte bei der Papier- 
chromatographie auf SS 2043 bmit n-Propanol--Puffer 4,7 (2 : 1) als Laufmi~tel, 
und die Beweglichkeiten bei der Hoehvoltelektrophorese in Pyridinacetatpuffer 
pI~I 4,7 ermittelt. Anf~irbung mit Bromphenolblau in sublimatges~ttigtem 
~thanol. 

Abseh~tzung des Cholesterin-Gehaltes. 5rag gepulvertes Trockensekret 
w,~rden iiber Naeh~ mit 20 ml r/iekstandsfreiem CI-ICla extrahiert, filtriert 
und die getroekneten Filtrate ~uf Kieselgel G-Platten in CI-ICls--Methanol 
(99:1) ehromatogrgphiert. Die Siehtbarmachung erfolgte mit  50proz. Phos- 
phors~ure. Dureh gleiehzeitige Chromatographie steigender Mengen einer 
Standard-eholesterinlSsung liel3 sieh der Gehalt in den einzelnen Sekreten gut 
abseh~ttzen. Bei den untersuehten Sekreten war regelm~Big ehae sehnell wan- 
dernde Nebenkomponente sehwa eh grau anfarbbar, bei der es sieh vermutlieh 
um ein Trigtycerid handelt. 

Dise-Elektrophorese in Polyae~wlamidgel. Diese wurde in der yon M~;chl und 
Pastuszyn 11 besehriebenen Weise durehgeffihrL 

Verwendet wurde ein 6proz. Gel in Tris--HCl-Puffer, pI-I 8,9. Die Elektro- 
phorese erfolgte 2 Stdn. bei 110 V. Angeffirbt wurden die Proteine mit  Amido- 
schwarz 10 B. Die Wanderungsgeschwindigkeit bezog man auf zugefiigtes 
Bromphenolblau. Zur Lokalisierung der Enzymaktivit / i ten wurden weitere 
Gets~tulehen in Seheiben yon 2 mm/) ieke  gesehnitten and  fiber Naeht mit  dem 
fiir des betreffende Enzym optimalen Puffer eluiert. Die Aktivit~tsbestim- 
mung erfolgte wie oben angegeben. Zur Lokalisierung der h~molytisehen Ak- 
tivit/~t eluierte man mit physiolog. NaC1. 

2Prg/ung au] Salamander-Allcaloide. Ein Extr~kt yon Troekensekret mi t  
CI-ICla wurde auf Kieselgel G mit  dem Laufmittel Di/ithylamin~-Cyclohexan 
(1:9) ~ el~'omatographiert. Die Anfgrbung erfolgte mig dem yon Munier ~ 
modifizierten Drage~Mor]]-~eagens. 

~ H. Miehl und A.  Pastuszyn, Mikroehim. Aeta [Wien] 1963, 880. 
~ G. Habermehl, Ann. Chem. 679, 164 (1964). 
~a R . .~ / iun ier ,  Bull. See. Chim. Biol. 3~, 1225 (1953). 
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Pri~]ung au] Kohlenhydrate. 10 mg Trockensekret hydrolysierte man mit  
ln-H2SO4. Nach Abtrennen des Sulfates mit  BaCO3 wurde die eingeengte 
LSsung aufsteigend mit  n-Butanol  Eisess ig--Wasser  (4:1:5,  v/v, obere 
Phase) chromatographiert .  Die Kohlenhydrate  wurden mit  Anil inphthalat  
sichtbar gemacht. 

Die E n z y m b e s t i m m u n g e n  wurden  zum Teil yon  J. Andres, H. Molzer 
und  A. Pastuszyn d u r c h g d i i h r t .  

Dem US Gove rnmen t  wird  ffir die Un te r s t i i t zung  dieser Arbe i t  herz- 

lieh gedankt .  


