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Isolierung und StrukturaufkNrung sines h~imolytisch wirken- 
den Polypeptides aus dem Abwehrsekret europ[iischer Unken 

Von 

A. Csord~s und H. Miehl 
Aus dem Institu~ fiir Chemie der Hochsehule fiir Bodenkultur Wien 

(Eingegangen am 20. August 1969) 

Ein aus 24 Aminos/~uren bestehendes Polypeptid wurde 
aus dem Abwehrsekret europ/iischer Unken isoliert. Abbau- 
versuche machen folgende Prim/irstruktur wahrscheirdich: 

H 2 N 2 - G l y - - I l e - - G l y - - A l a - - - L e u - - S e r - - A l a - - L y s - - G l y - -  
- - A l a - - L e u - - L y s - - G l y - - L e u - - A l a - - L y s - - G l y ~ L e u - - ) ~ ! a - -  
- - G l u X - - H i s - - P h e - - A l a ~ A s p  (NH2)2. 

Das Polypep~id (,,Bombinin") wird dureh die proteolyti- 
sehen Enzyme des Uakengiftes rasch :abgebaub. Es wirkt~ h~mo- 
lytiseh und zeigg gewisse strukturelle Analogien zu Melittin. 

Isolat~n and Structure of an Hemolytic Polypeptide from the 
Defensive Secretion of European Bombina species. 

A te~raeosa.peptide has been isolated from the defensive 
secretion of European unks. The following pr imary structure 
is proposed : 

H 2 N - - G l y - - I l e - - G l y - - A l a - - L e u - - S e r - - A l a - - L y s - - G l y - -  
- - A l a - - L e u - - L y s - - G l y - - L e u - - A l a - - L y s - - G l y - - L e u - - A l a - -  
- - G l u X - - t t i s - - P h e ~ A l a - - A s p  (NH-2) 2. 

The polypeptide (bombinin) is quickly hydrolyzed by the 
proteolytie enzymes of the "unk"  toxin. Bombinin shows hemo- 
lytic activity. I ts  structure resembles somewhat tha t  of melittin. 

Das Abwehrsel~'et 4er europ/iischea Unken  (Bombina  Species) 
besteht  aus einem Gemisch yon Proteinen, Pepticlen, Aminos/iuren und 
5-Hydroxy~ryptamin  1. Der grSgte Teil der biologischen Aktivit / i ten 
finder sich in der Proteinfraktion,  z. B. proteolyt ische E n z y m e  2, 8, die 
Amylase  4 und direkt wirkende H/imolysine 1, 5, 6. A ber auch unter  den 

1 G. Kiss und H. 2llichl, Toxicon [Oxford] 1, 33 (1962). 
H. IVIichl und H. Molzer, Toxicon [Oxford] 2, 281 (1965). 

3 H. Molzer und H. Mivhl, Toxicon [Oxford] 5, 105 (1967). 
H. Miehl und A. Pastuszyn, 3~h. Chem. 95, 978 (1964). 
tz. l~riischer, Beitr~ge zur chem. Physiol. Pathol. [Braunsehweig] 1, 

575 (1902). 
6 0 .  Gessner, Arch. Exper. Pathol. Ph~rm~kol. 118, 325 (1926). 
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Pep t iden  sind solche mi t  bak te r ios ta t i sehe r  und  hgmoly t i seher  Wirk -  
samkei t  anzutref fen  1, ~, s. Die hgmoly t i sche  A k t i v i t g t  n immt ,  wie 
Pr6scher berei ts  1902 zeigte s, in wggr igen L6sungen  yon  Unkengi f t  raset~ 
ab.  Dafi i r  sind, wie kfirzlieh e rwghn t  wurde  s, in ers ter  Lin ie  die pro-  
teolytisehe~a E n z y m e  des Giftes veran twor t l i ch .  Durch  eine m6gt iehst  
sehnelle nnd  sehonende Aufa rbe i tung  sotlte nun  versuch t  werden,  wirk- 
same Pep t ide  mSgl ichst  vor  ihrem A b b a u  zu kleineren Bruehs t i i eken  zu 
isolieren und  chemiseh zu eharakter i s ie rem 

Mater ia l  und Methoden 

Unkengift 

Das Sekret win'de naeh dem sehon besehriebenen Prmzip gewonrlen ~-, 
das ,,Melken" jedoeh unter  Verzicht auf eine optimale Ausbeute auf wenige 
Minuten verktirzt. Die so erhaltene LSsung wurde sofort eingefrore,x u~xd 
]yophilisiert. Aufgetaute Proben wurden ausgesehieden. 

_Fraktionierung mit  Aceton 

Etw~ 400 mg lyophilisiertes Unkengift  * wurden bei 0 ~ in 30 ml Pyridm- 
acetatpuffer p H  4,7 (1 ml Pyr id in  und 1 ml Eisessig auf t00 ml aufgeffiilt} 
gel6st und yon unl6sliehen Riiekst/inden abzentrifugiert.  Der L'berst~nd 
wurde mit  der dreifachen Menge (v/v) auf - - 2 0  ~ vorgekiihlten Aceton 
gef~llt. Nach dem Abzentrifugieren wird der D~berstand mit  dem gleiehen 
Volumen kal tem Aeeton versetzt und diesmM der Niedersehlag gewom~em 
in dest. Wasser gel6st und lyophilisiert. Die so gewonnene Frakt ion,  etwa, 
5% des Vollgiftes, enthglt  Teile der Pept idfrakt ion,  ve t  allem Pept id  4, 
4a und 5, sowie geringe Mengen freier Aminosguren. Das hier besehriebene 
Produkt  zeigte jedoch bei der Elektrophorese bei p i t  4,7 eine einzige brom- 
phenolblau-positive Bande, deren R~ys-Wert mit  0,55 zwisehen dem yon 
Pept id  4 (R~,s 0&6) und 4~a (RL~s 0,57) lag. Man kann das neue Pept ld  
sehon ohne Anf~rbung w/~hrend der VVanderung beoba.ehten, da es fi.hnlich 
dem Melitt in und anderen oberfl/~chena.ktiven Stoffen den Feuehtigkeits-  
gehalt des Papiers ~ndert. Es war hfimolytiseh akt iv  und wurde analog dem 
Melittirl mit  , ,Bombinin" bezeiehnet. 

Chromatographie an Sephadex G-25 

Zur Gewinnung des Bombinins win'den 20 mg lyophitisierte Aeeton: 
fgllung in 3 ml dest. Wasser gel6st und bei z. T. auf einer mit  Sephadex G-25 
geffillten S~u]e (1,5 • 70 cm) ehromatographiert .  Das mit  ,,Blue Dext ran"  
best immte Leervolumen dieser S/~ule lag bei 30 ml. 3 m]-Frakt ionen wurder~ 
aufgefangen. Gleieh nach dem Ausflul~ des Leervok~mens brechen die 
Peptide durch die S/~ule und erreiehen etwa bei dem 1,5fachen Leervolumen 
ein Maximum, wghrend die Aminosfiuren erst nach Durehflu;5 des doppelten 

* Aus 20--30 ,,1Vlelk"-Operationen. 
7 H.  Bachmayer, H .  Michl  und B.  Roos, ill ,,AnimaI Toxins" (Heraus- 

geber: •. /~. Russell und P.  R.  Saunders), Pergamon Press 1967, Oxford. 
s A .  Csordas und H. 3~richl, Toxieon [Oxford] 7, 103 (t969). 
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Leervolumens die S~ule verlassen (vgl. 9). Die Ausbeute an bombininh/~ltigem 
Material lag b e i l 2  rag. 

Di~nnsehichtchromatographie an Cellulosepulver 

Die weitere Reinigung effolgte dureh pr/~parative Diinnsehichtchromato- 
graphie an Cellulosepulver MN 30 (Maeherey-Nagel). Als Laufmittel diente 
n-Propanol : Pyridinacetatpuffer pH 4,7 im Verhi~ltnis 2 : 1 (v/v). Der 
RF-Wert des Bombinins lag hier mit  0,78 hSher als auf Whatman  3MM- 
Papier (RF 0,62) ; Ausb. 6- -8  mg. 

Hochvoltelektrophoresen 

Als letzter Schritt wurden schliei~lich elektrophoretische Trennungen 
zuerst bei pH 4,7, dann bei pH 2,0 (2,5 ml 80proz. Ameisens/~ure und 
8,7ml Eisessig ad 100ml) durehgefiihrt. Als Tr~ger wurde Whatman  
3MM-Papier verwendet. Die Ausb. an Bombinin lagen naeh der ersten 
Elektrophorese bei 3 - -4  nag, naeh der zweir bei 2 nag. 

Quantitative Bestimmung der Aminos4uren 

Die Bestimmung der Bruttoformel des Bombinins und seiner Spalt- 
produkte erfolgte na~h 24s~dg. Hydrolyse in 6n-HC1 nach einem modifizierten 
Stein Moore-Verfahren 1~ Die AnMysen wurden mit  einem Beckman- 
Uniehrom-Aminos~urenanalysator durehgef~hrt. Als Ionenaustauseher alien- 
ten sph/irisehe Beckman Custom Research Resins, Type PA-35 und PA-28. 

Bestimmung der N-terminalen Aminosi~uren 

Diese erfolgte in den meisten Fiillen naeh Gray und Hartley 11. Zur 
Identifizierung der DNS-Aminos/~uren wurde I-Iochvoltelekbrophorese 12 
oder Diinnschichtchromat~ographie ~a verwendet. Der Edman-Abbau erfolgte 
nach einer Differenzmethode 1,~. 

Bestimmung der C-terminalen Aminosduren 

Hier wurde die Hych'azinolyse naeh Akabori 1~ angewendet. 

Enzymatische Spaltungen 

Fo]gende Enzyme wurden verwendet: Chymotrypsin (Fluka A 52342), 
Trypsin (Fluka A 58123) und Pronase (Calbioehem Streptomyces griseus 
Protease 53702). Der Abbau erfolg~e in allen 3 F/~llen in 0,01m-Ammon- 
acetatpuffer von pH 8,0. Es wurden 5proz. LSsungen des Enzyms ver- 
wendet. Mit Trypsin wurde 8 Stdn., mit  Chymotrypsin 25 Min. bzw. 6 Stdn.; 
mit  Pronase 2 Stdn. inkubiert. 

H. Micht und H. Bachmayer, Mh. Chem. 94, 814 (1963). 
lo j .  V. Benson, Jr., und J.  A.  Patterson, Ana]yt. Chem. 37, 1108 (1965). 
11 W. R. Gray und B. S. Hartley, Biochem. J. 89, 59 P (1963). 
12 W. R. Gray und B. S. Hartley, Bioehem. J. 89, 379 (1963). 
is N.  Seiler und J. Wiechmann, Experientia [Basel] 20, 559 (1964). 
1~ E. Margoliash, J. Biol. Chem. 237, 2161 (1962). 
1~ S. Akabori, K.  Ohno und K. Narita, Bull. Chem. Soe. Japan 25, 214 

(1952). 
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E r g e b n i s s e  

Die l~ruttoformel des Bombinins entsprach der eines Tetracosa- 
Peptides Ala~, Asp, Glu, Glys, His, IIe, Leu4, Lys3, Phe und Ser, wobei die 
Werte fiir Gly und 8er etwas zu hoch waren. Gly war die N-terminale 
Endgruppe; C-terminale Endgruppen wurdcn nicht gefunden. In Tab. 1 
sind die mittels Trypsin und Chymotrypsin erhaltenen Abbaupeptide 
angegeben. Sie lassen sich zu der in Tab. 2 angegebcncn Prim~rstruktur 
zusammenfassen. Zur Ableitung derselben kann man yon den lysinfreien 
tryptischen ]~ruchstacken T~ und T3 ausgehen. T1 hat um ein Ala, Asp 
weniger als T~ und ist aus diesem wahrscheinlich durch eine gerir~ge 
chymotryptisehe AktivitSt des verwendeten Trypsins entstanden. Tat- 
s/~chlich finder man unter den chymotryptischen Bruchstficken ein stark 
basisches Dipeptid Ala--AspX2 (CB7, CB10), wie es schon in friiheren 
Arbeitenl, x6 als C-terminales Erode des Peptides 2 erhalten un4 als 
Ala--Asp(NH2)2 identifiziert wurde. In  Analogie zum Peptid 2 1/~l~t sich 
such die weitere Sequenz Mcht  erkennen. His und Phe kommen nur 
einmal im Gesamtmolekal vor, es muff daher das chymotryptische Bruch- 
stack CB1 in T2 und Ta enthalten sein. Dieses Tetrapeptid wird dutch 
kurzzeitiges Einwirken yon Pronase in zwei Dipeptide gespalten. Eines 
wandert bei pH 4,7 anodisch (RAsp = 0,44) und enth/ilt Ala und Glu. 
Das zweite zeigt kathodische Wanderung (RL~-s = 0,60) und besteht aus 
His und Phe. Aus der Zusammensetzung dieser Dipeptide, den End- 
gTuppenbestimmuugen und der Identi tgt  mit einem friiher beschriebenen 
Tetrapeptid ist die Sequenz festgelegt. Damit kann such die Gesamt- 
struktur yon Ts unter Beriicksichtigung des X-termina.len Gly angegeben 
werden : 

Gly--Leu--Ala~Olu--His--Phe--Ala--Asp(2NTH2) 2 
t7 18 19 20 21 22 23 24 

Auch das Abbaupeptid CB6 muB in T2 enthalten sein. Es hat die 
gleiche Sequcnz wie das fraher 1 beschriebene Peptid 2, jedoch eine deut- 
]ich erh6hte elektrophoretische ~Tanderungsgeschwindigkeit yon RLys = 
~- 0,74 gegen 0,40 yon synthetischen Peptid 2 mit intakter Asp(NH2)2- 
Gruppe und freier Carboxylgruppe der Glutamins~ure. Das spricht da- 
fiir, daft diese CarboxylgTuppe in CB6 blockiert war. Die weitere t~eihen- 
folge karm nun aus den Peptiden CBa und CB8, die beide His und Phe 
enthalten, abgeleitet werden. CBa unterseheidet sich yon T3 durch je 
ein zus/~tzliches Ala und Lys, die auf Grund der Endgruppenbe- 
stimmnng die Positionen I5 und 16 innehaben miissen. Einen zus/~tz- 
lichen Anhaltspunkt fiir die Sequenz yon 15 bis 18 liefert das Tetra- 
peptid CB4. 

is H. Nesvadba, H. Bachmayer und H. Michl, Mh. Chem. 96, 1125 (1965). 
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Abbaupeptid CBs hat um drei Aminos//uren, und zwar um je ein Lys, 
Gly und Leu, mehr als CB3, muB also bis zur Position 12 vorstol]en. Bei 
einem N-terminMen Lys bleibt nur die Reihenfolge yon Gly und Leu 
offen. Eine Placierung yon Leu auf 13 und Gly auf 14 wiirde eine sehr 
befriedigende Erkl/~rung fiir die Entstehung des Nonapeptides 4 aB s in 
Unkengift geben, dessen Sequenz dann identisch mit der geihenfolge 
der Aminos/~uren yon 14 bis 22 w/i.re. 3~ehr Gewieht wurde aber schlieft- 
tich dem Spaltstiick CB5 gegeben (12--14), das wegen der Spezifit/it des 
Chymotrypsins kaum aus der sonst gleichen Sequenz 16--18 entstanden 
sein kann. Auch das Bruchstiick CB4 w/~re andernfalls schwer zu erkl/iren. 
~Weitere Anhaltspunkte fiir das Mittelstiiek des Bombinins liefert auch 
das tryptische Bruchstfick T4. Die quantitative Analyse der tryptischen 
Bruehstiieke erggnzt sich zur Gesamtzahl der Aminos/iuren nur dann, 
wenn man T4 eine dimere Formel (Ala, Gly, Leu, Lys)2 zuschreibt, wobei 
man eine sehwer spaltbare Sequenz Lys - -Lys  am C-terminalen Ende an- 
nehmen mfiBte. Fiir eine solche Anordnung findet man abet unter den 
ehymotryptischen Bruchstiicken keinerlei AnhMtspunkte. Es bleibt also 
nut  die M6glichkeit, dab die Sequenz Gly (Ala, Leu) Lys zweimal vor- 
kommt. Diese beiden Peptide lassen sieh wegen der gleiehen terminalen 
Aminos//uren und Bruttoformeln nicht trennen. Eine dieser Sequenzen 
fand sich in CBs yon 13 bis 16. Die zweite miif~te die Positionen 9--11 
einnehmen, da das dritte Lys in T1 steckt. Das langsamste tryptische 
Bruchstfiek T1 enth/~lt ebenso wie CN1 den einzigen Ile-Rest des Bom- 
binins, und zwar, wie ein stufenweiser Edman-Abbau ergab, an vorletzter 
Stelle des N-terminalen Endes. T1 ist ferner ein um die drei Aminos//uren 
Ser, Ala, Lys verl/~ngertes CN1. Ser kommt ebenfMls nur einmM in] 
Bombinin vor und ist die N-terminale Aminos~ure der chymotryptischer~ 
Abbauprodukte CB2 und CB9, deren Reihenfo]ge dutch die tryptischelx 
Abbauprodukte T1 und T4 festgelegt ist. Die Sequenz yon CN1 konnte 
durch Partialhydrolyse in konz. Salzs/~ure (48 Stdn. bei Zimmertemp.) 
festgelegt werden. In der Reihenfolge ihrer Wanderungsgeschwindigkeit 
bei pH 2,0 land man die Bruchstiieke: Gly (Ala, Gly, Ileu), Leu (Gly, Ile, 
Ala, Leu), Ala-Leu und Gly (Ile, Gly). Damit und mit dem erw/ihnten 
Edman-Abbau konnte die restliehe Sequenz festgelegt werden. Das im 
Unkenvollgift anzutreffende Peptid 7 entsprieht wahrseheinlieh dem 
Bruchstiick CN117. 

D i s k u s s i o n  

Zwischen Bombinin und dem im Bienengift vorkommenden 3Ielittin 
besteht eine gewisse -~hnlichkeit. Die Sequenz der ersten vier Amino- 
s/iuren stimmt in beiden Polypeptiden iiberein. Bombinin besteht aus 

~ H. ~/1olzer, unver6ffent]ichte Mitteilung. 



H. 1/1970] Isolierung eines Polypeptides 189 

24 Aminos'~urem yon dencn 10 versehieden sind, 5Ieli~tin aus 26, 4avon 
t2 versehiedenen. Bombinin besitzt 4 basisehe, 2 sauere und 1 Hydroxy-  
aminosgure, in ~[elittin sind 5 Aminos/iuren basiseh, 2 sauer unc[ 4 ent~- 
halten Hydroxygruppen.  In  beiden Pept, iden sind alle CarboxylgTuppen 
versehlossen is. 

Die basisehen Aminos~iuren sind im ~Ielittin sehr unsymmetriseh - -  
auf 7, 21--24 - -  verteilt. I m  Bombinin dagegen sind sie ziemlieh gleieh- 
m/~gig fiber das gal~ze Molekfil verstreut, und zwar in 8, 12, 16 und 21. 
Besonders aulf/tllig dabei ist die Monotonie, mit  der sieh die Sequen,z 
Lys (Gly, Ala, Leu) wiederholt, eine t{egelmggigkeit, die fast nut  in 
Faserproteinen auftrit.t. 

]~s ist uns eine angenehme Pflieht, dem 0sterreiehisehen Forsehungs- 
ra t  Iiir die Unterstfit,z-ang dieser Arbeit und dem Kurator ium der 0ster- 
reiehisehen Nationalbank fiir die Spende eines Aminos~.ureanalys~tors 
zu danken. 

is j .  Jentscl~ und E. Habermann ,  Proe. 8th European Peptide Symposium, 
Noordwijk, Sept. 1966, Elsevier, Amsterdam 1967. 


