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The defensive secretion of Peripatopsis moseleyi (Onychophora) consists of 84% water and
16% protein and free amino acids. The secretion’s defensive effectiveness is an anti-predator
“sticking” action. The secretion is flung out of the oral papillae in liquid state. It is then
denaturized by the air and develops increasingly sticky white threads, probably through the devel-
opment of disulfide bridges from the protein content.

The elastic properties of the secretion threads indicate a micellar structure. The defensive
secretion contains no volatile organic components or carbohydrates. This was confirmed by gas-
liquid chromatography and thin-layer chromatography.

After acidic hydrolysis of the secretion the following amino acids were determined quantita-
tively: aspartic acid, threonine, serine, proline, glutamic acid, glycine, alanine, valine, cysteine,
methionine, isoleucine, leucine, tyrosine, phenylalanine, lysine, histidine and arginine. A “rare” amino
acid was not identified. Tryptophane was not present (basic secretion hydrolysis). The quantita-
tive determination of free amino acids, based on the total content, showed the following results:
glycine (40.9%), glutamic acid (10.8%), aspartic acid (2.65%), lysine (1.3%).

Ths result shows, that the secretion is stored in a watery glycine/glutaminic acid buffer in the
oral papillae of Peripatopsis moseleyi.

High voltage paper electrophoreses and gel filtration experiments with dextran and agarose gels
showed, that the secretion protein consists of, at least, two fractions with different molecular weight.
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nidhren. Hierin zeigt sich ein weiterer Unterschied
zwischen Onychophoren und Diplopoden.

Eigene analytische Untersuchungen sollten einen
weiteren Beitrag ilber die chemische Zusammen-
setzung dieses interessanten Wehrsekretes liefern.

Neben der quantitativen Bestimmung von Amino-
sduren aus Sekret-Hydrolysaten und der Bestim-
mung freier, d. h. nicht Protein gebundener Amino-
sduren, sollten der Wasseranteil, fliichtige organi-
sche Sekret-Komponenten, sowie Kohlenhydrate be-
stimmt werden.

AuBlerdem sollte mit Hilfe der Papierelektropho-
rese und der Gelchromatographie versucht werden,
das Sekret-Protein auf molekulare Einheitlichkeit zu
iberpriifen.

Materialien und Methoden

a) Tiermaterial

40 Onychophoren (Stummelfiler) Peripatopsis
moseleyi konnten aus Natal (Stuidafrika) beschafft
und auch dort bestimmt werden.

Die Tiere wurden in Glaskédsten (25cm <17 cm
% 21 ¢cm) bei ca. 20 °C in Gefangenschaft gehalten.
Sie lebten in ihrem natiirlichen Biotop vom Fundort
[moderndes Holz] bei mifiger Feuchtigkeit.

Die Tiere wurden mit frisch zerquetschten Mehl-
wiirmern erndhrt. Unter diesen Bedingungen konn-
ten alle Tiere vier Wochen lang in Gefangenschaft
uberleben.

Die Epidermis der zur Verfiigung stehenden
Onychophoren war von griiner, dunkel-blauer oder
rost-brauner Farbe.

b) Sammeln des Sekretes

Ein Exemplar P. moseleyi wurde schnell am
Hinterleib hochgehoben und mit der Vorderpartie
(Kopf und Oralpapillen) in ein Préparateglas ge-
halten. Augenblicklich wurde mehrmals hinterein-
ander unter Kontraktion des gesamten Korpers das
schleimige, weil} durchscheinende Sekret — teilweise
unter Bildung feiner Faden — in das Glas geschleu-
dert, wo es an den Innenwandungen nach wenigen
Minuten zu einer milchig klebrigen und blédulich
weil} opaleszierenden zihen Masse erstarrte.

Sekrete verschieden farbiger Exemplare wurden
in Préparategldser eingewogen und getrennt unter-
sucht. Im Mittel betrug die Sekretmenge 38 mg/
Tier.

¢) Diinnschichtchromatographie

Auf die Gegenwart von Kohlenhydraten wurde

diinnschichtchromatographisch ~ gepriift. DC-Alufo-

lien mit Kieselgel 60 F,54 (Fa. Merck). Laufmittel:
Chloroform : Methanol : NH,OH = 2:1:1 (v/v/v)
[obere Phase]. n-Butanol: Wasser: Pyridin: Eisessig
=5:5:3:2 (v/v/v/v). Spriihreagenz: 0,3% Naphto-
resorcin in Athanol. Im Verhiltnis 1:1 mischen mit

2N H,S0, .

d) Bestimmung des Wassergehaltes

Die eingewogenen Sekretproben wurden im Ex-
siccator tiber (P,0j;), getrocknet. Der Wassergehalt
(%) ergibt sich aus der Gewichtsdifferenz.

e) GC-Untersuchungen

Zur Priifung auf die Gegenwart flichtiger Sekret-
bestandteile wurde eine Sekretprobe (70,3 mg) mit
1ml p.a. Diédthylather ausgezogen und 1 ul gas-
chromatographisch untersucht.

Gaschromatograph Modell F 20 (Fa. Perkin-El-
mer) mit FID. 2 m gepackte Glassdule (XE 60 2,5%
auf Chromosorb G AW DMCS 80/100 mesh). Ar-
beitstemperatur: 50 °C. Trigergasstromung [nach-
gereinigter Stickstoff]: 25 ml/min. Hochste Detek-
torempfindlichkeit.

/) Aminosdureanalysen

Zur sauren Sekret-Hydrolyse wurde iiber (P,0;),
getrocknetes und ausgewogenes Sekret-Protein in
einem dickwandigen, abgeschmolzenen Reagenzglas
mit 5ml halbkonzentrierter Salzsiure bei 130 °C
24 Stunden lang hydrolysiert. Der Inhalt wurde zur
Entfernung der Salzsdure mehrmals mit Wasser an
der Olpumpe abgezogen. Die Riickstinde wurden
mit 0,2 N Citrapuffer pH 3.25 in 5 ml geeichte MeSB-
kolben tiberfiihrt.

Aliquote Volumina wurden fir die quantitative
Aminosdureanalyse verwendet.

Zur basischen Sekret-Hydrolyse [Bestimmung von
Tryptophan] wurde getrocknetes und ausgewogenes
Sekret-Protein mit 0,3 N Ba(OH),-Losung bei
140 °C 48 Stunden lang in einem dickwandigen ab-
geschmolzenen Reagenzglas aufgeschlossen.

Ba**-Jonen wurden durch Einleiten von CO, als
Carbonat gefallt und abzentrifugiert.

Die Uberstinde wurden abgenommen, im Ol-
pumpenvakuum zur Trockne eingeengt und mit
0,2~ Citratpuffer pH 3,25 in 5ml geeichte MeB-
kolben uberfithrt. Je 1ml dieser Losungen wurde
analysiert.

Zur Bestimmung des Gehaltes an freien Amino-
sduren im Sekret-Protein wurden die getrockneten
und ausgewogenen Sekret-Proben direkt auf die
Ionenaustauschersidule des Analysators aufgetragen,
getrennt und quantitativ bestimmt.
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Die quantitativen Aminosdureanalysen wurden an
einem automatischen Aminosdureanalysator Modell
120 B (Fa. Beckman) durchgefiithrt. Sdule: 60 cm
lang, ®;: 0,9 cm. Harz: Typ 50 B (Fa. Beckman).
Pufferlésungen: Natriumcitratpuffer. Pufferwechsel:
pH 2,85/4,82, Normalitat: 0,15/0,8, Zeit: 7,5 Stun-
den. Temperaturwechsel: 33,5 —70°C, Zeit: 4,5
Stunden. Durchflu: Puffer (40 ml/Stunde), Nin-
hydrin-Lésung (20 ml/Stunde). Vor jeder Amino-
sdureanalyse wurde ein Eichchromatogramm aufge-
nommen. Die Peakflichen wurden mit einem elek-
tronischen Integrator Modell CRS-100AU 12 (Fa.

Infotronics Corp.) gemessen.

g) Elektrophorese

Zur Untersuchung auf molekulare Einheitlichkeit
des Sekret-Proteins wurden Hopspannungslelektro-
phoresen auf Papier an einem Gerat vom Typ
Pherograph-Original, Frankfurt, durchgefiihrt. Pa-
pier: Typ 261 (schnell) 40 x 20 cm (Fa. Macherey
und Nagel). Elektrophorese-Puffer: Pyridinium-
acetat-Puffer pH 3,5. 100 ml Eisessig und 10 ml
Pyridin p.a. werden mit destilliertem Wasser auf
1 Liter aufgefullt.

Arbeitsbedingungen: U: 2400V, I: 60mA (90
min). Anfirbung: 1% Coomassie-Brillantblau
R 250 in destilliertem Wasser.

h) Gelfiltrationsexperimente

Alle Versuche wurden an einem Chromatographie-
rohr Typ K 25/45 (Fa. Pharmacia) (Léange: 45 cm,
®: 2,5cm) mit DurchfluBadaptern durchgefiihrt.

An fogenden Dextran- und Agarose-Gelen, die
einen Fraktionierbereich von Molekulargewicht
1500 —40 x 108 abdecken, wurden Trennversuche
durchgefiithrt: Sephadex G50 (fine), Sephadex
G100 (normal), Sephadex G 200 (superfine), Se-
pharose 6B, Sepharose 4B, Sepharose 2B (Fa.
Pharmacia). Eluiert wurde mit einem von Porath?
beschriebenem, flichtigem 0,1 M Tridthylammonium-
acetat-Puffer mit pH 4,1 (J: 0,2).

0,1 mol (10,2 g) frisch destilliertes Tridthylamin
wird mit 950 ml destilliertem Wasser versetzt und
mit 0,3 mol (18¢g) Eisessig auf pH 4,1 eingestellt
(Glaselektrode) . Dann wird mit Wasser auf 1 Liter
aufgefiillt.

Zur Vermeidung von Adsorptionseffekten aroma-
tischer Aminosduren im Sekret-Protein an der Gel-
matrix wurde dem Puffer 0,001 mol des Detergen-
zes Natriumdodecylhydrogensulfat (SDS) zugesetzt.
Gegen mikrobiellen Befall der Gele wurde dem
Puffer auflerdem 0,02% Natriumazid zugesetzt. Das
gewihlte Puffersystem zeigte folgende Eigenschaf-
ten:

Das Sekret-Protein ist in diesem Puffer vollstén-
dig loslich. Der Puffer zeigt bei 280 nm keine
Eigenabsorption. Bei dieser Wellenldnge werden
eluierende Proteinfraktionen (Absorption durch aro-
matische Aminosduren) mit Hilfe eines UV-Durch-
flulphotometers gemessen. Der Puffer 146t sich voll-
stindig im Olpumpenvakuum oder durch Gefrier-
trocknung von den Protein-Fraktionen entfernen.

UV-Durchfluphotometer Typ Uvicord II (Fa.
LKB) [Messung bei 280 nm]. Die Ausschlulvolu-
mina (V,) der gepackten Gele wurden mit einer
0,2% Detranblau 2000-Losung in dem beschriebe-
nen Puffer bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Das Wehrsekret von P. moseleyi enthalt weder
fliichtige organische Bestandteile noch Kohlen-
hydrate. Der Wassergehalt betrdgt 84%. Die Wehr-
sekrete verschieden-farbiger Exemplare von P.
moseleyi zeigen in ihrer Aminosdurezusammen-
setzung weder qualitative noch quantitative Unter-
schiede.

Aus dem salzsauren Sekrethydrolysat wurden fol-
gende Aminosduren quantitativ bestimmt (umol
Aminosiure/1 mg Trockensubstanz) : Asp (0,942),
Thr (0,350), Ser (0,241), Pro (0,584), Glu
(0,722), Gly (1,547), Ala (0,159), Val (0,392),
Cys (0,050), Met 0,101), Ileu (0,360), Leu
(0,356), Tyr (0,281), Phe (0,328), Lys (0,688),
His (0,177), Arg (0,310). Eine ,seltene® Amino-
sdure (<0,05) konnte nicht zugeordnet werden.
Tryptophan ist in dem Sekret-Protein nicht vorhan-
den.

Die Bestimmung freier, also nicht im Protein-
verband gebundener Aminoséduren ergibt folgendes
Ergebnis (umol Aminosdure/l1 mg Trockensub-
stanz) : Asp (0,025), Glu (0,078), Gly (0,632),
Lys (0,009).

Bezogen auf den Gesamtgehalt der betreffenden
Aminosdure im Sekret ergeben sich folgende Werte
an freien Aminosduren: Asp (2,65%), Glu (10,8%),
Gly (40,9%), Lys (1,31%).

Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis auf die Spei-
cherform des Wehrsekretes. Das Sekret wird in
einem wifirigen Glycin/Glutaminsdurepuffer in den
Oralpapillen von P. moseleyi gespeichert.

Bei der Abwehrreaktion wird diese Lésung ver-
spritzt. Beim Kontakt mit der Luft wird das Sekret-
protein, wahrscheinlich unter Ausbildung von Di-
sulfid-Briicken zwischen Cystein-Bausteinen, denatu-
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riert und bildet zunehmend viskose und klebrige
Fiaden. Die elastischen Eigenschaften dieser Sekret-
Féden deuten auf eine micelldre Struktur hin. Dies
wurde inzwischen durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen bestitigt 8.

Versuche zur weiteren Fraktionierung des Sekret-
Proteins mit Hilfe der Hochspannungselektrophorese
und der Gelchromatographie zeigen qualitativ dhn-
liche Ergebnisse:

Durch Hochspannungspapierelektrophorese lief3
sich das Sekret-Protein in zwei mit Coomassie-Bril-
lantblau R 250-Lésung anfarbbare Zonen mit Rp-
Werten von 0,00 und 0,25 auftrennen. Ein Teil
des Proteins verbleibt am Start, der andere ist in
Richtung Kathode gewandert.

Die Gelfiltrations-Experimente ergaben folgendes
Resultat: Auf allen verwendeten Dextran-Gelen (Se-
phadex-Typen), die einen Fraktionierbereich von
1500 — 800 000 fiir globuldre Proteine abdecken,
wurde das gesamte Sekret-Protein mit dem Aus-
schlulvolumen (V) eluiert.

An Agarose-Gelen (Sepharose-Typen) wurde das
Sekret-Protein in 2 Fraktionen getrennt. Dabei wur-
den folgende K,,-Werte ermittelt: Sepharose 6B
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(Ausschlulgrenze fiir globuldre Proteine 4 x 10°):
K,,=0, K,,=0,76; Sepharose 4B (Ausschluf}-
grenze fiir globuldre Proteine 20 x108): K,, =0,
K., =0,97; Sepharose 2B (AusschluBgrenze fir
globulare Proteine 40x10%): K,,=0, K,,=1,0.
Alle Versuche zur weiteren Fraktionierung des Se-
kret-Proteins lassen qualitativ den Schluf} zu, daf}
dieses aus mindestens zwei Fraktionen unterschied-
lichen Molekulargewichtes besteht.

Eine Aussage iiber deren Molekulargewichte mit
Hilfe der Gelchromatographie (K,y/log MG-Dia-
gramm) konnte nur mit Hilfe von Eichproteinen
ahnlicher Struktur und bekannten Molekulargewich-
tes gemacht werden. Eine Uberpriifung der Ergeb-
nisse, besonders im Hinblick auf die hochmolekulare
Sekretkomponente, miifite in jedem Fall durch Mole-
kulargewichtsbestimmungen an der Ultrazentrifuge
erfolgen.
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Abb. 1. Peripatopsis moseleyi (Onychophora).

Zeitschrift fiir Naturforschung 32 ¢, Seite 56 b.



