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biliaires sont d'une parfaite netteté (réactions de Per-
TENKOFER, de URDANSKY et de Jorims), De plus, le pro-
duit est soluble dans I'eau, et sa solution aqueuse mousse
fortement. Nous avons séparé les acides biliaires de la
solution aqueuse par moussage (technique des mousses
essorées!), et les résultats furent bien conformes & ce que
I'on pouvait attendre d'une solution de sels biliaires. (La
teneur en azote du produit purifié par moussage fut
29%.) Nous avons donc bien affaire & des acides biliaires
typiques, Ils ne contiennent pas de soufre en quantité
décelable, il ne s’agit donc pas d’acide taurocholique,
Pour confirmer nos conclusions, nous avons fait étudier
leur absorption de la lumiére ultra-violette en comparant
les spectres & ceux obtenus pour de Pacide glycocholique.
Nous remercions Mme GILMART qui a réalisé les spectres.
Les courbes d’absorption sont pratiquement super-
posables dans la région spectrale comprise entre 1000 et
1160 A. Mais notre acide n’est pas encore rigoureuse-
ment pur, et 'on note une petite bande d’absorption
parasite dans la région avoisinant 750 A, En somme, nous
avons bien affaire & un acide biliaire, et il est possible
qu’il s’agisse d’acide glycocholique.

Revenons au résidu d’alcoolyse resté insoluble dans
I'alcool chaud. Ce résidu est bien un coagulum protéique,
car I'hydrolyse acide libére une série d’aminoacides dont
I’étude microchromatographique sur papier? n’a rien ré-
vélé d’anormald. Mais la teneur en azote était seulement
139%. 11 devait donc se trouver encore dans le coagulum
des impuretés non protéiques que l'alcool chaud n’avait
pas enlevées. Nous avons pu identifier ces impuretés, il
s’agit de glycogéne que 'on peut facilement extraire par
de l'eau. Le coagulum lavé a 'eau, puis séché, contient
maintenant 15% d’azote, comme il se doit pour une
protéine.

Avant l'alcoolyse, la fraction primitive avait été abon-
damment lavée par de 'eau, et ceci n’avait pas éliminé
le glycogéne qui part maintenant si facilement aprés que
les protéines aient été coagulées par l'alcool. Ce glyco-
géne avait d’aillenrs précipité avec la fraction par dia-
lyse. Il devait donc ne pas &tre libre, mais cénapsé avec
les protéines.

Voici nos résultats quantitatifs en %, de la fraction:

Protéines Cérébrosides Glycogéne Acides biliaires

74 10 15 1

Notons que ces chiffres n’ont rien d’absolu. En effet,
les cérébrosides tels qu’ils furent pesés ici contenaient
encore des sels biliaires dont la séparation est trés dif-
ficile et ne fut obtenus que par des fractionnements non
quantitatifs. Le chiffre de 19, donné pour les sels biliaires
est donc trop faible, tandis que celui de 109, donné pour
les cérébrosides est trop fort.

Conclusions, Les vers délipidés & basse température
par l'alcool absolu et 1’éther cédent ensuite & 'eau dis-
tillée des protéines et diverses autres substances. Si I’on
soumet la solution 4 une dialyse prolongée, on voit pré-
cipiter une fraction curieuse assez abondante qui n’est
plus soluble dans 'eau, méme si 'on ajoute du sel. Cette
fraction contient: protéines, glycogéne, cérébrosides et
acides biliaires, Ces constituants ne sont pas indépen-

1 M. ABriBaT, C. R. Acad. Sci. 209, 244 {1939).

2 R. ConsDEN, A. H. Gorpon et P. Martin, Biochem. J. 38, 224
1944),

3 Les clichés chromatographiques ont été publiés dans la thése
de doctorat de 1'un de nous: N. Kexnt (Neuchitel 1947),
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dants les uns des autres, car 1%le glycogéne et les acides
biliaires ne se laissent pas extraire par 'eau tant que 'on
n’a pas dénaturé les protéines; 2° avant la dialyse, les
cérébrosides étaient & 1'état dissous dans I’ean qui ne les
dissout plus lorsqu’ils sont isolés,

N. KieNT et M. MACHEB(EUF,
avec la collaboration de B. NEranas.

Institut Pasteur, Paris, le 3 mars 1948,

Summary

The anthors have already shown that bile acids existed
associated with proteins in some protein fractions isclated
from the tapeworm (Moniezia expansa of sheep).

The worms are delipidated at very low temperature
{—15°C) by absolute alcohol and ether. The dry product
is extracted with distilled water. When the solution thus
obtained is dialysed for a long time against water (at
0°C) to eliminate the salts and other dialysable sub-
stances (such as puric and pyrimidic bases), a peculiar
fraction of protein precipitates.

This fraction is no longer soluble in water even after
addition of NaCl or at higher py. This fraction contains
proteins (but only 8,6 % nitrogen}, glycogen,cerebrosides,
and bile acids.

After hydrolysis, the aminoacids were identified using
the microchromatographic technique of CoNnspDEN, Mag-
TIN, and GORDON (1943).

Glycogen was identified and the quantity of sugar
estimated as well as the glucosazone prepared after
hydrolysis.

The cerebrosides were hydrolysed by a 109% alcoholic
solution of H,y80,, the fatty acid esters isolated and
estimated. The sphingosine yield was also determined.
The microchromatographic method of PARTRIDGE was
used to identify the sugar in these cerebrosides. Results
confirmed the presence of galactose. There is no doubt
that the substance associated with the proteins is a
cerebroside.

As stated above, the presence of bile acids in tape-
worms has been established by the authors for the first
time. These acids were estimated by different colori-
metric and spectrographic methods.

Uber ein Adenosintriphosphorsiure (ATP)
spaltendes Enzym der Schlangengifte

Schon lange wurde auf die Ahnlichkeit eines Teils der
Vergiftungserscheinungen nach Schlangenbi3 mit dem
anaphylaktischen Schock hingewiesen. In Ubereinstim-
mung mit der Annahme, daB der letztere durch eine
Histaminausschiittung bedingt sei, wurde gefunden, da
zahlreiche Schlangengifte die schlagartige Entleerung
der Histamindepots der Siuger veranlassenl.

Fiir die Ausbildung verschiedener Schockarten wer-
den in zunehmendem MaB aunch andere Reaktionen ver-
antwortlich gemacht, beispielsweise das Verschwinden
von ATP?, die als eine der wichtigsten Energiequellen
der Zellen gilt., Im Muskel spielt sie bekanntlich eine
zentrale Rolle beim Zustandekommen der Kontraktion.
Mit der Annahme eines ATP zerstérenden Enzyms in
den Schlangengiften konnte somit die Auslosung von
Schock und Muskellihmung als Folgen des Schlangen-
bisses dem Verstdndnis ndhergebracht werden.

1 Zusammenfassung: C. H. KxirLaway, Animal Poisons, Ann.
Rev. Biochem. 8, 541 (1939).
%2 G. A. LePaGg, Am. J. Physiol. 147, 446 (1946).
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Methodik: Das aus dem kiuflichen Dibariumsalz
dargestelite Natriumsalz (0,002—0,0607molar} wird in
Veronalpuffer gelost (Gesamtvolumen der Ansitze 0,5
bis 1,0 cm?) und mit 0,05 bis 0,5 mg Rohgift bei 38° zehn
Minuten lang inkubiert. Die in Freiheit gesetzte Phos-
phorsdure wird nach dem Verfahren von BERENBLUM
und CHAIN! bestimmt, wobei die angegebene Methode
nach mehreren Richtungen hin verindert und zu einer
Routinemethode entwickelt wurde. Eine einzelne Be-
stimmung erfordert 9 Minuten, und ihre Genauigkeit
betridgt 1 ¢ Phosphor. Das mit Stannochlorid aus der
Phosphormolybdédnsiure erzeugte blaue Reduktionspro-
dukt wird im Stufenphotometer (Filterschwerpunkt 750
my, Schichtdicke 1 mm) gemessen.

Ergebnisse: Die Gifte aller bisher untersuchten Arten
{Bungarus fasciatus, Dendvaspis angusticeps, Naia bunga-
rus, Naia melanoleuca, Notechis scuiatus, Bitis arielans,
Bitis gabonica, Bothrops alternatus, Vipera ammodytes,
Vipera aspis, Vipera-aspis-Varietit aus dem Départe-
ment du Gers?) zerlegen die ATP. Die Reaktion ver-
lauft bis kurz vor der Erschopfung der ATP mit kon-
stanter Geschwindigkeit. Sie bleibt véllig stille stehen,
wenn genau eine Molekel Phosphorsiure pro Molekel
ATP in Freiheit gesetzt worden ist. Mit verdiinnter
Schwefelsdure kann aus dem Reaktionsprodukt in iib-
licher Weise eine zweite Molekel Phosphorsdure abge-
spalten werden. Die enzymatisch beeinfluflte Reaktion
148t sich somit durch folgende Gleichung darstellen:

Adenosintriphosphorsiure + H,0 = Adenosindiphos-
phorsdure + HyPO,.

Schlangengifte sind somit die einzigen der bisher be-
kanntgewordenen ATP-ase-Quellen, die ohne jede Rei-
nigung und Abtrennung von Begleitfermenten die ge-
bildete Adenosindiphosphorsiure unveréindert lassen.

Die ATP-ase-Aktivitit der Gifte schwankt von Art zu
Art. Die aktivsten Priparate setzen bei einem py = 8,4
und in Gegenwart von 0,002molarem Magnesiumsulfat
2000 » Phosphor pro mg Gift und pro Stunde frei, was
der Zerlegung von 33 mg ATP entspricht. Dieser Wert
ist sehr viel héher als derjenige aller iibrigen ATP-asen
des Tier- und Pflanzenreiches?,

Durch Dialyse wird die Aktivitit der ATP-ase der
Gifte herabgesetzt. Sie kann durch Kalzium- und Ma-
gnesiumionen teilweise wiederhergestellt werden. Magne-
sium wirkt in dieser Hinsicht stirker und aktiviert auch
undialysierte Enzymlosungen. Damit unterscheidet sich
die ATP-ase der Schlangengifte von den entsprechenden
Enzymen des Sdugermuskels und des elektrischen Or-
gans von Torpedot:

Kalziumionen |[Magnesiumionen
Myosin-ATP-ase Alktivierung | Hemmung
ATP-ase des elektri-
schen Organs. . . . | Hemmung | Aktivierung
ATP-ase der Schlangen-
gifte . . . . . . . | Aktivierung | Aktivierung

! 1. BerensruM und E. CHaiy, Biochem. ]. 32, 205 (1038).

? Fiir die Uberlassung der angefithrten Giftpraparate schulde ich
den Herren Dr. O. Bier (Butantan), Prof, Dr. E. GrasseT {Genéve),
Dr. C. H, Kerraway (London), Prof. Dr. F. Rourer {Basel), Prof.
Dr, P. STERN (Zagreb) und Prof. Dr. J. TrtrourL (Paris) meinen
besten Dank.

3 Zusammenfassung: V. A, ENGELHARDT, Adenosinetriphospha-
tase Properties of Myosin, Adv. in Enzymol. 6, 147 (1946).

4 Zusammenfassung: E. A. ZerLeRr, Enzymes of Snake Venoms
and Their Biolog. Signific. Adv. in Enzymol! 8, 459 (1948} {im Druck).
- E.A. ZeiiEr und A. Marrrz, Helv. chim. acta 27, 1888 (1944).
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Die ATP-ase der Schlangengifte ist somit deutlich von
dhnlichen Enzymen abzugrenzen, in analoger Weise, wie
es friither fiir die Aminosiureoxydase und die Cholin-
esterase der Schlangengifte gerzeigt wurdel. Dem bis-
herigen Gebrauch entsprechend! wird daher das vorlie-
gende Ferment als Ophio-Adenosintriphosphatase be-

zeichnet, . A. ZELLER

Pathologisch-anatomische Anstalt der TUniversitit

Basel, den 6. April 1948,

Summary

In the venoms of different snake species an enzyme
was found which liberates one molecule of phosphoric
acid from ATP. The extremely powerful enzyme can be
activated by calcium and magnesium ions.

1 E. A. ZeLLER, Helv. physiol. acta 6, C 36 (1948).

Zum Problem des Stoffwechsels der
Brenztraubensidure in vivo

II. Mitteilung?

Injiziert man Kaninchen in nicht zu langsamem Strom
intravends grofere Dosen Alloxan {200—250 mg/kg in
60—100 Sek.) und wartet man mit der Fiitterung bzw.
mit der subkutanen Glukosezufuhr ab, bis die kritische
hypoglykdmische Krampfphase erreicht ist (etwa nach
5—7 Stunden), dann entwickelt sich bei den meisten
Tieren ein fortschreitender Diabetes mit hochgradiger
Hyperglykdmie und Glykosurie, an dem sie innerhalb
weniger Tage zugrunde gehen, Das Endstadium dieser
progressiven Form des Alloxandiabetes ist durch schwere
Azidose mit niedriger Alkalireserve und Ketonkdrper-
ausscheidung gekennzeichnet; &ubBerliche Symptome
sind Gewichtssturz, allgemeiner Tonusverlust, vollige
Inappetenz und Somnolenzneigung. Unter den Siduren,
die beim alloxandiabetischen Koma eine Rolle spielen,
hat uns speziell die Brenztraubensiure (BTS) beschif-
tigt, iiber deren Vermehrung im Blut wir bereits berich-
tet haben?

Als wesentlichen Regulator fiir die Umsetzung dieser
Sdure im lebenden Organismus kdnnen wir das Vitamin
B, (= Aneurin) ansprechen. Im Belastungsversuch mit
Na-Pyruvat, der zu «exogener Hyperpyruvidmie» fiihrt,
vermag dieses Vitamin die verzigerte BTS-Beseitigung
beim Alloxandiabetes zu normalisieren. Es ergab sich
von selbst die Aufgabe, den EinfluB des Aneurins auf
die BTS-Verwertung auch bei der progredienten Dia-
betesform mit gesteigerter «endogener Pyruvidmie» zu
untersuchen. Wir haben dabei folgende Feststellungen
gemacht:

Zu Beginn der Dekompensation des Diabetes mit re-
lativ niedrigen BTS-Werten gelingt es, durch Anpeurin
allein (5—8 mg/kg) eine Senkung zur Norm zu erreichen,
Ist die Azidose ausgesprochener, nimmt die Hyper-
glykdmie zu, dann wird die gleichzeitige Verabreichung
von Vitamin B, = Laktoflavin (1—2 mg/kg intravends
oder als subkutanes Depot) notwendig, um die BTS-
Steigerung akut zu beheben. Wird schliellich der Zu-
stand kritisch, droht das Tier im Koma dem Stoff-
wechselzusammenbruch zu erliegen, dann wirken die
beiden Vitamine nicht mehr. In dieser letzten Phase ist
es uns aber wiederholt gelungen, den Komazustand

! Ein Teil der Experimente wurde mit Unterstiitzung der Roche-
Studienstiitung durchgefihrt.
2 S, Marxkegs und F, W. Mever, Exper. 4, fasc, 1, 31 {1948



