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Zur Chemie der Schlangengifte 

Von KARL SLOTTA, S~o Paulo, Brasilien ~ 

Die Schlangengifte sind in bezug auf ihre physio- 
logischen E~genschaflen weitgehend untersucht. Bei 
Naturstoffen, die auf Nerven, Muskeln, Zirkulation, 
Blut, Herz, also praktisch auf alle Teile des K6rpers 
st/irkste Wirkungen ausfiben, ist das nicht verwunder- 
lich. So hat man die Gifte der verschiedensten Schlan- 
gen auf alle m6glichen Substrate, wie Eiweiss, Blut- 
k6rperchen, Azetylcholin, Adenosintriphosphat usw., 
einwirken lassen und ihre enzymatischen Wirkungen 
festgestellt. Ob es sich bei den auf diese Weise beobach- 
teten Wirkstoffen um Enzyme im strengen Sinne des 
Wortes handelt, oder ob wir Toxine und Enzyme unter- 
scheiden mfissen, sei dahingestellt. 

Jedenfalls sind die vielleicht wichtigsten Wirkstoffe 
der Schlangengifte die folgenden: 
]. Neurotoxine, die vor allen Dingen die Atmung 1Ah- 

men. 
2. Lezithinasen oder Hiimolysine, die aus Lezithin das 

Lysolezithin bilden, das die Blutk6rperchen aufi6st. 
3. Koaguline, die in verschiedener Weise in das System 

der Blutgerinnung eingreifen. 
4. Proteasen, die nicht ntlr normale Eiweissk6rper ab- 

bauen, sondern yon ihnen Substanzen, wie Hista- 
min, abl6sen und auch aus ihnen physiologisch 
hochwirksame Polypeptide abspalten (wie etwa das 
Bradikin), die dann Schockwirkungen ausl6sen. 

5. Kardiotoxine, die den Herznmskel zum Stillstand 
bringen. 

6. Htimorrhagine, die (3deme, Hiimorrhagien und 
schliesslich Nekrosen bewirken. 

Was nun die chemische Au/kldrung der Schlangen- 
gifte angeht, so stehen wir noch vollkommen am An- 
fang. Wir glauben zwar heute zu wissen, dass alle diese 
Wirkstoffe Eiweissnatur haben. Ob aber jede der 
physiologisch nachgewiesenen Wirkungen einem che- 
misch einheitlichen Protein zukommt, ist schon sehr 
strittig. Weiterhin ist es bisher nur in zwei Ffillen ge- 
gltickt, kristallisierte, physiologisch hochaktive Pro- 
teine zu isolieren. Wenn auch die Kristallisation bei 
einem EiweiBstoff noch nicht den Beweis seiner Ein- 
heitlichkeit darstellt, so ist sie doch zumindest ein 
Schritt auf diesem Wege. 

Die Schwierigkeiten der chemischen Aufkl~irung der 
Schlangengifte sind mannigfaltig. Zun/ichst einmal ist 

1 K. SLOTI'A, Caixa Postal  4790, S~,o Paulo (Brasib. 

es nicht leicht, genfigende Mengen/rischen Gi]tes zu er- 
halten, denn die oft in ziemlich roher Weise entnom- 
menen und getrockneten Gifte sind meistens schon ver- 
~ndert. Dann ist die Abtrennung der einzelnen, sehr 
/ihnlichen Eiweisskomponenten mehr eine Kunst als 
eine Wissenschaft. 
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Abb. 1. 

Die chemisch am besten untersuchten Schlangen- 
giffe sind die aus der Gruppe der Klapper- und der 
Brillenschlange, also einer Viper und einer Natter, um 
die biblische Bezeichnung zu gebrauchen. Die moderne 
zoologische Systematik hat die Einteilung und die Be- 
zeichnungen der Gruppen, Arten und Spezies der 
Schlangen 6fiefs ge~ndert, aber man kann sagen, dass 
die Klapperschlangen (zum Beispiel Crotalus terri/icus 
terri/icus, das heisst die brasilianische Art) Viperiden 
(auch Crotaliden genannt) sind, die zu den Soleno- 
glypha geh6ren. Diese Gruppe umfasst die Schlangen, 
die einen vollkommen geschlossenen Giftkanal in den 
mit den Giftdrfisen verbundenen Maxillarz~hnen und 
bewegliche F~inge haben. 

Die Brillenschlangen, das heisst vor allem die indi- 
schen Naja-Arten, sind Colubriden (auch Elapiden ge- 
nannt), die zur Gruppe der Proteroglypha geh6ren und 
deren nicht bewegliche Giftz~ihne einen noch nicht so 
vollkommen geschlossenen Kanal aufweisen. In Asien 
wurden 27 verschiedene Gattungen (111 Spezies) von 

Exper. 6 
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Cotubriden gez~ihlt, w~ihrend in Amerika vor allem 
Viperiden mit 4 Gattungen (50 Spezies) vorkommen. 
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Abb. 2. F. ~IICHEEL, 1937. 

Im iibrigen hat diese Systematik, die sich auf ~tussere 
Merkmale stfitzt, Itir eine chemische Einteilung der 
Schlangengifte nur sehr beschr~inkte Bedeutung. Die 
Gifte der versehiedensten Giftschlangen sind wohl in 
ihrer physiologischen Wirkung und somit ihrer chemi- 
schen Zusammensetzung verschieden, aber es handelt 
sich dabei mehr um quantitative als qualitative Unter- 
schiede. 

Erst nach dem Kriege erschienen die ersten Ver- 
6ffentlichungen, die die Elektrophorese zur Aufkl~irung 
der Gifte heranzogen. Man erhielt so zumindest ein 
Bild fiber die Zahl und die Menge der einzelnen Kom- 
ponenten verschiedener Colubriden- und Viperiden- 
gifte, die bei verschiedenem pH, verschiedener Ionen- 
stSxke und Konzentration untersucht wurden. Be- 
trachtet man die erhaltenen Diagramme verschiedener 
Colubridengi/te, wie die von Naja /lava, NaSa nasa usw., 
so sieht man, dass diese Gifte zum mindesten aus sie- 
ben bis acht elektrophoretisch verschiedenen Proteinen 
bestehen 1 (Abb. 3). Interessant ist dabei, dass die 
neurotoxische und h~molytische Wirkung immer ge- 
meinsam bei der mit T bezeichneten Komponente ge- 
funden wurde. Dasselbe konnte auch bei einem Vi- 
peridengifle, n~imlich von Crotalus t. t. aus Argentinien, 
nach elektrophoretischer Trennung festgestellt wer- 
den ~ (Abb. 4). 

Abb. 3. Elektrophorese der Gifte yon 
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Abb. 4. Elektrophorese von Klapperschlangengift. 
Naeh J. M. GONqALVES lind A. POLSON. 
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Nach A. Possot% F. J. JO~JB~SRX und D. A. HAIG. 

In den Jahren vor dem Zweiten Weltkriege wurden 
wesentliche Trennungsergebnisse mit der Elektrodia- 
lyse 1 und Kataphorese 2, besonders am Gift der Brillen- 
schlange in Indien und in Deutschland, erzielt (Abb. 
1 und 2). 

x B. N. G~osH und S. S, DE, Ind. J. Med. Res. 24, 1175 (1937). 
2 F. MlCaEEL, H. DIETRICII und G. BISCHOFF, Hoppe-Seylers Z. 

physiol. Chem. ~49, 160 (1937). 

Eine neuere elektrophoretische Untersuchung fri- 
schen Giftes der brasilianischen Klapperschlange 
(Crotalus t. t.) zeigte auch das Vorhandensein von min- 
destens sieben verschiedenen Eiweissk6rpern 3 (Abb. 5). 

Die Elektrophorese ist bisher nur fiir die analytische 
Aufkl~irung der Schlangengifte benutzt worden. Die 
preparative Trennu~,g der einzelnen, verschieden ge- 
ladenen Eiweissubstanzen wurde bisher mit Hilfe der 
Elektrophorese noch nicht durchgefiihrt. Die beschei- 
denen Erfolge, die in der Isolierung einiger Giftkompo- 
nenten erzielt worden sind, verdanken wit deshalb, 
ausser der genannten Elektrodialyse und Kataphorese, 
den alten F~illungsmethoden der Eiweisschemie. So ist 

1 A. POLSO~, F. G. JOUBERT und D. HAIG, Biochem. J.  40, 265 
(1946). 

J.  M. GONgALVl~S und A. POLSOI~', Arch. Biochem. 1J, 253 (1947}. 
s Ffir die Durchfiihrung dieser Versuche bin ich G. H6XT~R, In- 

stltuto Butantan, SRo Paulo, dankbar. 
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es besonders in Indien gegltickt, aus dem Na~agi/t vier 
der aktiven Substanzen auf das 15-20faehe anzureiehern 
und eine davon in kristallisierter Form zu gewinnen. 
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Abb. 5. Elektrophorese von Klappersehlangengift (Butantan). 

Nach den erw/ihnten elektrophoretischen Bestim- 
mungen schien es, als ob das atmungslXhmende Neuro- 
toxin und das Hiimolysin dieser Colubridengifte che- 
misch dieselbe Substanz sei. Das ist aber sicher nicht 
der Fall. Das Neurotoxin der Brillenschlange ist ein 
Polypeplid vom Molekelgewieht 1500-4000 ~ und einem 
isoelektrischen Punkt  nahe pH = 112. Es gibt ein 
Pikrat und Hydrochlorid 3. Man w~ire geneigt, es als 
ein Histon bzw. Protamin anzusehen, wenn es sich nieht 
yon solchen Stoffen grundlegend durch seinen hohen 
Zystingehalt yon 20,6% 1 unterschiede, worauf noeh 
zurtickzukommen ist. Auffallend ist, dass die in ihm 
vorhandenen Mengen der drei Diaminos~iuren Histidin, 
Lysin und Arginin im Verhfiltnis yon 1:2:4 stehen 
sollen, wie es auch ftir das Thymushiston gefunden 
wurdO. 

Nun ist ja bekannt, dass Protamine und Proteine 
mit saurem isoelektrischem Punkt salzartige Verbin- 
dungen eingehen kSnnen. So bildet Insulin (i. P. = 5,3) 
mit Protaminen (i.P. = 12), im Verh~iltnis von 1:10 
vermischt, eine Verbindung, deren i.P. bei 7,2 llegt n. 
Etwas ~hnliches kSnnte zwischen dem kleinmolekula- 
ren, stark basischen Neurotoxin des Najagiftes und 
dem vie1 hShermolekularen, saureren H~tmolysin vor- 

x F. MICHEEL und F. Juno ,  Hoppe-Seylers Z, physiol. Chem. 289, 
217 (1936). 

s B. N. Gnosn und S. S. DE, Ind. J.  Med. Res, 24, 1175 (1937). 
3 H. WlELA~D und 'W. KoNz, Sitz.-Ber. der Bayr. Akad. Wiss. 

1936, S. 177. 
~t B. N. GHOSH und D. K. CltAvDaur~I, J. Indian Chem. Soe. 20, 

22 (1943). 
H. HACEBORN und Mitarbeiter, J. Amer. Med. Assoc. 106, I77 

(1936). 

liegen, Nur ist der saurere Charakter des H~molysins 
nicht so stark ausgepr~igt wie der des Insulins, und 
wohl deshalb gelingt es verh~iltnism~issig leieht, in 
schwaeh saurer L6sung (pH = 2,8-5,8) mit F~illungen 
dureh Natriumchlorid und -sulfat oder Ammoniumsul- 
fat in der N~ihe der Halbs~ittigung Neurotoxin vom 
H/imolysin zu trennen. 

Das Hdmolysin f~illt aus, w~thrend das kleine, basi- 
schere Neurotoxin in L6sung bleibt. Weitere Reini- 
gung wird dann durch Adsorptionsverfahren und 
Kataphorese erzielt, bis das Neurotoxin fast rein und 
im Vergleich mit dem Rohgift 17real so giftig vorliegt. 
Es ist wiehtig, festzustellen, dass in zwei vollkommen 
getrennten Arbeitskreisen, in Deutschland 1 und in 
Indien ~, ungef~ihr dieselbe Anreicherung erzielt worden 
ist, ohne dass dieses Polypeptid zur Kristallisation ge- 
bracht werden konnte. 

Dies ist nur bei der Lezithinase (= H~moIysin) des 
Najagiftes gegliickt, die vor 11 Jahren erstmals in 
feinen, spitzen N/tdelchen erhalten wurde 3. Das Mole- 
kelgewicht wurde zu 31900 i, der i.P. zu 8,55 bzw. 8,615 
bestimmt. Aus dem Gift zweier verschiedener Abarten 
der Na]a naia (oder, wit sie auch heisst, Naia tripu- 
dians) hergestellt, besassen diese Kristalle dieselbe 
h~imolytische Wirksamkeit von 3360 Lezithinaseein- 
heiten je Milligramm, w~hrend die H~tmolysinkristalle 
aus dem Gift einer anderen indischen Schlange (Bun- 
garus [asciatus) nur genau die H/ilfte der Wirksamkeit 
besassen s. Zum Vergleich sei gesagt; dass das Neuro- 
toxin vom Crotalus t.t. nur 133 Lezithinaseeinheiten 
besitzt. 

Die Gesamtanalyse des kristallisierten H~imolysins 
aus Naj agift erscheint der des kristallisierten Crotoxins 
sehr fihnlich: 

C, 
H 
N 
S 
Molekulargewicht  
Isoelektr ischer  P u n k t  . . . 
Zys t in  
Meth ion in .  
Tyros in  
T r y p t o p h a n  

Crotoxin H5molysin 

50,71% 
6,41% 

15,86% 
4,03% 

30 000 
4,71 

13,20 
1,36 

12,00 
2,70 

48,66% 
6,21% 

15,92% 
3,88% 

35 200 
8,55-8,61 

11,60 
3,62 
4,34 
1,81 

Auf Grund einer quantitativen Bestimmung der im 
H~imolysin enthaltenen Aminos~iuren soll es aus 36 
Arginin-, 32 Zystein- (?), 24 Histidin-, 12 Lysin-, 8 

1 F. MICHEEL, H. DIETRICI-I and G. BISCHOFF, Hoppe-Seylers Z. 
physioL Chem. 249, 160 (1927). 

2 B. N. GnosH und S. S. DE, Ind. J. Med. Res. 25, 779 (1938). 
a S. S, DE, ScL a. Culture 6, 675 (1941). 
4 S. S. DE, J, Indian Chcm. Soc. 21, 307 (1944). 
"~ S. S, DE, J. Indian Chem. Soc. 21, 292 (1944). 

S. S. D~, Ann. Biochem. Exp. Med. o 237 (1942). 

If* 
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Methionin-, 8 Tyrosin- und 3 Tryptophanresten auf- 
gebaut sein. Auf die Angabe des Zystin- bzw. Zystein- 
gehalts x wird noch zurfiekzukommen sein. 

Weniger als fiber das Neurotoxin und H~imolysin ist 
bisher tiber die Chemie des Kardiotoxins und der 
Cholinesterase aus diesen Najagiften bekannt, die beide 
aueh aufs 15-20fache angereichert werden konnten. 
Vom Kardiotoxin wurde das Molekelgewicht zu 46 200 ~ 
und der i.P. zu 8,2 a bestimmt und seine Empfindlich- 
keit gegen Ultraviolettbestrahlung festgestellt 4. Die 
Cholinesterase hat einen i.P. yon 5,55 bis 5,90 s, stellt 
also den yon vier bekannteren Substanzen der Colu- 
bridengiffe die sauerste dar. 

Die indischen Antoren haben sich aber nicht nur mit 
den Colubridengiften beseh~iftigt, sondern auch das 
Gift der dort h~tufigen Viper, der Russel-Viper oder 
Daboia, untersucht. Es gelang ihnen, das Koagulin, 
eine nur in Vipergiften in gr6sserer Menge vorkommen- 
de Komponente, abzutrennen. Als sie das Gift bei pH 

5 der Elektrodialyse unterwarfen, reicherte es sieh im 
Anodenraum an e. Die Reinigung des Neurotoxins aus 
demselben Gift bis auf das 7-8faehe ergab eine Sub- 
stanz, die einen i.P. yon 5,8 bis 5,9 hatte ~ und ausser 
der neurotoxischen noch h/imolytisehe Eigenschaften 
besass 8. 

Obgleich es in Brasilien besonders viel Viperarten 
gibt, ist fiber die Chemie ihrer Gifte noeh fast gar niehts 
bekannt. Besonders gilt das leider von dem Gift der in 
Brasilien h/iufigsten Schlangen, der Bothropsarten, die 
auch, ebenso wie die Crotalusarten, Solenoglypha sind. 
Da die proteolytische und koagulierende Wirkung 
dieser Gifte parallel l~iuft, ist aus neueren Arbeiten sehr 
wahrscheinlich gemacht, dass diese beiden Wirkungen 
yon demselben Protein ausgefibt werden ~. Aber die 
chemische Isolierung dieser oder anderer Komponen- 
ten ist bisher kaum ernsthaft  versucht worden. Das 
wird verst~indlich, wenn man berficksichtigt, dass 
durch Elektrophorese im Gift von Bothrops ~araraca 
11 verschiedene Eiweisskomponenten festgestellt wur- 
den, w~ihrend das Gift yon Crotalus t.t. ((nur~ 7 zu ent- 
halten scheint 1°. 

Das Klapperschlangengift ist also ein verh~iltnis- 
m~ssig einlaches Gemisch yon Proteinen und Poly- 
peptiden, und das ist wohl mit ein Grund daffir, dass 
wit fiber das Gift yon Crotalus t.t. schon erheblich bes- 

I S. S. DE, J. I n d i a n  Chem. Soc. 22, 10 (1944). 
2 N. K. SARKAR, J. I n d i a n  Chem. Soc. 24, 61 (1947), 
3 N. K. SARKAR, J. I n d i a n  Chem. Soc. 24, 227 (1947). 
4 N. K. SAR~:AR und S. R. 3IAITm% Ann. Biochem.  Exp .  Med. 46, 

87 (1946). 
5 D. 1;. CHAUDHURI, Sei. a. Cul ture  8, 5, 1942 (1944); Ann. Bio- 

chem. Exp .  Med. 6, 9 (1946). 
6 B. N. GHOStt, S. S. DE und P. R. RAY, Sci. a. Cul ture  4, 73s 

(1939). 
7 ]3. N. GHOSH und  S. S. DE, Sei. a. Cul ture  3, 297 (1937), 
s B. N. GHOSH, S. S. DE und  D. P. BHATTACHARJ~E, I n d i a n J ,  Med. 

Res. 26, 753 (1939). 
9 B. JANSZKY, Anais  do I n s t i t u t o  P inhei ros  14, 51 (1951). 

~0 N a c h  H6XTER und  Mb'NGmLX, z i t i e r t  Yon W. H, A. SCH6TTLER, 
Bull. \Vorld H e a l t h  Organ.  5, 294 (1952). 

ser Bescheid wissen. Auch dieses Viperidengift besitzt 
eine Komponente,  die wit Koagulin nennen, die sowoht 
koagulierend wie proteolytisch wirkt. Koagulin besitzt 
Albumincharakter und konnte aufs 10fache gegenfiber 
dem Rohgift angereichert, aber bisher nicht kristalli- 
siert werden 1. 
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K = Koagulase- ,  P = pro teo ly t i sche ,  N T  = neurotoxische ,  
H = h / imoly t i sche  oder  Lez i th inasee inhe i ten .  

¢Zur Def in i t ion  s iehe :  K. SLOTTA und  G. SZYSZKA, Ber. d t seh ,  chem. 
Ges. 71, 258 [1938]). 

Dies gelang nur mit einer zweiten Komponente,  die 
die neurotoxische und h~imolytische Aktivit/it des Roh- 
giffes in sich vereinigt, dem Crotoxin. Dieses globulin- 
~ihnliche Protein kristallisiert bei Halb- bis Zweidrittel- 
s/ittigung (Abb. 6), mit Ammonsulfat aus der durch 
Hitzekoagulation yon unwirksamen Bestandteilen be- 
freiten L6sung in sch6nen, quadratischen P1/ittchen 
aus (Abb. 7). Es besitzt ein Moleketgewicht yon 30000, 
einen i.P. von 4,71 und ist neurotoxisch und h~imoly- 

~0 °/ wirksamer als das rohe Gift ~. Das er- tisch n u r . ,  ;o 
scheint besonders wichtig im Hinblick auf die Tat- 
sache, dass sich fast alle anderen chemisch bearbeiteten 
Komponenten aus diesen und anderen Schlangengiffen 
aufs 10-20fache anreichern liessen. Das Crotoxin ist 
also nicht nur die ffir die Wirkung des Giftes aus- 
schlaggebende, sondern auch mengenm~issig die Haupt- 
komponente des Klapperschlangengiftes. 

Durch Papierehromatographie seines Hydrolysates 
wurde festgestellt, dass es aus 78 Aminostiuren zu- 

I Jr{. SLOTTA und  H. FRAENKEL-CONRAT, Natu re  142, 213 (1938). 
2 K. SLOTTA und  H. FRAENKEL-CONRAT, Memorias  do Ins t i tu to  

B u t a n t a n  12, 505 (1938). 
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Abb. 7. 

sammengesetzt ist. Es war dazu n6tig, besondere Ver- 
fahren ffir den Nachweis des Histidins, Valins und der 
beiden Leuzine anzuwenden t (Abb. 8). Von allen 18 
Aminos~uren sind bisher nur Zystin zu 13,2% und 
Methionin zu 1,36% quanti tat iv genau ~ und Tyrosin zu 
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Abb. 8. Zweidimensionales Chromatogramm von 350 7 Crotoxin- 
hydrolysat, bei + auf Whatmanpapier  Nr. 1 aufgetragen. 

In Richtung A --> B m i t  Butylalkohol + Essigstture, 
In Richtung A ---> C mit  Phenol + Wasser chromatographiert.  
Mit Ninhydrin entwickelt .  

1 Zystin, 2 Asparginsiiure, 3 Glutamins/iure, 4 Serin, 5 Glykokoll, 
6 "fhreonin, 7 Alanin, 8 Tyrosin, 9 Lysin, 10 Arginin, 11 Prolin, 12 

Valin + Methionin, 13 Phenylalanin, 14 Leuzin + Isoleuzin. 

1 K .  SLOTTA und J. PRIMOSIGH, Memorias do Inst i tuto Butantan 
23, 51 (1951). 

2 K. SLOTTA und W. FORSTER, Memorias do Instituto Butantan 
12, 513 (1938). 

12,0% und Tryptophan zu 2,7% mit einiger Sicherheit 
bestimmt worden I. 

Schon bald nach der Entdeckung des Crotoxins 
zeigte sich, dass die -S-S-Bindungen  in den Z3zstin- 
molekfilen des Crotoxins von ausschlaggebender Wich- 
tigkeit ffir seine Wirksamkeit sind. Neuerdings wurde 
eine weitere, sehr bemerkenswerte Tatsache gefunden: 
Die neurotoxische Wirksamkeit des Crotoxins wird 
stark vermindert, wenn man durch chemische Rea- 
genzien einen wesentlichen Teil der aromatischen oder 
aliphatischen Hydroxyl-,  Karboxyl-, Imidazol-, Indol-, 
Amino-, Amido- oder Guanidylgruppen ver~tndert 2. 
Crotoxin ist von allen auf diese Weise bisher unter- 
suchten physiologisch aktiven Proteinen das emp/ind- 
lichste. LXsst man zum Beispiel Jod oder Formaldehyd 
unter gleichen Bedingungen auf Insulin und Crotoxin 
einwirken, so sinkt die Aktivit~tt des Insulins nur et- 
was, w~hrend die neurotoxische Wirkung des Crotoxins 
schon verschwunden ist. 

Ist dieses so empfindliche Molekfil nun abet wirklich 
eine chemisch reine Substanz ? Die F~tllung mit Am- 
monsul/at in steigenden S~ttigungsgraden spricht da- 
ffir. Als die in L6sung bleibenden Proteinmengen ge- 
gen den SAttigungsgrad yon Ammonsulfat in ein Ko- 
ordinatensystem eingetragen wurden, ergab sich im 

mit kristallisiertem Crotoxin eine Gerade 3 Versuch 
(Abb. 9). 

50 
q0 

Nx 
\ 

0 \-x \ 
* \  

66  47  ~g 

X 

\ 

Abb. 9. AmmoniumsulfatfMlung yon Crotoxin. Abszissen: log des 
Sttttigungsgrades an Ammoniumsulfat in Prozenten der Volls~ttigung 

ausgedrfickt. Ordinaten: Milligramm Crotoxin in L6sung. 

Mit der Ultrazentri[uge ~ und durch Elektrophorese 5 
wurde Einheitlichkeit festgestellt. Also alle drei Kri- 
terien, die man normalerweise ffir die Bestimmung der 
Einheitlichkeit yon Proteinen anwendet, gaben ein 
positives Resultat. 

Nur zwei indische Autoren zweifelten s. Sie s~ttigten 
bei pH - 7,0-7,2 eine L6sung von Crotalusgift mit 
Kochsalz und liessen sie fiber Nacht bei 6 o stehen. Der 
Niederschlag enthielt dann 8-10% der anf~nglichen 
h~molytischen und nur 2-2,5% der toxischen Aktivi- 

i H. und J. FRAENKEL-CONRAT, Biochim. Biophys. Acta ,5, 9S 
(1950). 

H. und J. FRAENKEL-CONRAT, niocheln. Biophys. Acta 5, 9~ 
(1950). 

8 K. SLOTTA und H. FRAENKEL-CONRAT, Memorias do Instituto 
l~utantan 12, 54)5 (1938). 

4 N. GRALEN und THE SVEDBERG, Bioehem. J. 32, 1375 (1938). 
5 CH. H. LI und H. FRAENKEL-CONRAT, J. Amer. Chem. Soc. 64, 

1586 (1942). 
a B. N. GHOSH und S. S. DE, Nature 143, 380 (1939). 
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t~it. Also ist vielleicht das niedrigmolekulare Neuro- 
toxin fast vollst~indig in L6sung geblieben, w~ihrend 
das hochmolekulare H~imolysin zu 10% ausfiel ? Man 
muss zugeben, dass der einmalige, vor 13 Jahren ge- 
machte Versuch nicht sehr iiberzeugend ist, aber er 
gibt trotz seiner Primitivit~it doch zu denken. 

I 

l(lappe#scl~lan~en~?iFl 

RohcPotox/n 

a 
Cro, Lox/n, lnval  Kr/slalhs/erl 

I 
l 

I 

nahe kamen, je 6fter das Crotoxin umgel6st worden 
war 1 (Abb. 10). 

Nun wurden mit demselben, zweimal umgel6sten 
Crotoxin in einer anderen Apparatur bei h6herem pH 
( -  6,9) Kurven erhalten (Abb. 11), aus denen man auf 
die Einheitlichkeit dieses Proteins schliessen kann *. 

Abet die 6frets bei pH = 6,0 durchgefiihrten Elektro- 
phoreseversuche, die deutlich auf eine, wenn auch ge- 
ringffigige, Spaltung des Molektils hindeuten, legen - 
besonders auch im Hinblick auf die bei Najagift gefun- 
denen und vorher erw~hnten Tatsachen - folgenden Ge- 
danken sehr nahe: Sollte nicht schon in ganz schwach 
saurer L6sung zu einem vielleicht sehr kleinen Teil eine 
langsame Abspaltung von gewissen Polypeptidgruppen 
stattfinden ? Ist das Crotoxin vielleicht die gut kristal- 
lisierende, salzartige Verbindung eines sauren Proteins, 
des H~imolysins, mit meh.reren basischen Polypeptid- 
gruppen, denen die neurotoxische Wirksamkeit zu- 
kommt ? 

Grolox/'n~ 2 ms/kr'is/8///s/er/ 

Abb.  10. E l e k t r o p h o r e s e  v o n  Cro tox in  p H  6,0 (P, u t a n t a n ) .  

Neuere Methoden ergaben nun folgendes : Wenn man 
Crotoxin der chromatographischen Verteilung mit 
Cellosolve-Ammonsulfat-Wasser auf (~Hyflo~> unter- 
wirft, so bekommt man ftir das amorphe Crotoxin eine 
Kurve, die auf drei Substanzen schliessen l~tsst, w~ih- 
rend die Kurve des kristallisierten Crotoxins manch- 
mal klarer, manchmal weniger klar einen Doppelbuckel 
erkennen l~tsst 1. Alle Fraktionen des Giftes werden bei 
diesem milden Verfahren schon ganz ungiftig und zum 
Teil unl6slich. 

Vor kurzem wurde frisch hergestelltes und kristalli- 
siertes Crotoxin mehrfach, ebenso wie ffiiher, umgel6st. 
Dies geschah durch Aufnehmen des Proteins in einpro- 
zentiger Essigs~iure bei 55 ° und Versetzen der L6sung 
mit einprozentigem Pyridin, so dass die L6sung dann 
dem pH des i.P. = 4,71 m6glichst nahe kommt. Nach 
jedem Uml6sen wurde alas Crotoxin bei pH = 6 der 
Elektrophorese unterworfen, und es ergab sich, dass die 
erhaltenen Kurven immer weniger der GauBschen 

1 N a c h  e ine r  pers~inlichen Mi t t e i l ung  v o n  H.  FRAENKEL-CONRAT, 
de r  die Me thode  y o n  A. J .  P. MARTIN u n d  R. R. PORTER, B iochem.  
J. 49, 215 (1951), benu t z t e .  

/ 

/ # 

Abb.  11. 

Als versucht wurde, die Endgruppen des Crotoxins 
zu bestimmen, ergaben sich Resultate, die auch daftir 
sprechen, dass Crotoxin aus zwei Proteinarten zusam- 
mengesetzt ist. Mit Fluordinitrobenzol behandelt, 
wurde ein wasserunl6sliches und ein wasserl6sliches 
Dinitrobenzolderivat im unge~ihren Verh~iltnis von 2/3: 
1/3 erhalten. Sie wurden gesondert hydrolysiert und die 
durch Dinitrobenzol substituierten Aminos~iuren quan- 
t i tat iv bestimmt. Aus dem unl6slichen Produkt  wurde 
mehr als doppelt soviel Lysin gefasst als aus dem 16s- 

x Ff i r  die D u r c h f t l h r u n g  d ieser  V e r s u c h e  b in  ich  G. HOXTER, In- 
s t i t u t o  B u t a n t a n ,  C~o Pau lo ,  d a n k b a r .  

2 I ch  d a n k e  CH. H.  LI fiir die f r e u n d l i c h e  13be rmi t t l ung  seiner  
Ver suche  u n d  d e r e n  I n t e r p r e t i e r u n g .  



[1,5, 11|. 1953] 1{, Si.OTTA: Zur Chemie der Schlangengifte 87 

lichen. Lysin ist nattirlich nicht endst/indig. Als end- 
st/indige Aminos/iuren wurden kleine Mengen einer 
noch nicht definierten Aminos/iure und Serin gefun- 
den 1. Vorl/iufig kann man sich aus diesen Ergebnissen 
noch kein Bild machen. Fest steht nur, dass durch 
diese Umsetzung aus Crotoxin zwei sehr verschiedene 
Substanzen gebildet werden, die,wie zu erwarten, beide 
physiologisch inaktiv sind. 

Immer wieder sehen wir, wie leicht es ist, die Aktivi- 
t/it dieser physiologisch so hoch aktiven Proteine, be- 
sonders die des Crotoxins, zu zerst6ren. Es erhebt sich 
aber auch immer wieder die noch interessantere Frage, 
warum ein solehes Eiweissmolekiil iiberhaupt so giflig 
ist. Das Gesamtmolektil, nur aus den bekannten Ami- 
nosliuren aufgebaut, ist fiir die Wirkung wichtig; we- 
der seine Proteinbindungen noch seine sauren, neu- 
tralen oder basischen Seitengruppen dtirfen gesch/i- 
digt werden 2. Aber das erkl/irt noch nicht unsere 
Hauptfrage. Sehr wahrscheinlich sind es die Schwefel- 
bindungen, die in bestimmter Stellungund Oxydations- 
stufe diese physiologisch starke Wirkung austiben. 

In den Schlangengiften hat man nur zwei schwefel- 
haltige Aminos~uren gefunden: Zystin (bzw. Zystein) 
und Methionin. Im Crotoxin wurden 94,8% des Ge- 
samtschwefels als 13,2% Zystin und 1,36% Methionin 
erfasst. Eine neurotoxisch vollwirksame Fraktion aus 
Bothropsgift enthielt 5,73% Zystin und 1,08°/o Me- 
thionin, womit sich der Schwefelgehalt vollstAndig 
deckt 3. Im kristallisierten H/imolysin aus Naiagift wur- 
den 11,6% Zystein und 3,62% Methionin gefunden, 
was nach dem festgestellten Gesamtschwefel (3,88%) 
zu hoch w/ire 4 und sich nicht mit den Angaben deckt, 
wonach im Najarohgift aller Schwefel in Form yon 
13,6% Zystin gefunden wurde "~. Aber diese analyti- 
schen Differenzen sind nicht das Wesentliche. Ffir die 
physiologische Wirksamkeit scheint am wichtigsten, 
wieviel, in welcher Form und wo Zystin und Zystein 
im Molekfil eingebaut sind. 

Nach FOLIN mit Phosphorwolframs/iure, nach 
SULLIVAN mit Naphthochinonsulfos/iure und nach 
BXR~CSTEIN mit Jod bestimmerf wir direkt nur Zystein, 
das entweder im Protein als solches vorhanden war 
oder erst aus dem Zystin bei der Hydrolyse mit Salz- 
s~ure und Ameisens/iure bzw. mit Jodwasserstoff ge- 
bildet wurde. Da in den Schlangengiften die Reaktio- 
hen mit Nitroprussidnatrium und Phosphorwolfram- 
s/iure negativ ausfallen, so liegt es zun/ichst nahe, das 
in den Hydrolysaten gefundene Zystein als den Gehalt 
der Gifte an Zystin anzunehmen. Es w/ire nattirlich 

1 Nach einer persTnlichen Mitteilung von H. FRAENKEL-CONRAT, 
tier die Methode yon A. J. P. MARTIN und R. R. PORTER, l~iochem. 
J. 49, 215 (1951), benutzte.  

H. und J. FRAENKEL-CONRAT, Biochim. Biophys. Acta 5, 98 
(1950). 

a K. SLOTTA und W. FORSTER, Memorias do Ins t i tu to  Butantan 
t- ~, 513 (1938). 

4 S. S. DE, J. Indian Chem. Soc. 22, 10 (1944). 
5 K. SLOTTA, W. FORSTER und H. FRAEnKEL-CONRAT, Ber. dtsch. 

chem. Ges. 71, 1823 (1938). 

aber auch mTglich, dass dieses Zystein nur zum Teil 
aus dem Zystin des Proteins entstanden ist und dass im 
Gift schon gewisse Mengen als Zystein vorgelegen haben. 

Wir miissen heute in den Proteinen deicht reagie- 
rende)) Thiolgruppen, die mit Natriumnitroprussid und 
Ferrizyanid ohne weiteres reagieren, von anderen un- 
terscheiden, die wir ((triige~, nennen wollen. Diese rea- 
gieren nicht damit, aber zum Beispiel mit Jod. Ausser- 
dem existieren noch (~maskierte~ Thiole, die erst rea- 
gieren, wenn die Wasserstoffbindungen in dem Protein 
zerrissen werden, wie es bei der Denaturierung ge- 
schieht. Im H/imolysin aus Najagift scheinen sehr viele 
leicht reagierende Thiolgruppen vorzuliegen, denn mit 
Jod, Wasserstoffsuperoxyd und Ferrizyanid trit t  In- 
aktivierung ein, die mit Schwefelwasserstoff und Na- 
triumzyanid wieder rtickg~ingig gemacht werden kann 1. 
Ob im Neurotoxin aus Najagift neben -S-S-Briicken 
auch (ctr~tge)~ und ((maskierte,~ Thiolgruppen vorhanden 
sind, kann man wohl noch nicht sicher sagen. Im Cro- 
toxin scheinen sie keinesfalls vorhanden zu sein. Die 
irreversible Inaktivierung des H/imolysins und auch 
des Kardiotoxins durch Ultraviolettbestrahlung be- 
ruht dagegen wahrscheinlich auf noch anderen Schii- 
digungen dieser Proteine 2. 

cm a J2n/500 
ffir 25 mg des Konzentration der 
Naja-Naja-Giftes KCN-L6sung 

• ° 

I- 

I6 80 120 /8O 

Abb. t2. 

;g,75% 
4J0% 

~4t8 ~ 

Sicher ist, dass nicht nur die Thiolgruppen in phy- 
siologisch wirksamen Proteinen, sondern auch die 
-S-S-Briicken ausserordentlich verschiedene Reak- 
tionsf/~higkeit haben. Diese -S-S-Briicken reagieren 
im Crotalusrohgift sehr leicht: Mit der 20fachen Menge 
Zystein bei pH = 7,6 wird die Giftigkeit bei Zimmer- 
temperatur innerhalb yon 24 h zum grTssten Tell be- 
seitigt 3, wfihrend im gleichartigen Versuch die Giftig- 

1 S. S. DE, Ann. Biochem. Exp. Med. 2, 2.37 (1942). 
2 N. K. SARKAR und S. R. MmTRA, Ann. Biochem. Exp. Med. 46, 

s7 (1946). 
3 K. SLOTTA und H. FRAENKEL-CONRAT, Memo.rias do Ins t i tu to  

Butantan 11, 121 (1937). 
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kei t  yon  Na ja rohg i f t  k6cks tens  u m  den v ie r ten  Tell  
zurf ickgeht  1. 

Vor einiger  Zei t  wurde  sehr  k l a r  gezeigt,  dass im 
Na~arohgi]t drei  Ar t en  - S - S - B r t i e k e n  verschiedener  
Reak t ions fah igke i t  exis t ieren.  LSsst  man  Kal iurn-  
zyan id l6sungen  ve rsch iedener  K o n z e n t r a t i o n  auf  das  
Gif t  verschieden lange einwirken,  fRllt das  Pro te in  m i t  
Ammoniumsu l f a t ,  zen t r i fug ie r t  und  w~scht  es, dann  
wird  es in wechse lndem Grade  inak t iv ,  und  en t spre -  
chend  gross is t  die nachzuweisende  Menge der  freien 
Th io lg ruppen  "2 (Abb. 12). 

Die  Stfirke der  N i t rop rus s id r eak t i on  - in Abb i ldung  
12 du tch  + ,  + + ,  + + +  angegeben - zeigt  q u a l i t a t i v  
u n d  die Menge v e r b r a u c h t e n  Jods  q u a n t i t a t i v  die  Zu-  
nah lne  der  e n t s t a n d e n e n  Th io lg ruppen  an.  Man k a n n  
deu t l i ch  d re i  S tufen  der  Sch~digung des Gi f tes  nach 
v iers t t indiger  E i n w i r k u n g  des  Zyan ids  un te rsche iden .  
Die ers te  l iegt  bei  Gift ,  das  m i t  0 ,5prozent iger  Ka l i um-  
zyanid l6sung  b e h a n d e l t  wurde .  E s  v e r b r a u c h t  d a n n  
je 25 m g  1 cm 3 n[500 Jod l6sung  u n d  h a t  e inen 50pro-  
zent igen Akt iv i t~ i t svef lus t  e f l i t ten .  Mit  e inprozent iger  
Zyan id l6sung  behande l t ,  ist  das  Gif t  nur  noch  10% so 
wi rksam und  ve rb r auch t  2 cm 3 Jodl6sung.  Dre i -  und  
h6herprozent iges  K a l i u m z y a n i d  m a c h t  es nach der  
gleichen Zei t  vo l lkommen  unwi rksam,  und  es werden 
3 crn ~ J o d l 6 s u n g  ve rb rauch t .  

Nun  ist,  ~ i e  schon ausgeffihrt ,  die Molekelgewichts-  
bes t imrnung eines solchen P o l y p e p t i d s  wie des N a j a -  
neuro tox ins  n ich t  genau  durchff ihrbar ,  aber  n imrnt  
m a n  als e inen sehr wahrscheinlicl=en W e r t  daf t i r  3500 
an und  zieht  die vor l iegenden Schwefel-  und  Zys t in -  
ana lysen  in Be t rach t ,  so erg ib t  sich aus al len diesen 

1 F. MICHEEL und H. SCHMITZ, Bet. dtseh, chem. Ges. 71, 703 
(198s). 

2 G. WELLERS, Rex,. canad. Biol. 8, 139 (1949). 

Versuchen,  dass das  Molekfil  dieses Toxins  drei  - S - S -  
Br i icken enth~l t .  Man kann  sich vors te l len,  dass durch 
die Zyan ide inwi rkung  zuers t  eine, dann  die zweite und 
schliesslich die d r i t t e  dieser Brficken gesprengt  und  das 
Molektil  en t sp rechend  immer  u n w i r k s a m e r  wird.  

Die  nAhere Un te r suchung  der  Thiol -  u n d  - S - S -  
Gruppen  in den  Schlangengi f ten  und  anderen  Protei -  
hen im Z usa mme nha nge  mi t  deren  physiologischen 
Wi rkungen  ist  jedenfaUs eines der  g rund legenden  Pro-  
b leme  de r  Biochemie.  

Summary 

The different snake venoms are mixtures  of a large 
number  of physiological ly  act ive proteins.  So far only 
the  venoms of the  Ind ian  cobra  (Na]a naja) and the 
Bazil ian ra t t lesnake  (Crotalus t. t.) have been investi-  
gated.  The hemolyt ica l ly  act ive component  of the  Naja 
venom is a prote in  of molecular  weight  B3,000, which 
in the  e lect rophoret ic  exper iment  moves together  with 
tim neurotoxicat ly  act ive principle.  I t  was possible to 
separa te  the  two substances by  chemical  and  physical-  
chemical  methods,  to crysta l l ize  hemolysin  and to 
pur i fy  neurotoxin  to  a large degree. I t  p roved  to be a 
s t rongly  basic, su lphur  containing po lypept id .  

Ra t t l esnake  venom contains  a s imilar  compound of a 
globul in charac ter  which possesses all of the  hemolyt ic  
and  neurotoxic ac t iv i ty  of the  crude venom. I t  was 
crystal l ized,  named ~Crotoxin,  and  fur ther  invest igated.  
I t  ~s a homogeneous molecule of molecular  weight 30,000, 
which is p robab ly  also cons t i tu ted  by  basic po lypept id -  
residues and a protein.  Crotoxin is composed of 18 amino 
acids and is much more sensit ive to chemical  influences 
than  other  physiological ly  act ive proteins.  

The coagulat ing and proteolyt ic  act ivi t ies par t icu lar ly  
character is t ic  of the viper  venoms (Russelviper,  Both- 
tops sp., Crotalus t.t.) always appear  together  and are 
l iable to be quali t ies of another  protein.  

The great  virulence of those protein molecules prob- 
ab ly  depends on the presence of cyst in-  or cystein- 
residues, and on their  posit ion within the molecule. 
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T h e  C o n t e n t  of  Certa in  S p h e r i c a l  P o l y h e d r a  for  a n y  N u m b e r  of D i m e n s i o n s  

Consider in Eucl idean  n-space the  set of points  (zl, z~ . . . . .  z~) sat isfying 

Z d- = 1 ,  a n a  ~ "  b~  z ,  _~ 0 (i = 1 . . . . .  ~1 
k -1  k -1  

[the n polynomials  ~"  b~e z e (i = 1 . . . . .  n) being l inearly independent] .  
k=! 

(a) 


