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A b t r e n n u n g  des  a n a p h y l a t o x i n b i l d e n d e n  
P r i n z i p s  a u s  Cobrag i f t  v o n  a n d e r e n  

G i f t k o m p o n e n t e n  

Cobragift ,  das m i t  Meerschweinchenserum inkubie r t  
wird,  en twicke l t  ein s ta rk  wirksames  Anaphy la tox in .  
W~hrend  die ers ten Beobach te r  dieser  Reakt ion ,  FRIED- 
BERGER, MITA und  KOMAGAI ~, eine Abspa l tung  des Ana-  
phy la tox ins  aus dem Cobragif t  durch  das K o m p l e m e n t  
des Meerschweinehenserums annahmen;  ist  das Subs t ra t  
heu te  in das Serum zu ver legen  ~, wiihrend das Cobragi f t  
die Rolle des anaphy la tox inb i ldenden  Agens spielt. Wie 
kiirzlich gezeigt  wurde  a, kann  Anaphy l a tox in  m i t  Cobra- 
gif t  aueh  in R a t t e n p l a s m a  erzeugt  werden,  das ein be- 
sonders gutes  Subs t r a t  dars te l l t  4 U m  das anaphy la tox in -  
b i ldende Pr inz ip  des Cobragif tes  ng.her zu charak te r i -  
sieren, ve r such ten  wir, es yon  anderen  Gi f tbes tand te i len  
abzut rennen .  Zum Nachweis  der  anaphy la tox inb i ldenden  
Aktivit~it  wurden  e rha l tene  Gif t f rak t ionen m i t  R a t t e n -  
p lasma 15 min  bei 37 ° inkubier t  und a m  isolierten Meer- 
schweincheni leum auf Anaphy la tox inwi rkung  5 geprtift .  

20-50 mg Trockengi f t  yon Na]a naja wurden  mi t  H20  
durch  SXulen yon  Sephadex  G 100 f i l t r ier t  und der  Durch-  
lauf  f rak t ionier t  aufgefangen.  Das anaphy la tox inb i ldende  
Pr inz ip  l and  sich berei ts  in den ersten Frak t ionen ,  zu- 
s a m m e n  m i t  p ro teo ly t i scher  Ak t iv i t~ t  (gemessen m i t  
Casein als Substra t ) .  Anschliessend folgte Phosphol ipase  
A (gemessen naeh  6) und  in e inigem Abs tand  die d i rek t  
hAmolysierenden und  d a r m k o n t r a h i e r e n d e n  Gif t f rak-  
t ionen  (Figur  1). 

Durch  Ionenaus t auschchromatograph ie  an D E A E -  
Sephadex  A 25 konn ten  bei Verwendung  eines Salzgra-  
d ien ten  die pro teoly t i sehe  und anaphy la tox inb i ldende  Ak- 
t iv i t i i t  vol ls t i indig ge t renn t  werden (Figur  2). Danach  ist  
das anaphy la tox inb i ldende  Pr inz ip  mi t  ke inem der  iibri- 
gen un te r sueh ten  F e r m e n t e  und Toxine  identisch.  

In  pr i ipara t iven  Ans~tzen wurden  e inmal  50 mg  und 
e inmal  90 mg  Gift  zunAchst an  D E A E - S e p h a d e x  chroma-  
tographier t ,  die e rha l tenen  anaphy la tox inb i ldenden  Frak-  
t ionen gesammel t  und  durch  Ul t ra f i l t r a t ion  konzent r ie r t .  
Das IZonzentra t  wurde  danach  mi t  Wasser  durch  Sepha-  
dex  G 100 f i l t r ier t  und dadurch  wei ter  gereinigt  und gleicll- 
zei t ig  entsalzt .  Das yon  dem 90 mg-Ansa tz  erhal tene  
P ro d u k t  wog nach  Gefr ie r t rocknung 3,4 m g  (4% Ge- 
wiehtsausbeute) .  Soweit  sich das absch~tzen 1/isst, war  im 
Anaphy la tox inb i ldungsve rm6gen  kein  Ver lus t  einge- 
t re ten.  Noch  in einer  Verdt innung yon 5 × 10 -~ bewirk t  
das gereinigte Pr inz ip  in 15 min  bei  37 ° eine s tarke Ana-  
phyla tox inb i ldung .  Vermut l i ch  wird das Molekiil  in 
seiner Grbsse du tch  die D E A E - S e p h a d e x - C h r o m a t o -  
graphic  e twas  ver~nder t ,  da  es danach  ,con Sephadex  
G 100 sti trker zurf ickgehal ten wird als ohne  diese Reini-  
gung. 

Das  anaphy la tox inb i ldende  Pr inz ip  ist  ein Pro te in :  die 
gereinigte  F rak t ion  ha t t e  13% N und zeigte nach Tota l -  
hydrolyse  mindes tens  7 verschiedene Aminos~uren.  Es ist  
in ve rd i inn te r  Salzl0sung besser 16slich als in Wasser,  
seine Wi rkung  wird durch  Kochen  zerst6rt .  Bei  p H  4,0 
und  Z i m m e r t e m p e r a t u r  der  L6sung ble ibt  die Subs tanz  
mona te l ang  wirksam, bei p H  2,9 wird sie in Sekunden 
inakt iv ier t .  

Es  hande l t  sich ve rmut t i ch  n ieh t  um einen Akt iva tor ,  
der  wie andere  Ak t iva to r en  (Kontakts tof fe ,  z .B.  I m m u n -  
pr~izipitate, Agar,  Dex t ran ,  Sephadex  oder  Lipopolysac-  
char id  u.a.)  lediglich ein im R a t t e n p l a s m a  vorhandenes  
vot ls t~ndiges  anaphy la tox inb i ldendes  Pr inz ip  zur  Reak-  
t ion  bringt ,  Aus folgenden Grfinden ist  anzunehmen,  dass 
ein F e r m e n t  vor l ieg t :  (1) Es bi ldet  noch Anaphy l a tox in  in 
einer  F rak t i on  yon R a t t e n p l a s m a  (durch Gelf i l t ra t ion er- 

hal ten) ,  die dazu m i t  den oben e rw~hnten  A k t i v a t o r e n  
nicht  angereg t  werden kann,  die also nur  Substra t ,  aber  
n ieh t  das ganze p lasmaeigene  anaphy la tox inb i ldende  
Sys tem enth~tlt. (2) Die A n a p h y l a t o x i n b i l d u n g  du t ch  
Cobragif t  geh t  auch  bei  e iner  Konzen t r a t i on  yon  0 ,66M 
Na t r iumch lo r id  v o r  sich, im Gegensa tz  zu der  durch  
Kontak t s to f fe  ausgel6sten.  (3) E D T A  h e m m t  die Ana-  
phy la tox inb i ldung  du t ch  Cobragi f t  bzw. durch  dessen ak-  
t ive  F rak t ion  nur  part iel l ,  die du t ch  andere  A k t i v a t o r e n  
bewirk te  dagegen vollst/ tndig. 

Das F e r m e n t  wi rk t  spezifiseh, es grei f t  in Konzen t ra -  
t ionen,  die 100fach h6her  liegen als zur A n a p h y l a t o x i n -  
b i ldung n6tig, weder  Casein noch Benzoylarg in in-n i t ro -  
anilid, Tosy la rg in inmethy les te r ,  L y s i n m e t h y l e s t e r  oder  
N-Acetyl- tyrosin~. thylester  an. Bei der  A n a p h y l a t o x i n -  
b i ldung durch  Cobragif t  hande l t  es sich u m  eine AbspM- 
t u n g  aus einer Vors tufe  (Anaphyla tox inogen)  : Veenn na-  
t ives  R a t t e n p l a s m a  mi t  .Anaphy la tox in  gemiseh t  und  
durch  Sephadex  G 100 f i l t r ier t  wird, e rscheint  das  vorge-  
bi ldete Anaphy la tox in  wesent l ich sp~Lter im Durch lau f  als 
die noeh inakt ive  P lasmafrak t ion ,  aus der  mi t  Cobragif t  
Anaphy la tox in  gebi ldet  werden  kann.  Die Vors tufe  ist  
also ein gr6sseres Molekiil als das Produkt ,  Anaphy la -  
toxin .  
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Fig. I. Gelfiltration von 20 mg Naja-naja-Gift in Wasser an Sepha- 
dex G 10O (S,*iulenmasse: 1,5 cm ~ ; 40 cm hoch). Fraktionen zu je 
2 ml, angegeben sind die laufenden Rohrnummern. + = anaphylh- 
toxinbildendes Prinzip. In diesem Bereieh lag aueh die proteolytische 
Wirkung. O=  Phospholipase A. © - © =  direkte H/imolyse, die 
Ordinate gibt die Zeit bis zur kompletten Hiimolyse yon Meer- 
schweinehenerythrocyten in reziproker Zeiteinheit (GriSsse willktirlieh 
gew/ihlt) an. Die direkt h~imolysierenden Fraktionen hatten auch 

direkte darmkontrahierende Wirkung. 
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Fig. 2. Ionenaustausehchromatographie yon 20 mg Naja-na]a-Gift 
an DEAE-Sephadex A ~25 (1,8 cm O ; 30 cm hoeh), ~quilibriert mit 
0,02 moi Trispuffer pH 7,4. Entwicklung mit 20 nfl der gleichen 
L6sung, danaeh mit einem linearen Gradienten, hergestellt aus 50 ml 
der gleiehen L~sung und 50 m] I tool NaC1 in 0,02 tool Trispuffer 
pH 7,4, + = anaphylatoxinbildendes Prinzip. O-  O = proteolytisehe 

Aktivit~t (Caseinspaltung). 
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W i r  n e h m e n  an, dass  das  d u r c h  Cobrag i f t  geb i lde te  
A n a p h y l a t o x i n  das  gleiche is t  wie das  d u r c h  D e x t r a n  u. a. 
A k t i v a t o r e n  freigelegte.  Diese A n n a h m e  g r t i n d e t  s ich au f  
fo lgende B e f u n d e :  Beide  A n a p h y l a t o x i n e  zeigen a m  iso- 
l ie r ten  M e e r s c h w e i c h e n d a r m  den  gle ichen W i r k u n g s a b -  
lauf,  T a c h y p h y l a x i e  m i t  E r h o l u n g  7 u n d  gek reuz t e  T a c h y -  
phyIaxie .  R inder - ,  Pferde-  u n d  M e n s c h e n p l a s m a ,  die m i t  
D e x t r a n  u .a .  ke in  A n a p h y l a t o x i n  b i lden,  t u n  dies a u c h  
n i c h t  m i t  Cobragif t .  E i n e  A u s n a h m e  b i l d e t  Schweine-  
p la sma .  Es  g e w i n n t  n a c h  I n k u b a t i o n  m i t  Cobravo t lg i f t  
ode r  d e m  gere in ig ten  C o b r a f e r m e n t  e ine  s t a r k e  Ana -  
p h y l a t o x i n a k t i v i t ~ t ,  die die g le ichen E i g e n s c h a f t e n  wie 
R a t t e n - A n a p h y l a t o x i n  zeigt.  O f f e n b a r  en th / i l t  Schweine-  
p l a s m a  S u b s t r a t  fiir A n a p h y l a t o x i n ,  a b e t  ke in  vollst~.n- 
diges a n a p h y l a t o x i n b i l d e n d e s  Sys tem.  

A k z e p t i e r t  m a n  die n o c h  n i c h t  bewiesene,  a b e r  wahr -  
sche in l iche  V e r m u t u n g ,  dass  die v e r s c h i e d e n e n  M e t h o d e n  
de r  A n a p h y l a t o x i n b i l d u n g  z u m  gle ichen  P r o d u k t  ff ihren,  
so wfirde dies b e d e u t e n ,  dass  a u c h  die k lass ische  Hers t e l -  
lung  y o n  A n a p h y l a t o x i n  d u r c h  K o n t a k t s u b s t a n z e n  ein 
f e r m e n t a t i v e r  Spa l tp rozess  ist,  de r  d u r c h  die a n g e w a n d t e n  
S u b s t a n z e n  a k t i v i e r t  wird 8. 

7 K. D. FRIEDBERG, G. ENGELHARDT und F. MEINEKE, Int. Arch. 
Allergy 22, 166 (1963). 

Summary. Cobra  v e n o m  con ta in s  a n  a n a p h y l a t o x i n -  
f o rming  pr inciple .  T h i s  c o m p o n e n t  ha s  b e e n  pur i f i ed  b y  
gel f i l t r a t i o n  a n d  ion e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  I t  h a s  
b e e n  o b t a i n e d  free f rom p ro t eo ly t i c  or  h e m o l y t i c  a c t i v i t y  
as well  as f rom phospho l ipa se  A. I t  seems to  be  a n  e n z y m e  
t h a t  sp l i t s  t he  a n a p h y l a t o x i n  f rom i ts  i n a c t i v e  p recursor .  

W. VOGT u n d  G. SCItMIDT 

Pharmahologische Abteilung der Medizinischen 
Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, 
G6ttingen (Deutschland), 16. Dezember 1963. 

8 Nachtrag (bei der Korrektur). Die Annahme, dass die Behandlung 
yon Rattenplasma mit dem Cobraferment zum gleichen Anaphyla- 
toxin ffihrt wie nach Sephadex-Aktivierung, wurde inzwischen dutch 
folgende Befunde welter bestfitigt: 1. Im Plasma yon Ratten, die 
140 min und 15 rain vor der Blutentnahme das Cobraferment i.v. 
erhielten, konnte mit Sephadex kein Anaphytatoxin gebitdet werden ; 
2. Wird Rattenplasma erst mit Sephadex und dann mit Cobra- 
ferment inkubiert, so entsteht nicht mehr Anaphylatoxin-Aktivit/it 
als nach Behandlung mit Cobraferment allein. Danach wird bci 
beiden anaphylatoxinbildenden Prozessen das gleiche Substrat ver- 
braucht. 

An E p o x i d a t i o n  by  Corynebacterium simplex 
A n  earl ier  c o m m u n i c a t i o n  f rom our  l abora to r i e s  ~ re- 

p o r t e d  t h e  microbio logica l  d e h y d r o g e n a t i o n  of 16-fl- 
m e t h y l - d i h y d r o c o r t i s o n e  in t he  pos i t ions  1 a n d  4 b y  means  
of f e r m e n t a t i o n  w i t h  Corynebacterium simplex. I n  con-  
t i n u a t i o n  of t h i s  work  f u r t h e r  s tud ies  were u n d e r t a k e n  
c o n c e r n i n g  t h e  d e h y d r o g e n a t i o n  capac i t i e s  of th i s  bac-  
t e r i u m  s t r a i n  in  r e l a t i on  to  o t h e r  16f l -methyl  s t e ro id  com- 
pounds ,  

I n  th i s  p a p e r  we wish  to  r e p o r t  t he  conve r s ion  of 16fl- 
m e t h y l -  5a-A 9(11) - p r e g n e n e -  17~, 21 -d io l -  3, 2 0 - d i o n e -  21- 
a ce t a t e  (I) in to  16~ - m e t hy l - A ] ,4 - p r egnad i ene - 9a ,  l l ~ -  
epoxy-17~,  21-diol-3, 20-dione ([I)  b y  a s t r a i n  of Coryne- 
bacterium simplex (ATCC 6946). 
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Microbio logica l  epox i da t i ons  of doub le  b o n d s  h a v e  b e e n  
o b t a i n e d  p rev ious ly  2. Th i s  r eac t i on  occur red  on ly  w h e n  
u n s a t u r a t e d  s te ro ids  were i n c u b a t e d  w i t h  m i c r oo r gan i sms  
capab l e  of h y d r o x y l a t i n g  t h e  c o r r e s p o n d i n g  s a t u r a t e d  
posi t ion ,  F o r  i n s t a n c e  Curvularia tunata or  Cunning- 
hamella blakesleana will c o n v e r t  A 4 , 9 ( l l ) - p r e g n a d i e n e -  
17a, 21-diol-3 ,20-dione in to  t he  c o r r e s p o n d i n g  9fl, 11/3 
epoxide .  T h e  s ame  two  moulds ,  t o g e t h e r  w i t h  Helico- 
stylum piri]orme, Mucor griseocyanus or ~f ucor parasiticus 
were able  to  t r a n s f o r m  A4,14-pregnad iene-17a ,  21-diol- 
3, 20-dione in to  t h e  co r r e spond ing  14~, 15~ epoxide .  

U p  to  d a t e  Corynebacterium simplex h a s  been  k n o w n  
on ly  for i ts  d e h y d r o g e n a t i o n  capac i ty .  T h e  e p o x i d a t i o n  of 
c o m p o u n d  I in  t h e  pos i t ion  9¢¢, 11~ r ep resen t s  a new t y p e  
of mic rob ia l  conve r s ion  b y  t h i s  mic roorgan i sm.  T h i s  bac -  
t e r i u m  could  the re fo re  be  cons ide red  as a p o t e n t i a l  l l ~ -  
h y d r o x y l a t o r .  I t  is n o t e w o r t h y  t h a t  the  e p o x i d a t i o n  is ac- 
c o m p a n i e d  b y  a d i e n i z a t i o n  in t h e  pos i t ions  1 a n d  4 of 
r ing  A. Bes ides  c o m p o u n d  I I  some  f e r m e n t a t i o n s  y ie lded  
a n  a d d i t i o n a l  s t e ro id  c o m p o u n d  w h i c h  a p p e a r e d  m o s t  
p r o b a b l y  to be  16fl-methyl-A4-pregnene-9~,ll~-epoxy- 
17~, 21-diol-3, 20-dione.  I t s  s ignif icance e i t h e r  as a n  in te r -  
m e d i a t e  of t h e  d i en i za t i on  or  as a b y - p r o d u c t  is r a t h e r  
u n c e r t a i n .  

The  f e r m e n t a t i o n  was  car r ied  ou t  as follows: one s l a n t  
c u l t u r e  of Corynebacterium simplex was used  to  i nocu l a t e  
a 500 m l  E r l e n m e y e r  f lask c o n t a i n i n g  :tOO ml  of a l iqu id  
m e d i u m  of t he  fol lowing compos i t i on :  p e p t o n e  0 .6%, 
case in  0 .4%, y e a s t  a u t o l y s a t e  0 .3%, m e a t  e x t r a c t  0 .15%,  
glucose 0 .1%.  Af te r  b e i n g  i n c u b a t e d  on  a r o t a r y  s h a k e r  a t  
200 r p m  a n d  a t  a t e m p e r a t u r e  of 27°C for  18 h, t h e  con-  
t e n t s  of t h e  f lask  se rved  as i nocu lum for  4 1 of t he  same  
m e d i u m  in a glass j a r .  Th i s  b r o t h  was  i n c u b a t e d  a t  28°C 
for  14 h u n d e r  c o n s t a n t  a g i t a t i o n  a t  500 r p m  a n d  a e r a t i o n  
a t  a r a t e  of 1 v / v  pe r  rain.  S u b s e q u e n t l y  1.5 g of 16fl- 
m e t h y l -  5a -A9 (11) -p regnene  -17a, 21 -d io l -  3, 20 -d ione -  21- 
a c e t a t e  d isso lved  in 40 m l  of m e t h a n o l  was  a d d e d  to  t h e  
b r o t h .  T h e  f e r m e n t a t i o n  was c o n t i n u e d  for  a n o t h e r  15 h 

1 D. KLUEPFEL and C. CORONELLI, Exper. 18, 441 (1962). A printing 
mistake occurred in this communication : the name of compound I 
should read 16fl-methyl-Sct-dihydrocortisone instead of 16fl- 
methyl-5~-dehydrocortisone. 
B. M. BLOOM and G. M. SnULL, J. Amer. chem. Soc. 77, 5767 
0955). 


