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containing 20 mM glutamate, 5 mM ADP, 250 mM
sucrose, 15 mM NaCl, 3 mM CaCl, and 50 mM Tris-HCl
(pH 7.4). The mitochondria (2.5 mg protein) were incu-
bated in 20 mM glutamate, 5 mM ADP, 250 mM sucrose,
15 mM KCl, 5 mM MgCl,, 2 mM ethylenediamine
tetraacetate (EDTA}, 30 mM KH,PO, and 50 mM Tris-
HCl (pH 7.4). Protein was determined according to
GornaLL et al.?8. As can be seen from the broken line in
the Figure, addition of 0.1 mM arsenite does not result in
an inhibition of nuclear respiration. This is in agreement
with the result of BETEL and KrLouwen?, who concluded
from experiments with this amount of arsenite that this
compound has no etfect on nuclear respiration.

From the solid line in the Figure one can see that
mitochondrial respiration is inhibited by about 809%, by
0.1 mM arsenite. A conclusion as made by the former
authors?® based on experiments with arsenite concentra-
tions not exceeding 0.1 mM, is not valid. This is shown
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Effect of arsenite on nuclear and mitochondrial respiration. The
incubation was performed for 60 min at 37°C in the media described
in the text. Without addition of arsenite, the oxygen uptake of the
nuclei was 82.5 ul O, per flask and for the mitochondria 228.0 ul O,
per flask. The solid line represents experiments with mitochondria.
The broken line illustrates experiments with nuclei.

Zur Struktur von Scotophobin

Scotophobin, ein Pentadekapeptid, das in Ratten eine
Verdnderung ihrer natiirlichen Verhaltungsweise bewirkt,
wurde 1970 von UNGAR et al.! isoliert. Fiir eine Struktur-
aufkldrung standen 300 pg des Peptids zur Verfugung.
Nach der Aminosiureanalyse verblieben etwa noch 100 ug
zur Sequenzbestimmung. Mikrodansylierung oder Edman-
Abbau konnten daher als chemische Methoden nicht ver-
wendet werden. Mit Hilfe der Massenspectrometrie wurde
schliesslich die Aminosduresequenz (I) (Formel) vorge-
schlagen.? Die C-terminale Aminosdure ist Tyrosinamid.
Ungewiss blieb allerdings, ob die Seitenketten der Amino-
sduren in Position 2, 5 und 11 Amide tragen oder mit
Carboxylgruppen besetzt sind. Da fiir weitere Unter-
suchungen kein natiirliches Material mehr zur Verfiigung
stand, konnte nur durch die Synthese der theoretisch
moglichen Pentadekapeptide Scotophobin die richtige
Struktur zugeordnet werden. Das Resultat von zwei
solchen Synthesen® deutet darauf hin, dass Scotophobin
ein Peptid mit der Sequenz (II) ist (Formel). In einem
neuerdings erschienenen Bericht iiber die Synthese eines
Scotophobin-Analogas wird die Struktur von Scotophobin
noch einmal zur Diskussion gestellt. WEINSTEIN et al.?
synthetisierten ein Pentadekapeptid der Sequenz (III)
(Formel), das in Position 2 ASP enthdlt und in den
Positionen 5 und 11 jeweils GLU.
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in the Figure. While 1 mM arsenite results in an inhibition
of nuclear respiration of about 609, almost complete
inhibition is obtained if higher concentrations of this
compound are used.

These experiments suggest that the arsenite anion has
more difficulties in penetrating the nuclear membrane
as compared to the mitochondrial membrane. No basic
difference in the mechanism of nuclear and mitochondrial
oxidative phosphorylation may be postulated as yet.

Résumé. La respiration des noyaux isolés du thymus de
rat est inhibée par l’arsénite & une concentration 10 fois
supérieure & celle qui inhibe la respiration mitochondriale.
Ce fait suggere, une difficulté de pénétration & travers la
membrane nucleaire et ne rend pas compte de la diffé-
rence entre le méchanisme de la phosphorylation oxy-
dative des noyaux et celle des mitochondria.
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Der Rf-Wert sowie die biologische Aktivitat (Tabelle I)
dieses Peptids stimmen mit dem natiirlichen Scotophobin
nicht iiberein, woraus geschlossen wurde, dass Scoto-
phobin nicht die Struktur (III) besitzt.

Wir synthetisierten zunichst das Peramidoscotophobin
(IV) (Formel). Die Synthese dieses Peptids wurde bereits
beschrieben® Das gereinigte Produkt zeigte eine biolo-
gische Aktivitit von 300 E/mg? (10-129,) verglichen mit
dem mnatiirlichen Scotophobin (Tabelle I). Biologische
Tests und verschiedene chemische Untersuchungen erga-
ben, dass (IV) nicht identisch ist mit dem natiirlichen
Scotophobin,
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5 Eine Aktivitdtseinheit (E/mg) ist diejenige Substanzmenge, welche
die mittlere Aufenthaltsdauer in der Dunkelheit von 130 sec auf
60 sec verringert.
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Ser-Asx-Asn-Asn-GIx-Gln-Gly-Lys-Ser-Ala-Glx-Gln-Gly-Gly-Tyr-NH, (I)

Ser-Asp-Asn-Asn-Glo-Gln-Gly-Lys-Ser-Ala-Gln-Gln-Gly-Gly-Tyr-NH, (I1)

Ac-Ser-Asp-Asn-Asn-Glu-Gln-Gly-Lys-Ser-Ala-Glu-Gln-Gly-Gly-Tyr-NH, (I11)

Ser-Asn-Asn-Asn-Gln-Gln-Gly-Lys-Ser-Ala-Gln-Gln-Gly-Gly-Tyr-NH, (IV)

1 2 3 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14 15

Sequenz (I} wurde auf Grund von massenspektrometrischen Untersuchungen erhalten, Die Aminosauren in den Positionen 2, 5 und 11 konn-
ten picht mit Sicherheit bestimmt werden. Die Sequenzen (II), (II1) und (IV) wurden synthetisiert. Biologische und chemische Eigenschaften

von Sequenz {II) entsprechen denen des natiirlichen Scotophobins.

Als nichstes entschlossen wir uns, eine Amidgruppe
durch eine Carboxylgruppe zu ersetzen. Von den drei zur
Wah! stehenden Moglichkeiten bot die Synthese des
Pentadekapertids, worin ASN in Position 2 durch ASP
ersetzt wurde, den geringsten Aufwand. Dieses Peptid (IT)
wurde nach der Festkdrpermethode von MERRIFIELD®
synthetisiert und ist ebenfalls beschrieben?.

Das Rohprodukt dieser Synthese wurde auf einer
Sephadex-LH-20 Sdule gereinigt. Das erhaltene Peptid
zeigte eine biologische Aktivitit von 679%,. Weitere
Reinigung mittels Diinnschichtchromatographie ergab
ein Material, das bei Ratten in biologischen Tests auf
Furcht vor Dunkelheit ein vollstindig identisches Ver-
halten hervorrief wie das natiirliche Scotophobin (Ta-
Dbelle I).

Das chemische Verhalten des natiirlichen und synthe-
tischen Scotophobins (II) wurde in folgenden verglei-
chenden Untersuchungen gepriift.

Diinnschichtchromatographie auf Silikagel-Platten mit
n-Butanol/Athanol/Essigsdure/Wasser 80/20/10/30 ergab
fiir (II) einen Rf-Wert von 0,57; das natiirliche Scoto-
phobin hat im gleichen Fliessmittel Rf = 0,58. Zur

Tabelle I. Vergleich der biologischen Aktivitdten von natiitlichem
und synthetischem Scotophobin an Miusen

Natiirliches Scotophobin 3000 Efmg
Synthetisches Scotophobin (II) 3000 E/mg
Peramidoscotophobin (IV) 300 E/fmg
Sequenz (III) 75 E/mg

Tabelle II. Diinnschichtchromatographische Untersuchungen an
natiirlichem und synthetischem Scotophobin

Natiirliches Synthetisches
Scotophobin Scotophobin (I}

Ri-Werte 0,582 0,572

Rf-Werte nach Dansylierung

erste Dimension 0,16» 0,16

zweite Dimension 0,16¢ 0,18¢

Rf-Werte der trypt. Fragm.

T, 0,26 0,30=

T, 0,40> 0,37¢

» Laufmittel: #-Butanol/Athanol/Essigsiure/Wasser 80:20:10:30.
* Laufmittel: Ameisensdure/Wasser 1,5:100. ¢ Laufmittel: Benzolf
Essigsdure 9:1.

weiteren Identifizierung wurde (II) mit Trypsin gespalten.
Man erhielt zwei Peptide, deren Rif-Werte mit den tryp-
tischen Fragmenten des natiirlichen Scotophobins iiber-
einstimmen (Tabelle IT).

Mikrodansylierung? des natiirlichen und synthetischen
Scotophobins mit 5-Dimethylamino-naphthalinsulphonyl-
chlorid, fiihrte ebenfalls zu vergleichbaren Resultaten.
Die dansylierten Peptide wurden auf Polyamid-Dinn-
schichtplatten aufgetragen und zweidimensional chromato-
graphiert. Natiirliches und synthetisches Scotophobin
erschienen als ein Fleck, mit sehr eng beieinanderliegenden
Rf-Werten (Tabelle II). Die Ergebnisse der biologischen
Tests an Miunsen wurden inzwischen von anderen Labo-
ratorien bestdtigt® 9. Ferner injizierten DomAGk et al.s
Goldfischen in 500 ng und 1000 ng Dosen unser synthe-
tisches Pentadekapeptid (II). Die Einspritzung filthrte bei
den Fischen zu einer Meidung der Dunkelheit, wihrend
eine Kontrollgruppe weiterhin Dunkelheit bevorzugte.
Nach 16 bzw. 10 Tagen nahmen die injizierten Fische
wieder ihr urspriingliches Verhalten — Bevorzugung der
Dunkelheit — an. GurTMaN et al.? konnten in Versuchen
mit Goldfischen ebenfalls die biologische Aktivitit des
synthetischen Scotophobins bestitigen. Goldfische, die
wéhrend 3 min 909, dieser Zeit in einem dunkien Behilter
verbrachten, erhielten eine Injektion mit synthetischem
Scotophobin. Auchin diesem Fall konnte eine eindeutige
Anderung des Verhaltens beobachtet werden. Diese
Ergebnisse sind kiirzlich von BRYANT® bestitigt worden.
Auf Grund dieser biologischen und chemischen Befunde
glanben wir Scotophobin die Struktur (II) zuordnen zu
kénnen.

Summary. The biological and chemical properties of
one of the synthetic peptides Seryl-asparagil-asparaginyl-
asparaginyl-glutaminyl-glutaminyl-glycyl-glycy-lysyl-se-
ryl-alanyl-glutaminyl-glutaminyl-glycyl-glycyl-tyrosyla-
mid are identical with those of the natural scotophobin.
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