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self (20). Pept ides  23 and 29 incorporate  pept ide  sequen- 
ce 2, bu t  con ta in  addi t ional  C- terminal  residues. How- 
ever, as viewed from the  C-terminal  end, the  enzyme 's  
po in t  of view, t h e y  are ve ry  different  in s t ruc ture  f rom 
pen tapep t ide  2, and they  are about  100-fold less po ten t  as 
inhibitors.  Pept ides  28 and 30, each of which incorporates  
essential ly the  sequence of pept ide  2 at  the  C-terminal  end 
of its s t ructure,  have  inhib i tory  potencies  s imilar  to t ha t  
of pen tapep t ide  2. Pept ides  49 to 57 are f ragments  of the  
nonapept ide  31. I n  this  case, i t  appears  t ha t  at  least  the  
C-terminal  pen tapep t ide  sequence -P ro -Gln - I l e -P ro -Pro  
is required for s ignif icant  inhibi t ion (peptide 51). 

Kine t ic  da ta  repor ted  elsewhere 26, as well as the  struc- 
tu re -ac t iv i ty  correlat ions described in this paper,  indicate  
t ha t  all  of the  pept ides  found in the venom of Bothrops ja- 
raraca are bound to angio tens in-conver t ing  enzyme in a 
manner  t h a t  is, in part ,  ident ical  to the  binding of sub- 
s trates  for this  enzyme;  this compet i t ive  in terac t ion  is 
necessary, but  no t  sufficient, for inhibi t ion.  The venom 
peptides,  unl ike substrates,  are also bound to a second 
por t ion  of the  enzyme;  this second in te rac t ion  grea t ly  in- 
creases their  inh ib i tory  potency.  These two interact ions  

of the  venom pept ides  wi th  angiotens in-conver t ing  enzyme 
combine  to produce ex t remely  potent ;  as well  as h ighly  
specific, inhibitors.  

Zusammen[assung. Nachweis  mi t  Analogen der im Gifte 
yon Bothrops jararaca gefundenen Pept ide,  dass die Inhi-  
h ib i t ion des Angiotensins <<converting enzyme}> yon zwei 
e indeut igen Tei lsequenzen dieser Pept ide  abh/ingig ist. Die 
hohe spezifische kompet i t ive  Inhibi t ion,  hervorgerufen 
durch die Pept ide  yon Bothrops jararaca, wird der B indung  
ihrer Tr ipept idres te  yore Carboxyte rminus  mi t  dem akti-  
yen Zen t rum des E n z y m s  zugeschrieben, die in gleicher 
Weise wie die Pep t idsubs t ra te  mi t  dem E n z y m  gebunden 
werden. Die Wi rksamke i t  der Gif tpept ide  h/ingt yon der 
Bi l ldung eines zweiten Teiles der Pept ide  mi t  dem E n z y m  
ab. 
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C O G I T A T I O N E S  

L-Methionin als Regulator der Spannung yon Collagen 

Das Macromolekti l  Collagen, das im K6rper  in vie len 
Organen als Fibr i l len nnd ill re inster  F o r m  in den Sehnen- 
fasern vo rhanden  ist, ha t  eine charakter is t ische Stabi l i -  
t/it. Diese erklArt man  als die Folge yon intra-  und 
in termolekularen  kova len ten  ~crosslinks~> (Vernetzungen) 
zwischen den hel ikal  angeordneten  Protein-F/ iden.  

Bei Zerst6rung yon H-Br i icken  durch Tempera tu r -  
Wirkung,  sowie yon <~covalenten crosslinks}> erscheinen 
Spannungen.  Isotonisch gemessen zeigt sich Schrump-  

tung (Verktirzung); isometr isch gemessen, Spannungen  
von sehr erheblicher Gr6sse. Diese sind nicht  reversibel.  

Demgegeni iber  kann man  /ihnlich grosse Spannungen  
erhalten,  wenn mall  aus Collagen mi t  hyper tonen  
(hochmolaren) Salzl6sungen, (wie NaC104 5 M oder K J,  
2~bis 7 M etc.), der Faser  H20  entzieht .  Diese Spannung 
ist  in Wasser, in Ringer-L6sung oder in physiologischem 
NaC1 (0.15 M) reversibel.  Die Collagen Fibri l le  kehr t  in 
ihren vor igen Zustand zuriick (Figuren 1 und 3). Die Re-  
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Fig. 1-4. A)Isometrische Spannungs-Entwicklung durch ~ 5M NaC104 und danach Erschlaffung ~ mit physiol. NaC1 (0.15M). Zweimal 
wiederholt. B) Einlegen in 1% Methionin (10 rain) vermindert die Spannungsentwicklung dutch 5M NaCIO~. Mehrfach wiederholt. 
C) In Figuren 2 und 4 verst~irkt die Vorbehandlung der Sehne mit 0.035% HCOH die Spannungsentwicklung. Figuren 1 und 2 : 6  
Monate (junge), Figuren 3 und 4:28 Monate (alte) Tiere. Vertikal: Spannung in g; horizontal: Zeit in rain. 
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versibilit~it der dutch H20-Entzug bewirkten Spannung 
zeigt, dass als Ursache ein anderer Mechanismus in Frage 
kommt wie bei der thermischen Spannungswirkung, 
welche nicht reversibel ist, Als Erklgrung kann die Hy- 
pothese dienen, dass die Entfernung yon H~O zwischen 
den Helix des Macromolekfils so wirkt wie das Zurfick- 
ziehen eines Riegels ((~clutchq, wodurch eine Hemmungs- 
Wirkung auf die covalenten Brficken (<~crosslinks~) aus- 
geschaltet wird, und damit  Spannung frei wird. 

Die normale Helix-Struktur  hemmt also die Wirkung 
der kovalenten Brficken. Wird der Helix durch H~O- 
Entzug ver~indert, dann wirkt er nicht mehr hemmend. 
L~isst man aber osmotisch wieder H20 zurfickstrSmen, 
indem man die Sehne in 0.15 M NaC1 taucht, dann stellt 
sich tier ur, sprfingliche Zustand wieder her. Es sei be- 
merkt, dass ffir Collagen yon jungen Tieren das weniger 
gilt als Itir das von alten Tieren. 

Durch H.COH in 0.035 M oder h6heren Konzentra- 
tionen wird das Molekfil so beeinflusst, dass nun dieselbe 
NaC10~ 5 M Salzl6sung viel st~rkere Spannungen als 
vorher bewirkt (Figuren 2 und 4). 

Wie andernorts gezeigt wurde, kann diese reversible 
Spannungsreaktion nun viel 6fter wiederholt werdenl 
Fasern yon alten Tieren k6nnen das ill 4 min Perioden 
z.B. 40000 mal (3 Tage lallg) fortsetzen. Die geleistete 
Spannungsarbeit eines 5 cm langen, 0.15 mm dicken 
Collagenfadens einer 27 Monate alten Rat te  betr~Lgt dann 
fiber 4000 g. Schliesslieh schwindet die F/~higkeit Span- 
nung zu bilden jedoeh vollkommen. 

Es wurde nun gefunden, dass L-Methionin in sehr 
geringen Konzentrationen (0.01 M bis 0.05 M) die Resti- 
tution der Spannung vermindert  und nach kurzer Zeit 
ganz auihebt. 

Es wird angenommen, dass die intra- und intermole- 
kularen ~crosslinks,~ Lysinoaldol ulld AIdimine sin& 
Dem entspricht unsere Beschreibung, dass Zusatz yon 
0.035 M I-I.COYI die ~crosslinks~ Wirkung und damit die 
Spannung sehr verst~Lrkt. Diese AIdehyd-Bildung wird 
anscheinend durch die Wirkung des Methionins, verhin- 
dert. 

Jkhnlich wie L-Methionin wirkt auch Cystein in /~hn- 
licher Verdfinnung (VERzA~R et al. 1) 

L-Methionin ist die einzige S enthaltende Aminos/iure 
und sie ist im Collagen zu rund 0.5% (Gewicht) enthalten. 
L-Methionin hat bekanntlich eine intensive und viel- 
artige Wirkung auch ats ,akt ives  Methyl,>, indem eine der 
beiden Methylgruppen abgegeben wird. 

Bestimmung der L6slichkeit des Collagens hat  gezeigt, 
dass der ~bergang von Collagen aus dem (dutch 5 M 
NaC10~ bedingten) Spannungszustand in den Zustand 
ohne Spannung, mit  Zunahme der Wasserl6slichkeit ein- 
hergeht. Wasserunl6slich ist Collagen mit  kovalenten 
<~ crosslinks)~ aber wasserl6slich ohne diese. Nach Methionin 
n immt  die Wasserl6slichkeit bedeutend zu. 

Znsammenfassend wird angenommen, dass Methionin 
eine regulierende Wirkung auI die Stabilit~ts-Spannung 
de~ Collagen Macromolekiils hat, indem es antagonistisch 
(hemmend) auf die ]3ildung yon Aldehyd-,crosslinks~> im 
Collagen wirkt. 

Summary .  Collagen fibres produce tension in hyper- 
molar salt solutions such as 5 M NaC104. This tension 
can be increased by formaldehyde 0.035 M (or more). 
These reactions are reversible in 0.15 M NaC1 and can be 
repeated many times. L-Methionine in 0.01 M solution 
inhibits the reversal. I t  is supposed that  this effect is 
caused by inhibition of the aldol-aldimin reaction which 
restitutes the crosslink in the collagen fibre. 
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PRO LABORATORIO 

R e a k t i o n s k i n e t i s c h e  S t u d i e n  an  E n z y m e n  m i t t e l s  

Zur Prfifung unserer Vorstellungen fiber die Eigen- 
schaften intrazellulitrer Regulationsmechanismen werden 
ill steigendem Masse mathematische ModelIe herangezogen. 
Dabei werden die m6glichen Zust~nde des betrachteten 
Systems vor allem dutch enzymatische Daten auf der 
Grundlage der bekannten MICHAELIS-MENT~N-Beziehung 
und der Kinetik yon Enzymsubstratkomplexen beschrie- 
ben. 1-~ 

Der Ablauf enzymatischer Reaktionen wird Mlgemein 
durch Messung der Lichtabsorption verfolgt. 13edauerli- 
cherweise absorbieren aber die meisten biologischen 
Substrate in keinem messtechnisch verwertbaren Wellen- 
l~ngenbereich, nur das Coenzym NaDH hat eine Absorp- 
tion bei 340 nm. Man muss also oft ganze Ketten yon 
Folgereaktionen durchffihren, bis die letzte davon unter 
Verbrauch oder Bildung yon NADI.I abl/iuft. Als Alter- 
native zu diesem aus theoretischen Grfinden nicht immer 
befriedigenden Verfahren bietet sich die Messung des 
Brechungsindex an. In verdfinnten L6sungen 5,ndert sich 
der t3rechungsindex n ann~hernd proportional zur Kon- 
zentration jedes gel6sten Stories. Die Proportionalit/its- 
konstante e ist jedoch fiir verschiedene Stoffe i.a. ver- 

L a s e r  - I n t e r f e r o m e t r i e  

schieden. Es t r i t t  also in F~llen, in denen nicht ~ von 
Substrat und Produkt gleich sind, eine Xnderung des 
Brechungsindex auf; die bei kleinen Konzentrationen in 
guter N~herung proportional der umgesetzten Stoffmenge 
ist. Selbstverst/~ndlich ist eine sorgf~ltige Temperatur- 
kontrolle erforderlich, da der Effekt durch die grosse 
thermische Ausdehnung der Flfissigkeiten v611ig fiber- 
deckt werden k6nnte. Bei enzymatischen Reaktionen ist 
allerdings vorteilhafterweise die W~rmet6nung meist so 
klein, dass sie die Messung nicht nennenswert beeinflusst, 
das zu messende System ist also lediglich gegen externe 
Temperatureinfltisse abzusichern. 

Die Anderungen des Brechungsindex liegen bei Um- 
setzungen ill biologischen Konzentrationen in der Gr6s- 
senordnung yon 10 -8 - 10 -4, d .h.  die konventionelle 
Messung mit  einem Abb6- oder Pulffrich-Refraktometer 
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