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self (20). Peptides 23 and 29 incorporate peptide sequen-
ce 2, but contain additional C-terminal residues. How-
ever, as viewed from the C-terminal end, the enzyme’s
point of view, they are very different in structure from
pentapeptide 2, and they are about 100-fold less potent as
inhibitors. Peptides 28 and 30, each of which incorporates
essentially the sequence of peptide 2 at the C-terminal end
of its structure, have inhibitory potencies similar to that
of pentapeptide 2. Peptides 49 to 57 are fragments of the
nonapeptide 31. In this case, it appears that at least the
C-terminal pentapeptide sequence —Pro-Gln-Ile-Pro-Pro
is required for significant inhibition (peptide 51).

Kinetic data reported elsewhere?$, as well as the struc-
ture-activity correlations described in this paper, indicate
that all of the peptides found in the venom of Bothrops ja-
vavaca are bound to angiotensin-converting enzyme in a
manner that is, in part, identical to the binding of sub-
strates for this enzyme; this competitive interaction is
necessary, but not sufficient, for inhibition. The venom
peptides, unlike substrates, are also bound to a second
portion of the enzyme; this second interaction greatly in-
creases their inhibitory potency. These two interactions
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of the venom peptides with angiotensin-converting enzyme
combine to produce extremely potent, as well as highly
specific, inhibitors. :

Zusammenfassung. Nachweis mit Analogen der im Gifte
von Bothvops jararaca gefundenen Peptide, dass die Inhi-
hibition des Angiotensins «converting enzyme» von zwei
eindeutigen Teilsequenzen dieser Peptide abhingig ist. Die
hohe spezifische kompetitive Inhibition, hervorgerufen
durch die Peptide von Bothrops jarvavaca, wird der Bindung
ihrer Tripeptidreste vom Carboxyterminus mit dem akti-
ven Zentrum des Enzyms zugeschrieben, die in gleicher
Weise wie die Peptidsubstrate mit dem Enzym gebunden
werden. Die Wirksamkeit der Giftpeptide hingt von der
Bindung eines zweiten Teiles der Peptide mit dem Enzym
ab. )

D. W. CusaMAN, J. PrusScCec, N. J. WiLL1AMS,
E. R. WEAVER, E. F. Sago, O. Kocy,
H. S. CEEUNG and M. A. ONDETTI

The Squibb Institute for Medical Research,
Princeton (New Jevsey 08540, USA), 72 March 7973.

COGITATIONES ’

L-Methionin als Regulator der Spannung von Collagen

Das Macromolekiil Collagen, das im Korper in vielen
Organen als Fibrillen und in reinster Form in den Sehnen-
fasern vorhanden ist, hat eine charakteristische Stabili-
tit. Diese erkldrt man als die Folge von intra- und
intermolekularen kovalenten ¢crosslinks» (Vernetzungen)
zwischen den helikal angeordneten Protein-Fiaden.

Bei Zerstérung von H-Briicken durch Temperatur-
Wirkung, sowie von «covalenten crosslinks» erscheinen
Spannungen. Isotonisch gemessen zeigt sich Schrump-

fung (Verkiirzung); isometrisch gemessen, Spannungen
von sehr erheblicher Grosse. Diese sind nicht reversibel.

Demgegeniiber kann man dhnlich grosse Spannungen
erhalten, wenn man aus Collagen mit hypertonen
(hochmolaren) Salzldsungen, (wie NaClO, 5 M oder K],
2'bis 7 M etc.), der Faser H,O entzieht. Diese Spannung
ist in Wasser, in Ringer-Lésung oder in physiologischem
NaCl (0.15 M) reversibel. Die Collagen Fibrille kehrt in
ihren vorigen Zustand zuriick (Figuren 1 und 3). Die Re-
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Fig. 1-4. A) Isometrische Spannungs-Entwicklung durch 4 5M NaClO, und danach Erschlaffung | mit physiol. NaCl (0.15M). Zweimal
wiederholt. B) Einlegen in 19, Methionin (10 min) vermindert die Spannungsentwicklung durch 53/ NaClO,. Mehrfach wiederholt.
C) In Figuren 2 und 4 verstirkt 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 min.
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versibilitdt der durch H,O0-Entzug bewirkten Spannung
zeigt, dass als Ursache ein anderer Mechanismus in Frage
kommt wie bei der thermischen Spannungswirkung,
welche nicht reversibel ist. Als Erkldrung kann die Hy-
pothese dienen, dass die Entfernung von H,O zwischen
den Helix des Macromolekiils so wirkt wie das Zuriick-
ziehen eines Riegels (¢«clutch»), wodurch eine Hemmungs-
Wirkung auf die covalenten Briicken («crosslinks») aus-
geschaltet wird, und damit Spannung frei wird.

Die normale Helix-Struktur hemmt also die Wirkung
der kovalenten Briicken. Wird der Helix durch H,O-
Entzug verindert, dann wirkt er nicht mehr hemmend.
Lisst man aber osmotisch wieder H,O zuriickstrémen,
indem man die Sehne in 0.15 M NaCl taucht, dann stellt
sich der urspriingliche Zustand wieder her. Es sei be-
merkt, dass fiir Collagen von jungen Tieren das weniger
gilt als fiir das von alten Tieren.

Durch H.COH in 0.035 M oder hoheren Konzentra-
tionen wird das Molekiil so beeinflusst, dass nun dieselbe
NaClO, 5 M Salzlosung viel stirkere Spannungen als
vorher bewirkt (Figuren 2 und 4).

Wie andernorts gezeigt wurde, kann diese reversible .

Spannungsreaktion nun viel dfter wiederholt werden.
Fasern von alten Tieren konnen das in 4 min Perioden
z.B. 40000 mal (3 Tage lang) fortsetzen. Die geleistete
Spannungsarbeit eines 5 cm langen, 0.15 mm dicken
Collagenfadens einer 27 Monate alten Ratte betrigt dann
iiber 4000 g. Schliesslich schwindet die Fahigkeit Span-
nung zu bilden jedoch vollkommen.

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

Es wird angenommen, dass die intra- und intermole-
kularen «crosslinks» Lysinoaldol und Aldimine sind.
Dem entspricht unsere Beschreibung, dass Zusatz von
0.035 M H.COH die «crosslinks» Wirkung und damit die
Spannung sehr verstirkt. Diese Aldehyd-Bildung wird
anscheinend durch die Wirkung des Methionins, verhin-
dert. )
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Abnlich wie r-Methionin wirkt auch Cystein in #hn-
licher Verdiinnung (VERzAR et al.l)

L-Methionin ist die einzige S enthaltende Aminosiure
und sie ist im Collagen zu rund 0.5%, (Gewicht) enthalten.
1-Methionin hat bekanntlich eine intensive und viel-
artige Wirkung auch als «aktives Methyl», indem eine der
beiden Methylgruppen abgegeben wird.

Bestimmung der Loslichkeit des Collagens hat gezeigt,
dass der Ubergang von Collagen aus dem (durch 5 M
NaClO, bedingten) Spannungszustand in den Zustand
ohne Spannung, mit Zunahme der Wasserlgslichkeit ein-
hergeht. Wasserunloslich ist Collagen mit kovalenten
«crosslinks,» aber wasserldslich ohne diese. Nach Methionin
nimmt die Wasserl&slichkeit bedeutend zu.

Zusammenfassend wird angenommen, dass Methionin
eine regulierende Wirkung auf die Stabilitdts-Spannung
des Collagen Macromolekiils hat, indem es antagonistisch
(hemmend) auf die Bildung von Aldehyd-«crosslinks» im
Collagen wirlkt. ’

Summary. Collagen fibres produce tension in hyper-
molar salt solutions such as 5 M NaClO,. This tension
can be increased by formaldehyde 0.035 M (or more).
These reactions are reversible in 0.15 M NaCl and can be
repeated many times. L-Methionine in 0.01 34 solution
inhibits the reversal. It is supposed that this effect is
caused by inhibition of the aldol-aldimin reaction which
restitutes the crosslink in the collagen fibre.

F. VERrRzZAR und E. STRITTMATTER-ACKERSCHOTT

Institut fir experimentelle Gevontologie, Nonnenweg 7,
CH-4057 Basel (Schweiz), 20. Mdvz 1973.

1 F. VErzAR, 'R, Mosgr and E. STRITTMATTER-ACKERSCHOTT,
Gerontologia, in press (1973).

PRO LABORATORIO

Reaktionskinetische Studien an Enzymen mittels Laser-Interferometrie

Zur Priifung unserer Vorstellungen iiber die Eigen-
schaften intrazellulirer Regulationsmechanismen werden
in steigendem Masse mathematische Modelle herangezogen.
Dabei werden die moglichen Zustdnde des betrachteten
Systems vor allem durch enzymatische Daten auf der
Grundlage der bekannten MICHAELIS-MENTEN-Beziehung
und der Kinetik von Enzymsubstratkomplexen beschrie-
ben.1-% » .

Der Ablauf enzymatischer Reaktionen wird allgemein
durch Messung der Lichtabsorption verfolgt. Bedauerli-
cherweise absorbieren aber die meisten biologischen
Substrate in keinem messtechnisch verwertbaren Wellen-
langenbereich, nur das Coenzym NaDH hat eine Absorp-
tion bei 340 nm. Man muss also oft ganze Ketten von
Folgereaktionen durchfiihren, bis die letzte davon unter
Verbrauch oder Bildung von NADH ablauft. Als Alter-
native zu diesem aus theoretischen Griinden nicht immer
befriedigenden Verfahren bietet sich die Messung des
Brechungsindex an. In verdiinnten Losungen &ndert sich
der Brechungsindex # anndhernd proportional zur Kon-
zéntration jedes geldsten Stoffes. Die Proportionalitits-
konstante « ist jedoch fiir verschiedene Stoffe i.a. ver-

schieden. Es tritt also in Fillen, in denen nicht « von
Substrat und Produkt gleich sind, eine Anderung des
Brechungsindex auf; die bei kleinen Konzentrationen in
guter Ndherung proportional der umgesetzten Stoffmenge
ist. Selbstverstindlich ist eine sorgfiltige Temperatur-
kontrolle erforderlich, da der Effekt durch die grosse
thermische Ausdehnung der Fliissigkeiten vollig {iber-
deckt werden konnte. Bei enzymatischen Reaktionen ist
allerdings vorteilhafterweise die Wirmeténung meist so
klein, dass sie die Messung nicht nennenswert beeinflusst,
das zu messende System ist also lediglich gegen externe
Temperatureinfliisse abzusichern.

Die Anderungen des Brechungsindex liegen bei Um-
setzungen in biologischen Konzentrationen in der Gros-
senordnung von 10-% — 104, d.h. die konventionelle
Messung mit einem Abbé- oder Pulffrich-Refraktometer

1 B, Hzss, Nova Acta Leopoldina 33, 195 (1968).

? B, Cuance, Enzymol. 72, 153 (1951).

3 H. BieLKA, Moleculare Biologie der Zelle (VEB Gustav Fischer,
Jena 1969).



