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Tabelle. CO-Produktion von Mikvoorganismen

Kon-

Mikroorganismus Versuchs- CO in
dauer Gasprobe trolle
[Tage] [ppm] [ppm]
Bakterien
Escherichia coli 7 33,6 0,05
Aevobacter acrogenes 10 43,2 0,05
Pseudomonas 1 19 1,7 1,22
Pseudomonas 11 19 3.4 1,22
Bacillus ceveus var. mycoides 17 1,52 1,1
Lactobacillus brevis 6 0,5 0,14
Lactobacillus avabinosus 5 0,20 0,18
Hefen
Sacharomyces cevevisiae 6 2,6 0,08
Sacharomyces oviformis 3 1,4 0,11
Schimmelpilz
Aspergillus niger 17 0,9 1,1

zeigten die Bakterien Lactobacillus avabinosus (homofermenta-
tives Milchsdurebakterium), der Pilz Adspergillus niger sowie
Bacillus ceveus vayv. mycoides.

Yingegangen am 14. Mai 1971
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Ein biologisch wirksames Peptid aus der Haut
von Neunaugen

G. Fiscwer und W. ALBERT

Hygiene-Institut der Universitat Graz

In den vorliegenden Untersuchungen wird tiber die chemische
und biologische Identifizierung zweier Peptide aus der Haut
von Neunaugen (Eudonfomyzon danfori viadykovi) berichtet.

Rohextrakie. Bereits der durch bloBes Abspiilen der Tiere mit
Methanol gewonnene Schleimextrakt (30 min Reizung mit
Atherdampfen, Abwaschen mit der vierfachen Gewichtsmenge
99proz. Methanol, Eindampfen des Extraktes bei 40 °C bis
zur Trockene, Aufnahme des Riickstandes in 0,9proz. NaCl)
loste am isolierten Rattenuterus und am Meerschweinchen-
ileum Kontraktionen aus. Dieser stimulierende Effekt blieb
auch nach Zugabe der Antagonisten gegeniiber den iiblichen,
in Organextrakten gelegentlich vorkommenden Begleit-
substanzen voll erhalten. Da die Wirkung dieser aktiven
Komponente durch Trypsin, Chymotrypsin und Carboxy-
peptidase B zerst6rt wird, muB es sich um Bradykinin oder ein
Bradykinin-dhnliches Peptid handeln.

Hautextrakte. 100 g ungetrocknete Haut wurden mit der vier-
fachen Menge 99proz. Methanol 24 Std, anschlieBend zweimal
mit der vierfachen Menge 80proz. Methanol extrahiert. Nach
Vereinigung und Trocknung der Extrakte wurde mit der
20fachen Gewichtsmenge Chloroform/Methanol (2:1, v/v) ent-
fettet und in 5 ml-Portionen lyophilisiert. Ein Vergleich des
Extraktes mit Bradykinin ergab folgende Aquivalente:

Tabelle 1. Wivkungsvergleich des Extraktes aus 1g ungetvockneter
Neunaugenhaut mit Bvadykinin (N =je 5).

Rattenuterus 1,36 mg 4 0,30 kontrahierend
Rattenduodenum 4,38 ng 4+ 1,91 erschlaffend
Kaninchenjejunum 1,68 mg + 0,33 kontrahierend

Das Wirkungsbild des entfetteten Hautextraktes dhnelt dem
von Bradykinin und Kallidin (Erschlaffung des Ratten-
duodenums). Ebenfalls war eine blutdrucksenkende Wirkung
an der Ratte vorhanden. Extrakte aus abgehduteten Tier-
korpern zeigten keine Peptidwirkung.
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Priparative Diinnschichtchvomatographie. Chromatographiert
wurde auf Kieselgel H (Fa. Merck) mit Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:1) bis zu einer Laufhthe von 15cm. Zur Trennung
trugen wir 50 pl Extrakt aus 0,1g Haut und als Referenzsub-
stanz 50 ng Bradykinin strichférmig auf. Nach Entwicklung
wurde die Gesamtlaufstrecke in 1 cm-Abschnitte unterteilt,
abgeschabt, die Einzelfraktionen in 80 proz. Methanol extra-
hiert und getrocknet. Die biologische Testung erfolgte am
Rattenuterus. Die Hauptaktivitit (5. und 6. Eluat) kommt
dem Kinin zu, der Rf-Wert entspricht dem von Bradykinin.
Die zweite, weniger wirksame Fraktion (10. Eluat) konnte
noch nicht identifiziert werden. Da aber die Aquivalente an
drei Priaparaten nicht mit Bradykinin gleich waren, muB
entweder eine Bradykinin-dhnliche Substanz oder die Inter-
ferenz durch das zweite wirksame Peptid neben ,,Bradykinin'‘
angenommen werden.

Eingegangen am 27. April und 10. Mai 1971

Kristallisation
eines dimeren Insektenhimoglobins

G. BRAUNITZER und TRAUTE KLEINSCHMIDT

Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen

Invertebratenhidmoglobine haben ein hohes Molekulargewicht.
Eine der wenigen Ausnahmen bilden die respiratorischen
Proteine der Hiamolymphe von Chironomidenlarven, die bei
Chironomus thummi thummi als Monomere und Dimere vor-
liegen [1], wobei ein starker Polymorphismus gefunden wird.
Das Him ist mit dem der Vertebraten identisch [2]. Die
Peptidketten unterscheiden sich in der Sequenz sowohl unter-
einander als auch gegenitber den WirbeltierhAmoglobinen
erheblich [3]. Die Sekundir- und Tertidrstruktur konnte fir
die monomere Komponente CTT-II1 aufgeklart werden [4],
nachdem es schon frither gelungen war, sie zu kristallisieren [5].
Wir berichten tber die Kristallisation eines symmetrischen
dimeren Himoglobins (Komponente CTT-I15) vom Typ «,.
Dieses Hamoglobin ist interessant, da seine Peptidketten — je
nach den Versuchsbedingungen [6] — auch mit der monomeren
Komponente CTT-I1I zu einem asymmetrischen Dimeren vom
Typ «/f dimerisieren.

Zur Kristallisation von CTT-IIf wurde ein an DEAE-Cellulose
gereinigtes, lyophilisiertes Prdparat verwendet, das in der
Polyacrylamidgel-Elektrophorese einheitlich war. Eine etwa
0,1 proz. Losung des Hamoglobins in 0,01 m Kaliumphosphat-
Puffer vom pH 6,0 wird bei Raumtemperatur bis zur ein-
setzenden Tritbung mit fein pulverisiertem Ammoniumsulfat
versetzt (41% Sittigung). Da die Loslichkeit von CTT-IIf in
Ammoniumsulfat-Lésungen mit abnehmender Temperatur zu-
nimmt, verschwindet die Triibung beim Abkiihlen auf 0 °C.
Beim langsamen Erwirmen in einem tauenden Eisbad kri-
stallisiert das Hadmoglobin in sehr kleinen, keulenartig zu-
sammengewachsenen Nadeln.

Bessere Kristalle werden erhalten, wenn eine noch ungetriibte
Hamoglobin-Losung nach 32 proz. Sattigung mit Ammonium-
sulfat und Animpfen in einem Exsikkator bei Wasserstrahl-
vakuum neben einer Schale mit gesittigter Ammoniumsulfat-
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