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Chemické charakterizacia
niektorych nizkomolekulovych zloZiek véelieho jedu

L. REXOVA, 0. MARKOVIC

CSAV, Chemicky vstav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Ako sme uviedli v predchadzajtcej praci [1], mozno po rozdeleni zostupnou
elektroforézou na papieri podla O. MikeSa [2] dokdzat v nativnom véelom
jede okrem hlavnych bielkovinovych zloZiek, ktorych chemické, farmakolo-
gické, resp. enzymatické vlastnostisledovali W. Neumann [3], W. Neumann,
E. Habermann [4—6], F. G. Fischer, H. Dorfel [7], F. G. Fischer,
W.P. Neumann [8] a W. Grassmann, E. Hannig [9, 10], tiez pritomnosf
niekolkych nizkomolekulovych frakeii, ktoré neboli dosial bliz$ie charakteri-
zované. Sledovali sme preto moznost ziskat homogénne nizkomolekulové
frakecie a v pripade zloZiek peptidického charakteru sme sa pokisili uréit obsah
aminokyselin a bliZSie charakterizovat Pauly-pozitivne frakcie oznacené P,, P,
a P,, ktoré sme opisali v predchadzajiicom oznameni [1].

Experimentalna ¢ast

Materidly a metody

V pokusoch sme pouzivali nativny vceli jed, ziskany mechanicky metédou [11], ktory
sme po rozpusteni vo vode a odstrdneni nerozpustnych castic (zvysky zihadiel) zahustili
mrazovou sublimdciou.

Preparativne rozdelenie véelieho jedu v padtkomorovom elektroforetickom pristroji na
frakeie kyslé, neutralne a bazické sme uskutoénili v usporiadani podla J. Vanééka a spo-
lupracovnikov [12]. Jednotlivé komory sme plnili nasledujtacimi elektrolytmi (od anddy
ku katdde):

1. 1,35 ml 85 9 kyseliny mravéej doplnené do 250 ml H,O,
2. 1,25 ml kyseliny octovej ladovej, doplnené do 250 ml H,O,
3. 1 g nativneho véelieho jedu v 250 ml H,O,

4. 0,17 ml 27 9% NH,OH doplnené do 250 ml H,O,

5. 0,34 ml 27 9, NH,OH doplnené do 250 ml H,O.

Rozdelovanie prebiehalo pri svorkovom napéti 500 V po dobu 6 hodin, pricom inten-
zita pradu v prvych 30 mindtach vystapila z hodnoty 90 mA na 123 mA a potom po-
stupne klesala az na hodnotu 12 mA. Po piatich hodindch sme rozdelovanie prerusili
a obsah komodr I a § sme vymenili za prislusny erstvy elektrolyt. Priebeh rozdelovania
sme kontrolovali po 3 a 6 hodindch rozdelenim 0,3 ml podielov z kazdej komory zostup-
nou elektroforézou na papieri v tlmivom roztoku pyridin—kyselina octovd o pH 5,6
s gradientom 28 V/em 60 minut. Po skonéeni rozdelovania sme obsah jednotlivych ko-
mor zahustili mrazovou subliméciou.



ZloZky vielieho jedu 885

Preparativne rozdelovanie elektroforézou na papiert

KedZe sa mrazové sublimédty z komor I a 2 svojim obsahom podstatne neliili, spojili
sme ich a dalej rozdelovali zostupnou elektroforézou na papieri [2]. Rovnako sme spra-
covali obsah komoér £ a 5. Rozdelovalo sa na chromatografickom papieri Whatman 3 MM
s gradientom 28 V/em po dobu 120 minit. Po rozdeleni a eltcii jednotlivych zén sa do
eludtu dostdvali i niektoré aminokyseliny z papiera (najmé lyzin, serin a alanin), ktoré
pri spojeni eludtov z viacerych hdarkov papiera mohli skreslovat vysledky. Vzorky sme
nandSali len na polovicu hérka papiera, pri¢om druhd polovica sldZila ako slepy pokus.
Pri vystrihovani a eldcii jednotlivych zén sme paralelne spracovédvali aj druhd polovicu
papiera. Po detekeii okrajov nandsky 0,2 9, roztokom ninhydrinu v aceténe sme jednot-
livé zény z ostédvajlicej Gasti papiera vystrihli, eluovali vodou a odparili vo vékuovom
exsikdtore nad KOH. Pri elektroforetickom rozdelovani mrazovych sublimdtov z komor
4 a 5 sme elektroforeogramy detegovali 0,2 9, roztokom ninhydrinu, Paulyho &inidlom
a Hanes—Isherwoodovym éinidlom modifikovanym podla [13]. Subliméty z komor 1
a 2 sme nandSali do stredu papiera, zatial ¢o rozdelovanie ldtok z komodr 4 a § prebie-
halo najlepsie, ak sme latku naniesli 20 cm od spodného okraja papiera.

Preparativne rozdelovanie chromatografiou na papiers

Odparky eludtov z elektroforézy na papieri sme preparativne dalej rozdelovali na
chromatografickom papieri Whatman 3 MM, pri¢om sme vedla eludtov jednotlivych vzo-
riek naniesli zodpovedajtice slepé pokusy. Chromatogramy sme opakovane vyvijali v sys-
téme S,. Okraje chromatogramov sme detegovali 0,5 9, roztokom ninhydrinu a Reind-
lovym ¢inidlom [14], v pripade béazickych frakeii aj Paulyho, pripadne Sakaguchiho &i-
nidlom [15]. Jednotlivé zény sme eluovali vodou, odparili vo vakuovom exsikdtore a ich
homogenitu sme sledovali chromatografiou jednej pédtiny, pripadne jednej tretiny celko-
vého mnozstva odparku v zmesiach S,, S; a S, (tab. 1).

Tabulka 1

Chromatografické systémy

n-butylalkohol—kyselina octové—voda 4:1:5
n-butylalkohol—kyselina octovd—pyridin—voda 15 3:10:12
n-butylalkohol—pyridin—voda 5:5:2

sek. butylalkohol—3 9, amoniak 3:1

fenol—voda (amoniak)
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Uplnd hydrolyza

Elektroforeticky a chromatograficky homogénne frakecie pozitivne s ninhydrinom
a Reindlovym d¢inidlom sme 48—72 hodin hydrolyzovali 6 N-HCl v zatavenych rurkach
pri teplote 105 °C.

Papierovd chromatografia hydrolyzdtov

Hydrolyzity, z ktorych sme nadbytoént HCI odstrénili trojndsobnym odparenim vo
vakuovom exsikdtore nad KOH, sme rozdelovali na chromatografickom papieri Whatman
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1 v zmesiach S, a S; a dvojrozmerne kombindciou zostupnej elektroforézy na papieri po-
dla O. Mikesa v jednom smere a chromatograficky v systéme S; v druhom smere.

Chromatogramy sme detegovali 0,5 9%, roztokom ninhydrinu v aceténe. Celkovy priebeh
rozdelovania nizkomolekulovych frakeif véelieho jedu zobrazuje schéma 1.

Schéma 1

Nativny véeli jed

Elektroforéza v piatkomorovom elektroforetickom pristroji

Kyslé frakcie Neutrilne frakcie Bézické frakeia
Preparativna elektroforéza Preparativna elektroforéza
na papieri na papieri
| I
a b ¢ P, Py Py B8 B
Preparativna chromatografi Preparativna chromatografia na
na papieri papieri
| T
aa — ae ba — bf c | | '
I 54 5b bc
Uplns hydrolyza, Uplné hydrolyza,
chromatografia na papieri chromatografia na papieri
Vysledky a diskusia

Pri stadiu nizkomolekulovych zloZiek véelieho jedu sme sa predovsetkym
zamerali na latky peptidického charakteru a na Pauly-pozitivne zloZky.
V prvom stupni izoldcie sme pouzili metédu elektroforetického rozdelovania
v patkomorovom elektroforetickom pristroji na zlozku kysld, neutralnu a ba-
zickid. Celkove sme rozdelili 5 g nativneho véelieho jedu. Dal$im rozdelenim
spojenych sublimatov kyslej frakecie preparativnou elektroforézou na papieri
sme dokazali pritomnost Styroch zloziek (obr. 1). Z nich dve frakeie putujtce
priblizne s kyselinou glutamovou sa nam nepodarilo rozdelit, preto sme ich
vystrihli a eluovali spoloéne. Jednotlivé frakecie sme oznadili takto:

o — frakcia medzi neutralnymi aminokyselinami a kyselinou glutamovou,

b — dvojfrakcia putujica s kyselinou glutamovou,

¢ — frakeia putujica s kyselinou asparagovou.

(Frakeie a—c zodpovedaji zloZzkdm oznadenym v predchidzajicom ozndmeni
[1] ako 6a, 7, 7a.)

Zlozky a—c sme dalej rozdelovali preparativnou chromatografiou na papieri
v systéme S,. Frakecia a sa rozdelila na 5 zloZiek, oznadenych aa — ae (obr. 2),
dvojfrakcia b sa chromatograficky rozdelila na 6 frakecii oznaéenych ba — bf
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(obr. 3) a frakeia ¢ bola i chromatograficky homogénna, putovala s kyselinou
asparagovou a ako sa neskér po uplnej hydrolyze ukazalo, bola s kyselinou
asparagovou totoznd. Z uvedenych frakeii sme sa dalej zaoberali len frakciami
aa, ac, ae, bb, be, bf, kedZe ostatné boli pritomné vo velmi malych mnozstvach.

Po overeni homogenity jednotlivych frakeii v systémoch S,, S; a S; sme
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Obr. 1. Elektroforeogram mrazovych sub-

limdtov kyslej frakcie, izolovanej elektro-

forézou v pétkomorovom elektroforetic-
kom pristroji.

Z — hydrolyzét Zelatiny ako standard.
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.Obr. 3. Chromatogram preparativneho roz-
delenia frakcie b.
Usporiadanie ako na obr. 2.
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Obr. 2. Chromatogram preparativneho roz-
delenia frakeie a.
Lavé polovica — vzorka; pravéd polovi-
ca — slepy pokus.
A, B— standardné zmesi aminokyselin.

vykonali ich dplnd hydrolyzu a sledo-
vali sme obsah aminokyselin. Ukazalo
sa, Ze z uvedenych frakeii pit zod-
povedalo dipeptidom a tripeptidom
a frakcia be volnej kyseline glutamo-
vej.

Obsah aminokyselin jednotlivych
frakeii bol nasledujici:

ae asp, ala

ac asp, ala, pro
ae glu, ala, val
bb asp, val

be glu

of glu, ala, pro
c asp
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Z bazickej frakeie ziskanej po rozdeleni véelieho jedu v pidtkomorovom
elektroforetickom pristroji sme po preparativhom rozdeleni elektroforézou
a chromatografiou na papieri izolovali z katodickej frakcie ,,3° (oznadenie
podla [1]) peptid, v ktorom sme po uplnej hydrolyze zistili aminokyseliny lyz,
glu, arg, a z frakcie ,,5 peptid obsahujuci lyz, glu, val. Z frakcie ,,5 sa prepa-
rativnou chromatografiou dalej oddelil volny lyzin a arginin.

Po izolovani zloziek P,, P, a P, (pozitivnych s Paulyho &éinidlom) pomocou
preparativnej elektroforézy na papieri sme vykonaliich chromatografiu v systé-
me S;, v ktorom mali tieto Rr hodnoty:

P, 055
P, 0,60
P, 0,70

V tomto systéme ich bolo mozné oddelit od latok pozitivnych s ninhydri-
nom. Uplné hydrolyzity uvedenych latok nedévali uz pévodné $kvrny pozi-
tivne s Paulyho ¢inidlom ani po chromatografii ani elektroforéze na papieri.
Pri taplnych hydrolyzatoch frakeii P, a P, sme chromatografiou na papieri
i zostupnou elektroforézou zistili §kvrnu pozitivnu s ninhydrinom a s Paulyho
¢inidlom, zhodni s histaminom. Jej mnozstvo bolo v§ak vzhladom na mnozstvo
eluovanej a hydrolyzovanej frakcie pomerne malé.

Technicky spolupracoval O. Mi§kovié.
Dakujeme Elenovi kore$pondentovi dr. inZ. Botivojovi Keilovi = UOCHAB, Praha za
mnohé rady a zdujem o prdcu.

Sthrn

Elektroforézou v pitkomorovom elektroforetickom pristroji, preparativnou
elektroforézou a chromatografiou na papieri sme z nativneho vdelieho jedu
izolovali a bliZ$ie charakterizovali niektoré nizkomolekulové zlozky peptidic-
kého charakteru a latky pozitivne s Paulyho ¢inidlom, oznaéené P,, P, a P,.
Z anodickej frakcie véelieho jedu sme izolovali pit 14tok peptidického charak-
teru s nasledujticim obsahom aminokyselin:

asp, ala
asp, ala, pro
glu, ala, val
asp, val
glu, ala, pro

Z katodickej frakcie sme izolovali dva peptidy s obsahom aminokyselin:

arg, glu, lyz
glu, lyz, val
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Latky pozitivne s Paulyho &inidlom, oznadené ako P,, P; a P,, sme charak-
terizovali Ry hodnotami; v pripade zloZiek P, a P, sme po tplnej hydrolyze
zistili malé mnozstvo histaminu.

XHMHMUYECRAA XAPARTEPHU3AIIHA
HEROTOPBIX HH3RKOMOJJIERVYJIAPHBIX KOMIIOHEHTOB ITYEJHHOTO AOA

J. Pexcosa, O. MapkoBuu

YUCAH, Xummuccruit maetutyTt CiloBaliKoll akageMuu Hayk, Bpartucaasa

3/1eKTpoope3oM B 5H-TH KaMEpPHOM 3ICKTPOQOPETHUCCKOM aInmapaTe IIpelapaTHBHLIM
sneKTpodopesoM Ha Gymare u xpomarorpadueii Ha Gymare 13 HaTypajIbHOI'O MYEJINHOIO A1
MBI M30JIMPOBAIL H O/IM3KC 0XapPAKTEPU30BAIN HEKOTOPhIe HU3KOMOJIEKYJIsIPHLIC KOMIOHEHTH
NeNTH AHUeCKOT0 XapaKTepa M BellleCTBa IPOsIBIIsIONecs ¢ peakTuBoM Ilaynn, maumeHoBaH-
HpIX Py, P; u P,. 113 anogHoil ()pakIMU ITYEIMHOTO sIXA MBI M30JIMPOBAK O BCIUECTB NCOTU-
JIYCCKOTO XapaKTepa ¢ CJe[yIONAM CoJepKaHueM aMHHOKIICIIOT:

acm, amna
acl, asa, npo
riy, aja, Bal
acu, Baj
N1y, aja, mpo

113 KaToHOII (JparUMI Myl M30JHPOBAIM j(BA ICHTUAA, COEPKAIC AMIHOKHCIOTHL:

apr, ray, Imn3
I.1y, U3, Bas

BemiectBa, npossisiomuecs: ¢ peaktuBoM Ilaynu, obosmavennix Kak Py, P,, P, ML oxa-
paKTepH30Baj i Rp 3HaYeHHAMH; Y KOMIOHEHTOB P, u P, mocie IMo;HOIO I'HJIpPoJiM3a MLl 06-
HADYKAJIM He3HAYMTENLHOE KOJNMYECTBO MMCTaMMHA .

CHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG EINIGER NIEDERMOLEKULARER
KOMPONENTEN DES BIENENGIFTS

L. Rexovd, O. Markovié

CSAV, Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften,
Bratislava

Durch Elektrophorese in einem Fiinfkammer-Elektrophoresegerit durch priparative
Elektrophorese und Chromatographie auf Papier wurden aus nativem Bienengift einige
niedermolekulare Bestandteile mit peptidischem Charakter und die Pauly-positive
Stoffe P,, P,, P, isoliert und nidher charakterisiert. Aus der anodischen Fraktion des

Bienengifts wurden finf Stoffe mit peptidischem Charakter und folgendem Gehalt an
Aminoséduren isoliert:

asp, ala
asp, ala, pro
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glu, ala, val
asp, val
glu, ala, pro

Aus der kathodischen Fraktion wurden zwei Peptide mit folgendem Gehalt an Amino-
sduren isoliert:

arg, glu, lyz
glu, lyz, val

Die Pauly-positiven Stoffe, bezeichnet als P,, P, und P, wurden durch Rp-Werte
charakterisiert; bei den Komponenten P, und P, wurden nach vollsténdiger Hydrolyse
geringe Mengen von Histamin festgestellt.
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