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Therapie mit Schlangengiftproteasen

P. W. Stravus

Es ist seit 200 Jahren bekannt, dass Schlangenbisse ausser dem hémo-
lytischen und dem neurotoxischen Effekt auch Wirkungen auf die Blut-
gerinnung haben kénnen. Frither wurden Gifte mit gerinnungsfordernder
und gerinnungshemmender Wirkung unterschieden. Diese Unterscheidung
ist heute kaum mehr gerechtfertigt, da in der Regel eine gerinnungshemmende
Wirkung die Folge einer gerinnungsfordernden Wirkung oder einer Fibrino-
genolyse ist. So konnte die gerinnungshemmende Wirkung von Bothrops-
giften darauf zuriickgefiihrt werden, dass eine Protease das Fibrinogen in
Fibrin umwandelt, worauf der Organismus selber dieses Fibrin in gerin-
nungshemmende Bruchstiicke umwandelt [33].

Die gerinnungsférdernde Wirkung kann auf vier verschiedenen Stufen
zustande kommen [8] (Abb. 1): Es gibt Schlangengiftproteasen mit faktor-X-
aktivierender, prothrombinaktivierender, thrombindhnlicher und direkt-
fibrinogenolytischer Wirkung. Bei den meisten Giften handelt es sich um
Proteasen, die sich durch sehr verschiedene Substratspezifitit unterscheiden.
Wenige Rohgifte sind so fraktioniert worden, dass man Auskiinfte hiitte
iiber die Spezifitit individueller Proteasen. Einerseits haben gewisse Enzyme
eine ausserordentlich enge Spezifitdt, andererseits haben gerade bei den
Klapperschlangengiften einzelne Enzyme eine so breite Substratspezifitit,
dass moglicherweise Kininaktivierung, Kollagenaseaktivitit, Kaseinolyse
sowie die Spaltung von Fibrinogen, Fibrin oder Prothrombin nicht verschie-
denen, sondern einem einzelnen trypsiniéhnlichen Enzym zugeschrieben wer-
den miissen [34]. Die Gifte mit Blutgerinnungswirkung finden sich haupt-
séchlich bei Viperiden und Krotaliden (Tab. 1).

Im Zusammenhang mit der Frage der Prophylaxe und Therapie der
Thromboembolie interessieren uns hier nur Gifte, welche direkt Fibrinogen
in Fibrin umwandeln kénnen, dhnlich wie Thrombin, sei es, dass nur diese
Komponente im Gift vorhanden sei oder dass diese wenigstens von den
anderen Komponenten einwandfrei getrennt werden kann. In Tabelle 2 sind
vier solche Gifte zusammengestellt. Fiir Prophylaxe und Therapie mensch-
licher Thromboembolien kommen heute erst zwei dieser Rohgifte in Frage,
das Gift von Agkistrodon rhodostoma, der malayischen «Pit viper», in ge-
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Abb. 1. Wirkungsort gerinnungsaktiver Schlangengiftproteasen (modifiziert nach
Dexsox [8]. — * = Wirkung auf Prothrombin in Gegenwart von Faktor V, ** = Wir-.
kung auf Prothrombin ohne Faktor V.

Tabelle 1
Schlangengifte mit Wirkung auf die Blutgerinnung*

«Thromboplastische» Wirkung
(Faktor-X-Aktivierung oder
Prothrombin-Aktivierung)

Thrombinihnliche Wirkung
(mit oder ohne zusitzliche
thromboplastische Wirkung)

Viperiden

Bitis gabonica
Cerastes sp.

Echis coloratus
Echis carinatus
Vipera ammodytes
Vipera aspis
Vipera berus
Vipera russelli

Crotaliden

Agkistrodon acutus

Agkistrodon piscivorus
Agkistrodon rhodostoma («Arvin»)
Bothrops alternatus

Bothrops atrox (« Defibrase»)
Bothrops jararaca

Crotalus adamanteus

Crotalus terrificus

Crotalus horridus

* Gekiirzt nach RosexreLp u. Mitarb, [33].

Tabelle 2
Faktor-X-Aktivator und thrombinihnliche Wirkung in verschiedenen Schlangengiften®

Faktor-X- Faktor-11- Thrombin-

Aktivator Aktivator ahnlich
Vipera russelli + 4+ + 0 0
Bothrops atrox + 4+ 0 =l
Bothrops jararaca 44 0 A
Agkistrodon rhodostoma -+ 0 + 4+
Crotalus terrificus 0 0 + 44+

* Nach Densoxn K. W. E.: Toxicon 7, 5 (1969).
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reinigter Form heute als cArvin» oder «Ancrod » in Priifung, sowie das Gift der
Bothrops atrox, einer brasilianischen Schlange, dessen thrombinihnliches
Enzym vom an sich recht aktiven Faktor-X-Aktivator vollstindig getrennt
werden konnte und das unter dem Namen « Defibrase» in Priifung ist.

Wie kam man nun zur paradoxen Vorstellung, gerade gerimnnungsfordernde
Proteasen in die Therapie thromboembolischer Krankheiten einzufiihren?

1958 wanderte cine Frau in Nordwest-Malava 3 Meilen weit ins Spital. Sie war im
8. Monat schwanger. hatte ein geschwollenes Bein und vollstindig ungerinnbares Blut.
Eine Woche vorher war sie von einer lokal gut bekannten Grubenviper (Agkistrodon
rhodostoma) gebissen worden. Sie blutete nicht und verliess gegen den Rat der Arzte
das Spital, wurde aber ambulant kontrolliert. Nach 2 Wochen waren Bein und Blut-
garinnung normal und weitere 2 Wochen spiter gebar siec komplikationslos einen ge-
sunden Knaben [30],

In der Folge wurden mehrere 100 solcher Patienten pro Jahr beobachtet,
wovon ein Teil Symptome und diese regelmiissig auch ungerinnbares Blut
hatten. Die Ungerinnbarkeit dauerte 1-3 Wochen. Die Patienten fiihlten
sich gewohnlich wohl und hatten keine nennenswerten Blutungen, auch
keine vermehrten Menstruationsblutungen [29, 30]. Seit FoxTaxa [10] 1787
beschrieben hatte, dass bei Tieren, die durch Vipern getotet worden waren,
das Blut fliissig blieb, war das Paradox eines «gerinnenden» Giftes, das aber
das Blut ungerinnbar macht, verschiedentlich aufgefallen, zuerst MarTiN
1894 [20]. MELLANBY [23] hatte 1909 gezeigt, dass Viperngift in vivo das
Fibrinogen prizipitiert, worauf das Fibrin aus der Zirkulation eliminiert
wird. Tatsichlich fanden die Tropenmediziner in Malaya einen praktisch
isolierten Fibrinogenmangel im ungerinnbaren Blut gebissener Individuen.
Die Injektion des Giftes beim Tier fithrte zu rascher Defibrinierung [1, 28],
wobei nur extrem hohe Dosen sichtbare Gerinnsel machten, wihrend das
Fibrinogen sonst auch bei vollstindiger Defibrinierung offenbar in fein-
disperser Form eliminiert wurde. Heparin hatte keinen schiitzenden Effekt.

Das auffallende Fehlen wesentlicher Blutungen bei vélliger Ungerinnbar-
keit erinnert an die kongenitale Hypofibrinogendmie, bei der bis hinunter
zu extrem tiefen Fibrinogenspiegeln ebenfalls relativ selten Blutungen be-
obachtet werden [39]. Jedenfalls dachten die Arzte im Malaya sofort an die
Moglichkeit einer therapeutischen Antikoagulation mit Sbhlangenglft die
theoretisch wirkungsvoll, aber ohne wesentliche Nebenwirkungen sein sollte
[30]. Das Gift wurde in der Folge in England in gereinigter Form produziert.
Ich kann hier auf die tierexperimentellen Grundlagen nicht eingehen [1, 28].

Bevor wir auf den Effekt der Substanz beim Menschen zu sprechen kom-
men, sei auf das zweite Gift, dasjenige der brasilianischen Bothrops atrox
hingewiesen, von dem eine gerinnungsaktive Komponente seit Jahren bei
uns als Himostyptikum (Reptilase) im Handel ist. Die defibrinierende Wir-
kung wurde 1963 beschrieben [12]. 1968 haben E¢BERG u. Mitarb. anlisslich
von Defibrinierungsexperimenten mit Thrombin beim Hund auf eine An-
regung des Chemikers BLoMBAck hin dieses Priiparat zu Vergleichszwecken
mjiziert und eine Defibrinierung erzielt, die an den Zustand nach Arvin er-
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Tabelle 3

Blutgerinnungsverinderungen durch thrombinahnlich wirkende Schlangengiftproteasen

Thrombin  «Arvin» « Defibrase »
1. In vitro:
Fibrinogen 22 Y 122
Faktor V L4 unverindert unveriindert
Faktor VIII AR unverindert unveriindert
Fibrinolytische Aktivitit 0 0 0
Fibrinabbauprodukte 0 0 0
2. In vivo:
Fibrinogen T bl W
Thrombozyten b unverandert () -
Faktor V i unverindert unverindert
Faktor VII1 i unverindert unverindert
Fibrinolytische Aktivitit 0 0 0
Fibrinabbauprodukte + 4+ + 4+ S o 2k =

mnerte und ohne Thrombopenie und Blutungen einherging. BLoMsick
hatte schon 1957 gezeigt [5, 14], wie die thrombindhnliche Wirkung dieses
Giftes zustande kommt: Wihrend Thrombin an den beiden N-terminalen
Enden des Fibrinogens je an der «- und §-Kette durch Spaltung von Arginin-
Glyzin-Bindungen 2 stark negativ geladene Peptide abspaltet, setzt Rep-
tilase nur das A-Peptid frei, was zwar fiir die Gerinnung geniigt, hingegen ein
Fibrin produziert, welches in seinen mechanischen und chemischen Eigen-
schaften von Thrombin-Fibrin abweicht [22]. Das Enzym wurde in Basel
weiter gereinigt, hat jetzt nur noch die thrombindhnliche Wirkung auf das
Fibrinogen und ist seither als «Defibrase» in Priifung [2, 6, 9, 16, 20, 21,
24, 37]. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass auch das Enzym der
malayischen Schlange (Arvin) genau gleich wirkt, also nur das Peptid A
vom Fibrinogen abspaltet.

In vitro haben beide Enzyme wie das Thrombin keinen fibrinolytischen
Effekt. Faktor V und VIII bleiben unverindert (Tab. 3). Gewisse Plasma-
proteine inaktivieren diese Enzyme [9, 27]. In vivo (Tab. 3) verhalten sie
sich ebenfalls gleich, Beide fiihren im Unterschied zum Thrombin nicht zu
einer Thrombopenie und zu keinem Abfall der Faktoren V und VIII. Hin-
gegen wird wie beim Thrombin eine schwere Hypofibrinogenimie und im
Verlaufe des Fibrinogenspiegelabfalls ein Anstieg ungerinnbarer proteolyti-
scher Fibrinabbauprodukte beobachtet, obwohl in der Zirkulation keine
fibrinolytische Aktivitdt nachweisbar ist [25, 28].

Nach einer Einzeldosis von 2 ug/kg Defibrase ist ein Fibrinogenspiegel
von 10 mg¥%, erst nach 6-18 Std. erreicht; fiir die Normalisierung braucht es
2-3 Tage [37]. Die proteolytischen Abbauprodukte des Fibrins fiihren durch
Intérferenz mit der Fibrinaggregation zu einer deutlichen Verlingerung der
Thrombinzeit und damit zu dem seit langem bekannten, aber friiher dem
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Gift selber zugeschriebenen gerinnungshemmenden Effekt. Wenn die gleiche
Menge Enzym von weiteren téglichen Dosen gefolgt wird, kann ein recht
stabiler Fibrinogenspiegel praktisch beliebiger Tiefe erzielt werden. Die
gerinnungshemmenden Fibrinspaltprodukte fallen dann wieder ab, da prak-
tisch nur noch das tiglich neusynthetisierte Fibrinogen in Fibrin umgewan-
delt werden muss um den Fibrinogenspiegel tief zu halten. Die Kontrolle
erfolgt mit einer einfachen chronometrischen Fibrinogenmethode. Die Ein-
stellung ist nicht schwieriger als beim Heparin.

Wie héiufig sich durch Immunisierung eine Resistenz gegen diese Enzyme
entwickelt [26], ist noch nicht entschieden, bei geniigend lange dauernder
Therapie wahrscheinlich nicht selten. Bis jetzt ist keine Kreuzresistenz zwi-
schen den Knzymen der erwihnten beiden Schlangen beobachtet worden [2].

Die Kontraindikationen, neben den fiir jede Antikoagulation iiblichen,
sind noch nicht genau etabliert, ergeben sich aber theoretisch aus dem
Mechanismus der Elimination des Fibrins, Wahrscheinlich erfolgt die Elimi-
nation des Fibrins zellulidr. Das retikuloendotheliale System hat eine grosse
Kapazitit zur Elimination von Fibrin [4, 17]. Die isolierte Leber klart Fibrin
aus dem zufiihrenden Blut mit einer Halbwertzeit von 9 min [11]. Eine neue
Arbeit gibt eine migliche Erkliarung fiir das Auftreten von Fibrinspaltpro-
dukten in Abwesenheit zirkulierender fibrinolytischer Aktivitat: Granulo-
zyten phagozytieren in vitro Fibrin. Dieses wird intrazellulir lysiert und die
resultierenden Spaltprodukte werden an das Medium abgegeben [18]. Wie
erwihnt, ist das arvin- oder defibraseinduzierte Fibrin ausserdem der
Fibrinolyse besser zuginglich als thrombininduziertes [22, 32]. Wenn wir
nun annehmen, dass die auffallende Ungefihrlichkeit dieser therapeutischen
Defibrinierung dadurch bedingt 1st, dass das anfallende Fibrin zwanglos
eliminiert wird, ergeben sich als mégliche Kontraindikationen Zustinde mit
gestorter Funktion des RES bzw. gestirter Phagozytenfunktion der Leuko-
zyten. Damit ist eine Anwendung bei schweren Infekten ausgeschlossen, eine
gewisse Reserve auch angebracht bei jeder Form von Entziindung.

Wo liegen nun die klinischen Anwendungsméglichkeiten? Obwohl die
Antikoagulation durch Defibrinierung enthusiastisch in die klinische Priifung
aufgenommen wurde [3, 6, 7, 35], vor allem in England, ist theoretisch keine
Uberlegenheit iiber die Heparintherapie zu erwarten, da diese Enzyme selber
nicht fibrinolytisch wirken. Die Frage wird aber nur durch kontrollierte
Studien am Menschen beantwortet [T, 15]. Eine derzeit laufende Grossunter-
suchung (KAKkKAR u. Mitarb.) im Zusammenhang mit der Behandlung vené-
ser Thrombosen ergibt vorderhand auch keine Uberlegenheit iiber das
Heparin. Fiir die Prophylaxe, d. h. die langfristige Anwendung, z. B. bei
Patienten mit kiinstlichen Herzklappen [36], kommen solche immunogenen
Substanzen nicht in Frage, es sei denn eventuell fiir die kurzdauernde post-
operative Thromboseprophylaxe. Auch hier miisste aber eine Uberlegenheit
iiber die konventionelle Antikoagulation erst erwiesen werden. Uber die Be-
handlung arterieller Thrombosen liegen keine Resultate vor. Es ist auch
noch kein Urteil méglich iiber die Verwendung dieser Enzyme bei der Himo-
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dialyse [13], bei der Sichelzellkrise [19], bei Malaria [31] sowie iiber die
Kombination mit Streptokinase [16, 38]. OLssox in Schweden fiihrt derzeit
dusserst interessante chirurgische Versuche durch: Theoretisch wiire die
therapeutische Defibrinierung die ideale Methode fiir die Gefisschirurgie
unter Antikoagulation. Bisherige Resultate am Hund haben gezeigt, dass
Chirurgie unter Defibrinierung moglich ist, und dass Vena-cava-Prothesen
offenbleiben, welche bei konventioneller Methodik in 1009, kurz nach der
Operation verschlossen sind [24]. Resultate beim Menschen sind noch pri-
limindr. In Zusammenarbeit mit OLssox 1st auch in Ziirich ein venenchirur-
gisches Programm angelaufen. Auf der arteriellen Seite werden zur Zeit in
Deutschland unter Defibrinierung Gefissbougierungen nach DotTER vor-
genommen.

Schliesslich ist neben der Antikoagulation auf eine zweite Wirkung mit
potentiell therapeutischer Anwendung hinzuweisen: Jede Senkung des
Fibrinogenspiegels fithrt zu einer Abnahme der Blutviskositit. Es wurde
gezeigt, dass parallel zur Abnahme der Blutviskositéit unter therapeutischer
Defibrinierung auch die Stromung in Extremititen mit schweren arterio-
sklerotischen Gefissverdnderungen verbessert wird [21, 38]. Es bleibt noch
abzukldren, ob die Schlangengiftdefibrinierung eventuell bei prekérer arte-
rieller Durchblutung als voriibergehende Massnahme eingesetzt werden
kann, im Hinblick auf einen spéteren gefisschirurgischen Eingriff.

Zusammenfassung

Von den zahlreichen Schlangengiftproteasen mit Wirkung auf die Blut-
gerinnung sind bisher nur zwei Enzyme in hochgereinigter Form in die
Therapie eingefiihrt worden, das «Arvin» aus dem Gift der malayischen
Agkistrodon rhodostoma und die «Defibrase» aus dem Gift der brasiliani-
schen Bothrops atrox. Beide haben eine isolierte thrombindhnliche Wirkung
auf das Fibrinogen. Im Gegensatz zum Thrombin spalten beide nur das
Fibrinopeptid A vom Fibrinogen ab, was zwar fiir die Fibrinaggregation
geniigt, aber ein Fibrin produziert, welches mechanisch und chemisch leich-
ter abbaubar 1st. Beide Gifte haben keine Wirkung auf die Thrombozyten.
Sie fiihren in vivo zu einer Hypofibrinogenidmie durch Defibrinierung, welche
klinisch gut toleriert wird und praktisch ohne gesteigerte Blutungsneigung
einhergeht. Ihr Kinsatz zur therapeutischen Antikoagulation wird bespro-
chen und bisherige Resultate werden kurz diskutiert.

Résumé

Parmi les nombreuses protéases des venins de serpents avec effet sur la
coagulation sanguine il n’y a jusqu’a présent que deux enzymes qui, sous
une forme hautement purifiée, ont trouvé place dans la thérapeutique,
I'carvine» du venin de I'agkistrodon rhodostoma malaysien, et la «défibrase»
isolée du venin du bothrops atrox brésilien. Ces deux enzymes ont un effet
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semblable & la thrombine sur le fibrinogéne. Mais a I'encontre de la throm-
bine, ils ne font que séparer le fibrinopeptide A du fibrinogéne, ce qui permet
encore une aggrégation de la fibrine, mais produit une fibrine qui peut étre
dégradée plus facilement aussi bien chimiquement que mécaniquement,
Ces deux venins n'ont aucune action sur les thrombocytes. lls produisent
une hypofibrinogénémie par défibrination qui est bien toléré cliniquement
et ne produit pas de tendance accrue aux hémorrhagies. L'auteur discute
ensuite de leurs possibilités d’application dans I'anticoagulation thérapeu-
tique et des différents résultats obtenus jusqu’a présent.

Riassunto

Tra le molteplici proteasi contenute nel veleno dei rettili ed aventi
un’azione sulla coagulazione sanguigna, soltanto due enzimi altamente purifi-
cat: hanno trovato uso terapeutico, I'cArvin» derivato dal veleno della
«Agkistrodon rhodostoma» malese e la «Defibrase» derivata dal veleno della
« Bothrops atrox» brasiliana. Ambedue posseggono un’azione isolata sul
fibrinogeno, simile a quella della trombina. Contrariamente alla trombina,
esse separano soltanto il fibrinopeptide A dal fibrinogeno, ci6 che basta
all’aggregazione della fibrina; il tipo di fibrina prodotto & tuttavia piu facil-
mente accessibile a degradazione per via meccanica o chimica. I due veleni
non hanno azione alcuna sulle piastrine. «In vivo» essi producono, per un
meeccanismo di defibrinazione, una ipofibrinogenemia, ben tollereta clinica-
mente e non accompagnata da una accresciuta tendenza all'emorragia.
Vengono discussi il loro uso nell’anticoagulazione terapeutica ed alcuni
risultati ottenuti finora.

Summary

Of the numerous snake venom proteases with action on blood coagulation,
only two enzymes, in highly purified form, have as yet been used in therapy:
«Arvin» from the poison of the Malayan snake, Agkistrodon rhodostoma, and
«Defibrase» from the poison of the Brazilian snake Bothrops atrox. Both
have an isolated thrombin-like action on the fibrinogen. In contrast to
thrombin, both only divide fibrino-peptide A from fibrinogen, which is suf-
ficient for fibrin aggregation, but which produces a fibrin which is mechani-
cally and chemically more easily broken down. Both poisons have no action
on the thromboceytes. In vivo they cause a hypofibrinogenaemia by de-
fibrination, which is chinically well tolerated and practically without
increased tendency for bleeding. Their use for therapeutic anticoagulation
is discussed with a short review of the results obtained up to date.
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