6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vortiegenden Arbeit wurde mit Hilfe eines Koagulationstestes auf die Auswirkungen des -
pH-Wertes auf die Blutgerinnung eingegangen. Es wurde die Germmungsfihigkert des Plasmas
nach Zugabe schwacher Sturen Oberpriifi. Als gerinmungsinduzierende Gifte wurden Borhrops
_praraca-Toxin und Echis leucogaster-Toxin verwendet.

Das Plasms von Schaf und Pferd wurde zunkchst mit unterschiedlichen ungepufferten
Saurekonzentrationen versetzt In  einem weiteren Schntt  wird  eine  bestimmte
Saurekonzentration bis zu einem gewissen Grade smit Hiife eines 0.1 molaren Phospbatpufiers
neutralisiert. In beiden Fillen wurde die Gerinpungszeit gemessen.

Es zeigte sich, da8 sich geringe Saurekonzentrationen zunsichst verkirzend suf die Gennnumg
auswirken, wihrend diese bei groBeren Sauremengen stark verlingert wird bxw, gane
unterbleibt

Die Ursache dafir ist in der pH-abhéngrgen Verinderung der Gennnungsfaktoren zu suchen
Ein leicht abgesenkter pH-Wert warkt sich verkirzend auf dic Gennnungszeit aus, weil
dadurch die seihst katalysierte Umformung von Prothrombin zu Thrombin verstarkt ward
Dieser Yorgang hat sem pH-Optmmum im jeich? sauren Bereich. Wird der pH-Wert noch weiter
abgesenkt, kommt es i einer fortschreitenden Denatunierung der Gennnungsproteine, was
schlieflich zu ener véiligen Inaktivierung shrer enzymatischen Fahigkeiten flihst

Zu beachien war aber auch, dafl gleiche Konzentrationen verschiedener Siuren im selben
Plasma zu unterschiedlichen Gerinnungsreiten fihiten, so daB auf jeden Fall ein eigenstandiger
Einflull der verwendeten Saure vorhanden sein mufl.

Der nachste Abschnitt zeigt die mit dem Hikchenkoagulometer gemessenen Gerinnungszeiten
von Schaf-, Pferde- und Rinderplasma nach Zusatz von Echis leucogaster-Toxin bzw. Gift von
Bothrops jararaca. Der Testansatz wurde zuvor mit Pflanzeninhahsstoffen und -extrakten in
Verbindung mit Zink- oder Calciumchiorid vorinkubiert.

Es stelite sich heraus, dafl die komplextildenden Pflanzeninhaltsstoffe in der Lage waren. das
Gift mit unterschiedlich starken Ausprigungen zs neutralisieren. was sich m  einer
Verlangerung der Geninnungszeit im Verhihtnis zum Bhindwen duBerte.

Wurde dem Gemisch aus Pflanzeninhahisstoff und Toxin zusatzich noch Zink- oder
Calciumchiond hinzugefugt, so erlangte das Gift einen Teil seiner wurspriunglichen
Wirkungsstirke wieder, was sich nun in einer Verkurzung der Gerinnungszeit darstellte, so da8
sich dieser Wert wiederum dem ursprunglichen Blindwert annaherte.

Da die Enzyme der Schiangengific zu einem groBen Ted aus Zink-gebundenen
Metalloproteinasen bestohen, verlieren sie iwe Wirksamkest, wenn das Zink-fon durch
Komplexbidldner aus dem aktiven Zentrum des Enzvins entfernt wird. Anderseits erlangen sie
thre Akuvitéit durch das emeute Hinzufligen von Zink-Ionen zu einem gewissem Grade wieder
Die Zugabe von Zinkchlond erweist sich dabes wesenthch wirksamer als der Zusatz von
Calciumchlorid, weil die Metalloproteinasen in ihrer Wirksamkeit spezifisch von Zink abhangig
sind

Im letzten Abschnitt wurden die oben beschriebenen Versuche in gleicher Weise mit den
Reinsubstanzen Ecarin und Batroxobin durchgefihrt. Dabei stellie sich heraus, daB Ecann
aufgrund  setnes metalloprotemolytischen  Charakters vom Prinop her  die  gleichen
Reaktionsweisen wie das Vollgift von FEchis leucogaster aunfwes, wihyend der
Wirkungsmechansimus von Batroxobin durch die Zugabe von Zmkchlorid nicht aktiviert
werden konnte. Bei Batroxobin handeh es sich um eme Sennprotemnsse und keine
Metalloproteinase, was bedeutet, dafl das aktive Zentrum nicht metaligebunden ist
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Metalloproteins and their contnbution to haemolvtic effects of snake venoms
- neutralisation wath complexing agents

SUMMARY

In this doctoral the intention was first of all to deal with the effects of the pH-value on the
clotting of the blood by a coagulauon test The coagulability of plasma was examined after
adding weak acid It turned out that 2 low content has a shortened effect on the coagutation
whercas the process is extended by a fogher concentrate of acid. or does not occur at all The
coagulation was induced by the venoms of Bothrops jararaca und Fohus leucogster,

First, plasma of sheep and horse was mixed with various unbuffered acid concentrations Next,
a special acid concentration neutralised with a 0,1 molar phosphathuffer as far as possible In
both cases the coagulanon time was measured.

The cause for this is that the coagulation factors change depending on the pti- value. A shght
decrease of the pH-value reduces the clotting time, hecause it strengthens the seif catalyiic
transformation from prothrombin to thrombin This process has its pH- optimum in weak acid
The decrease of the pH-value leads 10 an ongoing denaturation of the coaguiation proteins
Finally the enzymsatic abilties are completely inactivated.

1t had 10 he takes into consideration that the same concentration of different acids in the same
plasma resulted in different coagulation tmes Therefore the chosen acid has a direct influence

The next paragraph describes the coagulation time of the different kands of plasma. The
penods were tested after the additon of plamt compounds and plant extracts in comhination
with zinc- ot calcium chlonde in addition of Echus lencogaster 10xan or the poiscn of Bouthrops
Jararaca.

It rurmed out that the complexing plant conpounds were more or iess able 10 neutraiize the
toxin This fact was manifested by the extension of the clotting time in relation to the blank
test.

As soon as zinc- or calcium chlonde were sdded to the mixture of plant compounds and toxin,
the poison was regawing ist original degree of effectiveness This phenomenon was proved by
the reduction of the clotting ime close to the value of the blank test

Snake venom enzvms mawmnly consist of zincbound metalioproteinases Therefore they are less
effective as soon as the zinc-10n is removed from the active site of the enzym by complexing
agems On the other hand they regain activity to a certain degree by adding zinc-sons

The offect of metalloproteinases specifically depend on zinc Therefore the addition of zinc
chlonide ts much more effective than the addition of caleium clonde

In the last paragraph the experunents. mentioned above, were carned out the same way with
the pure substances ecann and batroxobin Thus, 1t wirned out that ecann- because of its
metalloproteinodytic charactenstics- showed in principle the same reaction as the crude venom
of Echis feucaogaster,

Batroxobin. winch 1s not a metaloproteinase but a serinprotemase, ¢an be inactivated- just like
ecann- by complexing agents However, this action has tv be differentiated from the )
complexing of the metalioproteinases, because batroxobin is not metalbound in the active site.
Therefore the addition of zinc chlonde is ineffective
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