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41. K.H.Slottaund Gerhard Szyszka: Schlangengifte, 1.Mitteil.: Be- 
stimmung von Gift-, Koagulase- und Lecithinase-Wert und Beeinflussung 

der Gifte durch physikalische und chemische Mittel. 
[Aus d. Chem Abteil. d Instituto Butantan, SLo Paulo, Brasilien: 

(Eingegangen am 17. Dezember 1937 ) 

Nachdem sich viele der alteren chemischen Angaben iiber die Chemie 
der Schlangengifte als mehr oder weniger grobe Irrtiimer erwiesen haben, 
wurden von Michee11)2), Wieland3) und deren Mitarbeitern neue und 
erfolgreiche Untersuchungen ausgefiihrt, diese Gifte zu reinigen und ihre 
Konstitution zu ergriinden. Diese Arbeiten fuhrten zwar bisher nur bei 

' einigen Giften der Naja-Arten aus Siidafrika und Indien zu eineni gewissen 
Erfolge, da diese, wie wahrscheinlich alle Elapiden-Gifte4), niedrigermolekular 
und einfacher zu reinigen sind. Es ist uns hier aber auch schon moglich ge- 
wesen, die Gifte von Crotaliden-Arten4) in sehr guter Ausbeute wesentlich 
anzureichern. Nun bestehen zwischen den Giften der Elapiden und Crotaliden 
groBe graduelle Unterschiede im relativen Gehalt an den einzelnen giftigen 
Prinzipien (neurotoxisches, proteolytisches, cytolytisches, hamolytisches, 
koagulationsforderndes usw. Prinzip). Auch wird die chemische Aufklarung 
der Crotaliden-Gifte vie1 griiflerer Anstrengungen bediirfen als die schon 
begonnene der Elapiden-Gifte. 1st es uns doch beispielsweise ebensowenig 
wie anderenl) gegliickt, Crotaliden-Gift zu dialysieren, was mit Elapiden- 
Giften ohne weiteres moglich ist. 

Aber trotz der chemischen und physiologischen Unterschiede dieser 
beiden groflen Gruppen von Schlangengiften und der vielen weiteren Ver- 
schiedenheiten, die die einzelnen Gifte der zahlreichen Untergruppen auf- 
weisen, besteht schon heute kaum noch ein Zweifel, da13 das Bauprinzip aller 
Schlangengifte das gleiche ist : wirksam scheint in allen Fallen ein schwefel- 
reicher Eiweil3komplex zu sein, der mit toxischen und fermentativen Eigen- 
schaften ausgestattet ist, die das Nervengewebe, die Gerinnungsfahigkeit 
des Blutes, den Bestand der Blutkorperchen und den der Zellwande be- 
einflussen. Da es sich nach unseren Erfahrungen nicht um ein bloBes Ge- 
menge verschiedener Stoffe handelt, sprechen wir mit Ahsicht von einem 
Komplex. 

Um fur unsere chemischen Studien iiber die brasilianischen Schlangen- 
Arten eine sichere experimentelle Grundlage zu schaffen, haben wir fur die 
verschiedenen Wirkungen der Gifte Wirksamkei ts-Werte  ermittelt. Diese 
errechnen sich aus der Menge Einheiten, die in 1 mg des im Hochvakuum 
getrockneten, vollkommen wasserfreien Giftes vorhanden sind. Wir sprechen 
so von Gif t  -Wer t (GW), Leci  t h i  nas  e-We r t (LW), Koa  gula  t io ns - Wer t 
(KW) usw., durch deren Gesamtheit ein bestimmtes Schlangen-Rohgift und 
naturlich auch alle Praparate aus Anreicherungs-Versuchen sehr scharf 
zahlenmaaig zu charakterisieren sind. Wir miissen uns wahrscheinlich noch 
lange mit der Bestimmung verschiedener solcher Werte behelfen, da alle 

I )  P. Micheel u. J .  J u n g ,  Ztschr. physiol. Chem. 239, 217 [1936!. 
?) F. Micheel, H. Die t r ich  u. S .  Bischoff ,  Ztschr. physiol. Chem. 2-19, 157 C1937;. 
") 11. m i e l a n d  u. W. K o n z ,  Sitz-Her. math.-nat. Abt. bayr. Akad. Ts'iss. 1936. 

S .  177. 
4, Sach der neueren Einteilung der Schlangen sind die Saja-Arten nicht als ,,Colu- 

briden", sondern als E l a p i d e n ,  und die in unsereii Arbeiten behandelten Crotalus- und 
Bothrops-drteii nicht als ,,Viperiden", sonderii als Cro t  a l iden  zu bezeiclinen. 
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anderen Kriterien auf diesqm Gebiete nur sehr zweifelhafte Bedeutung haben. 
Selbst wenn wir namlich krystallisierte Praparate fassen, bedeutet das be- 
kanntlich bei Proteinen in keiner Weise eine Gewahr fur Einheitlichkeit . 
Der Schmelzpunkt kommt als Charakteristikum iiberhaupt nicht in Frage, 
selbst die Bestimmung der optischen Drehung hilft nicht viel. Am besten 
charakterisiert man ein Schlangengift durch die Angabe moglichst vieler der 
obengenannten ,,Werte", und es lassen sich aus dem Steigen und Fallen 
dieser Werte in einem Anreicherungs-Gange Schlusse auf den Gehalt an den 
einzelnen aktiven Komponenten ziehen. 

Den Gift-Wert (GW) eines Schlangengiftes, den wir wie anderel)2)3) 
in erster Annaherung als ein Ma13 fur den Gehalt an neurotoxischer Kom- 
ponente auffassen, ermitteln wir durch die Bestimmung der minimal todlichen 
Dosis an der weiL3en Maus der Gewichtsklasse 15 bis 18 g. Diese Methode ist 
hinreichend genau, billig und schnell durchzufiihren. Man kann mannliche 
und weibliche Tiere benutzen ; letztere diirfen nur nicht schon geworfen 
haben, weil sie dann erheblich widerstandsfaiger gegen Schlangengift sind. 
Man halt sie am besten in einem durch Thermoregulation auf 240 eingestellten 
Raum. Die Tiere werden gewogen und erhalten die entsprechende Menge 
Gift in meist 0.1 bis hochstens 0.5 ccm physiologischer Kochsalz-Wsung in 
zwei gleichen Teilen rechts und links iiber den Schulterblattern subcutan 
injiziert. ErfahrungsgemiiB darf man nicht in zu kurzer Zeit auswerten, 
also verhaltnismaflig zu gro13e Giftmengen spritzen, da dabei die Werte un- 
genauer werden. Wir nennen eine Gi f t -E inhe i t  (GE) diejenige Menge 
wasserfreies Gi f t  in  y ,  die  1 g Maus innerha lb  von 8 bis  22 S tdn .  t o t e t ;  
wir verlangen, daB mit dieser dosis minima letalis mindestens 2 von 3 Mausen 
nach 22 Stdn. tot sein miissen. Der Gift-Wert (GW) ist dann die Zahl der 
in  1 mg vollkommen trocknen Gif tes  en tha l t enen  Gif t -Einhei ten  

Als wir sicher waren, da13 wir bei fiinf verschiedenen Schlangengiften 
immer wieder innerhalb von 10 bis 15% Fehlergrenze denselben GW er- 
hielten, haben wir den Einf luB von Tempera tu r  und  Saures tu fe  auf 
0.02-proz. Losungen vom Gift der Klapperschlange ,  Crotalus t. terrificus, 
iiber einige Monate hin verfolgt. Um diese %sungen so lange Zeit gegen 
bakterielle Infektion zu schutzen, wurden sie mit physiologischer Kochsalz- 
Losung bereitet, die 0.03 yo p-Oxy-benzoesaure-methylester enthielt. Eine 
solche Losung bei ungefahr + 3O aufgehoben, behalt ihren GW von 1920 
vier Monate konstant. Auch bleibt das durch den Zusatz von p-Oxy-benzoe- 
saure-methylester bedingte PH von 4 bis 4.5 stets unverandert. Dieselbe 
Losung bei 37O aufgehoben, verliert in dem Mafie, wie die Kurve zeigt, viel 
schneller an Giftigkeit. 

Der GW einer ebensolchen Losung von Crotalus-Gift, die ohne Puffer- 
Substanzen mit Saure bzw. Lauge auf PH 1 bzw. 8, bzw. 12, eingestellt und 
bei + 3 O  aufgehoben wurde, sank im alkalischen Gebiet aaerordentlich viel 
schneller als im sauren ab, wie aus den entsprechenden Kurven hervorgeht. 
Ahnliche Versuche Micheels2) mit Naja-Gift, also dem einer Elapiden-Art4), 
zeigten Ilhnliches: Der Giftwert einer rund 0.6-proz. und bei 50° aufbewahrten 
Losung fie1 bei pH 1 innerhalb von 24 Stdn. nur auf 57% des Anfangswertes 
ab, wahrend die %sung bei p~ 12 schon nach 22 Stdn. vollstandig entgiftet 
war. Auch dies ist wieder ein Hinweis auf die envahnte Ahnlichkeit des 
Bauprinzipes der Schlangengifte. 

(GE). 
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Der Abfall der Giftwerte beruht unserer Ansicht nach auf folgenden 
Einfliissen : Im sauren Gebiete werden die Peptid-Bindungen des Neurotoxins 
hydrolysiert und seine -S-S-Brucken durch Oxydation angegriffen. Beide 
Reaktionen erfordern hohere Temperatur und starkere Einwirkungen, als 
wir sie anwandten, und deshalb leidet das Neurotoxin im sauren Gebiete nur 
verhdtnismaflig wenig. Vie1 leichter werden seine -S-S-Briicken durch 
Afkalien - besonders in Gegenwart von Sauerstoff - hydrolytisch gespalten, 

und wir fiihren die 
+3 Empfindlichkeit des 

Giftes gegen Alkalien 
im wesentlichen auf 
diese Reaktion zu- 
ruck. Der Nachweis 
der -S-S-Brucken im 
Schlangengift und 
ihr e Auf spaltbarkeit 
ist Gegenstand der 
folgenden Mitteilung 
in diesem Hefte. 

Uber die Koagu- 
lation des Blutes 
unter dem Einflusse 
von Schlangengiften 
ist vor kurzem eine 
ausgezeichnete Ar- 
beit ver6ffentlicht 
worden6). Manche 
Gifte enthalten En- 
zyme, anscheinend 

I0 50 ?OO &p--+ 150 ’ proteolytischen Cha- 
rakters, die im Koa- 

mus die Rolle des 
Calcium - Plattchen- 

Systems (Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin) und die Rolle des 
Thrombins (Umwandlung des Fibrinogens zu Fibrin) iibernehmen ; manche be- 
einflussen nur einen dieser beiden Vorgange. Diese beiden Wirkungen ent- 
sprechen der des Trypsins bzw. Papains auf den Koagulations-Mechanismus. 
Die Gifte, die die Koagulation nicht beeinflussen, enthalten Proteasen, die das 
Prothrombin, manche auch das Fibrinogen zerstoren. Wir hielten es vorerst 
fur unsere Zwecke fur unnotig, zwischen den Wirkungen der Gifte auf die 
einzelnen Phasen des Koagulations-Mechanismus zu unterscheiden, sondern 
benutzten als Test das Resultat aller dieser Vorgange, d. h. die Koagulation 
von frischem Oxalatblut . 

Wir messen die Koagulationskraft der Gifte in Koagulase-Werten 
(KW) an frischem Pferdeblut, das auf 100 ccm 6 ccm 3-proz. Natriumoxalat- 
Lijsung enthalt. Durch Zusatz von je 1 ccm verschieden konzentrierter Gift- 
losung in physiologischer Kochsalz-Gsung zu 5 ccm die  5 e s B 1 u t e s wird 

. 

Fig 1 .  EinfluD roil Temperatur und Saurestufe auf den 
Giftmert uon Crotalus-t.-terrificus-Gift. 

@lations - Mechanis- 

j) H. Eagle ,  Joum. esp. Medicine 65, 613 -193T1, 
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die minimal notige Gift-Menge ermittelt, die die 6 ccm Fliissigkeit in genau 
10 Minuten  soweit koaguliert, daB sich die gesamte Masse beim Neigen 
des Rohrchens als Klumpen verschieben laat. Die Gif tmenge i n  y, 
die  i n  l c c m  dieses  Gemisches e n t h a l t e n  ist - also der minimal 
einzusetzenden Giftmenge fur ein Rohrchen -, ist die Koagulase-Einhei t  
(KE). Der Koagulase-Wert (KW) ist die Zahl, die angibt, wieviel dieser 
so  e rmi t t e l t en  R E  i n  1 mg vollkommen trocknen Gif tes  enthalten sind. 

Bei den Bothrops-Artef i  sind die KW adierordentlich hoch: Sie 
schwanken von 1400 (Bothrops jararaca) bis zu 2000 (Bothrops neuwiedii) 
und 3300 (Bothrops atrox), wahrend der KW von Crota lus  t .  t e r r i f icus  
nur 30 ist. Fur dieselben Bothrops-Arten wurde von Eagles) nachgewiesen, 
daI3 sie Prothrombin schon in unwahrscheinlich geringen Konzentrationen in 
Thrombin verwandeln, und so den Gerinnungsmechanismus auslosen. Cro- 
talus-t.-terrificus-Gift besitzt dagegen nur ein Ferment, das in wesentlich 
hoheren Konzentrationen Fibrinogen in Fibrin umwandelt. 

Dies bestatigte sich noch viel besser, als wir die Abhangigkeit des KW 
von Bothrops-jararaca- und Crotalus-t.-terrificus-Gift von verschiedenen 
Einfliissen untersuchten. Wir lieBen Giftlosungen bei verscqedenen Tem- 
peraturen und unter verschiedenem p H  stehen, wobei sich ein deutlicher 
Unterschied zwischen den beiden Giftarten zeigte : Warend  bei Bothrops- 
jararaca-Gift das neurotoxische und das Koagulationsprinzip gegen erhohte 
Temperatur selbst beim optimalen PH aaerordentlich unbestandig ist, so daB 
schon nach 24-stdg. Stehenlassen bei 500 sowohl GW als auch KW auf etwa 
4 yo abgefallen sind (s. Vers. 1 a), ist Crotalus-t.-terrificus-Gift in jeder Hinsicht 
viel bestandiger. Bei p ~ 5  bleibt der KW dieses Giftes 2 "age beim Auf- 
bewahren der Lijsung im Warmeschrank von 50° unverandert, und der GW 
fallt nur auf etwa 70% des Anfangswertes (s. Vers. 2). Das Koagulations- 
Ferment des Crotalus-t.-terrificus-Giftes, das nach Eagles) in seiner Wirkung 
dem Papain entspricht, scheint also wirklich ebenso wie Papain im Gegensatz 
zu dem trypsin-ahnlichen Koagulase-Ferment des Bothrops-Giftes recht 
hitzebestandig zu sein. 

Nach diesem Befunde erschien es uns nun natiirlich wichtig festzustellen, 
ob sich das Koagulase-Ferment des Crotalus-Giftes auch ebenso wie Papain 
durch -SH-Verbindungen aktivieren 1aBt. Dabei ist allerdings zu bedenken, 
daI3, wie in der nachsten Arbeit gezeigt werden wird, alle von uns unter- 
suchten Schlangengifte gegen solche -SH-Verbindungen, wie z. B. Cystein- 
(-SH), aderordentlich empfindlich sind. Wie wir schon ausfiihrten, hangen 
weiterhin alle aktiven Komponenten der Schlangengifte nach unseren Er- 
fahrungen sehr eng zusammen, so daB man wohl einzelne durch gewisse 
Eingriffe zerstoren, aber nicht alle voneinander unter Erhaltung ihrer Wirk- 
samkeit trennen kann. Danach war bei der Einwirkung von Cystein(-SH) 
auf Crotalus-t .-terrificus-Gift von vornherein eine Schadigung des Gift- 
komplexes in seiner Gesamtheit zu erwarten, die besonders als Absinken des 
GW zum Ausdruck kommen m a t e .  Immerhin konnte es gut moglich sein, 
daB die papainartige Komponente des Crotalus-t .-terrificus-Giftes durch 
Cystein(-SH) so stark aktiviert wiirde, daLi der KW dieses Giftes unter 
diesem Einflusse von Cystein (-SH) gerade anfangs wesentlich weniger als 
der GW abfiele. Wie die Versuche unter Nr. 4 der Tabelle zeigen, sank 
wirklich der KW nach 4 Stdn. nur auf 25% des Anfangswertes ab, wahrend 
der GW unter denselben Bedingungen schon auf 0.5% abgefallen war. Beim 
Bothrops-Gift, dessen hoher KW vor allem auf seiner trypsin-artigen Kom- 
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ponente beruht, liegt das im Gegensatz dazu ganz anders: Schon nach 4 Stdn. 
waren nur noch 4% des KW erhalten, wahrend der GUT immerhin noch 
rund 23% des Anfangswertes betrug (s. Vers. 3 d. Tab.). 

In  ausgezeichneten, alteren Arbeiten aus dem ersten Jahrzehnt diees  
Jahrhunderts ist das Ferment untersucht worden, das in vielen Schlangen- 
giften vorhanden ist, und als Lecithinase bezeichnet wird. Es spaltet das 
Lecithin in der Weise, da13 die mittelstandige Fettsaure heraushydrolysiert 
wird. Das aus dem I,ecithin so gebildete Lysolecithin hamolysiert im Gegen- 
satz zum unwirksamen Lecithin die Blutkorperchen sofort. Wir stellten fest, 
daI3 60 y selbst hergestellten, reinen Lysolecithins in 0.8 ccm physiologischer 
Kochsalz-Wsung notig sind, aber auch geniigen, um 1 ccm einer 4-proz. 
Aufschwemmung von Pferdeblutkorperchen, die noch mit 0.2 ccm nlla- 
Phosphat-Puffer vom 7.4 versetzt ist, fast momentan zu hamolysieren. 

Wir fiihren infolgedessen unsere Versuche zur Bestimmung des Lecithinase- 
Gehaltes der Gifte folgendermden aus: Zu 0.2 ccm Phosphat -Puffer  
(pH 7.4) werden 100 y bes tes  E ie r l ec i th in  in 0.2 ccm physiologischer 
Kochsalz-Losung (Emulsion aus 50 mg Lecithin in 100 ccm physiologischer 
Kochsalz-Liisung durch Schutteln auf der Maschine frisch bereiten !) und die 
zu pr i i fende Gif tmenge i n  0.6 ccm physiologischer Kochsalz-Losung 
gefiigt. Nach Zusetzen von 1 ccm der  4-proz. Aufschwemmung von 
frisch entnommenen und gut gewaschenen Pferdeblu tkorperchen  bleibt 
die Mischung 2 Stdn .  bei  37O stehen, da ja die Hamolyse nur langsam, 
im MaBe der enzymatischen Bildung des Lysolecithins, einsetzt. Nach 
Aufschiitteln aller Proben ergibt sich die zur volligen Hamolyse  von 
1 ccm dieser  Mischung minimal  not ige Menge Gif t  in  y als 
Lec i th inase-Einhei t  (LE); da das Gesamtvolumen 2 ccm betragt, ist die 
LE also gleich der Halfte der eingesetzten Giftmenge. Die Anzahl der in  
1 mg Gif t  en tha l t enen  LE bezeichnen wir als Leci thinase-Wert  (LW). 

Die Bothrops-Gifte enthalten sehr geringe Lecithinase-Mengen : Bothrops 
jararacussu besitzt z. B. nur LW = 32 und selbst ganz frisches Jararaca- 
Gift hat einen unterhalb von 0.7 liegenden LW, hamolysiert also bei unserer 
Versuchsanordnung uberhaupt praktisch kaum. Im Gegensatz dam ist der 
LW von Crotalus-t.-terrificus-Gift 133. Wahrend wir aber sahen, da13 das 
Crotalus-Gift beim Stehenlassen der Ikisung bei 50° seinen KW in ahnlicher 
Weise wie seinen GW verliert, geht der Abfall des LW damit nicht parallel, 
sondern die Lecithinase wird vie1 schneller zerstort. Bei allen untersuchten 
vier pH-Stufen fie1 der LW namlich schon innerhalb von 24 Stdn. von 133 
auf weniger als 8 ab. 

Beschreibung der Versuche 6). 

A) Die cha rak te r i s t i s chen  Wer te  der uns hier am meisten in- 
teressierenden Gifte wurden an frischen und sehr sorgfaltig im Hochvakuum 
getrockneten Praparaten ermittelt. Sie sind folgende : 

G\V K\V LW 
Crotalus t.  terrificus . . . . . . . . . . .  1220 30 133 
Bothrops jararaca . . . . . . . . . . . . .  163 1670 0.7 
Bothrops jararacussu .......... 44 1670 32 

B) Der  Abfa l l  v o n  GW u n d  KW unter dem Einflul3 von p l ~ ,  Tem- 
peratur und Cystein(-SH)-Einwirkung geht aus folgender Tabelle hervor : 

6 )  Um Kaum zu sparen, geben wir nur in Tabellenform die aesentlichen Versuche. 
Die gesamten Unterlagen der Versuche wrrden in Bd. XI der ,,Memorias do Instituto 
Butantan" veroffentlicht werden. 
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Giftart 

lothrops jara- 
raca (Sammel. 
praparat des 
Institutes) 
Bothrops jara 

raca 

Bothrops jara 
raca 

:rotalus t. terr 

Bothrops. jara- 
raca 

Yotalus t. terr 

- 
vom 

Liisungen 
standen bei 

pH I Zusatz 

T 6.25 

I 

7 1  

7.4 
I 

~ 

7.6 

7.8 

~ 

7.4 

mit 
20fache 
Menge 
Cystein 

GW 

t 3 3  
<33 
<33 
< 33 

200 

~ 

670 

:125 
670 

250 
000 

:125 
:125 

50 
30 

:15 

__ 

~ 

358 

145 

10 

erh 
b des 
uspr 
GW 

<15 
(15 
(15 
< 15 

91.0 

~ 

30.4 

<5.7 

76.0 

57.0 
45.5 

<5.7 

<5.7 
22.7 
13.6 

~~ 

<6.8 

16.3 

6.6 

0.5 

en 

KW 

33 
66 

<6 
<6 - 
67 
67 
67 

125 
100 
67 

670 
500 
200 
400 
200 
110 
50 

1000 
670 
400 
330 

1250 
670 
670 
450 

1500 
1250 
1110 

10 
3 

<3 
30 
30 
10 
20 
10 
5 

t 3  
67 
30 
85 
60 
40 

- 

- 

~ 

~ 

10 

9 
7. 

M des 
irspr 
KW 

2.0 
4.0 

<0.4 
<0.4 

4.0 
4.0 
4.0 

7.5 
6.0 
4.0 

40.0 
30.0 
12.0 
24.0 
12.0 
6.6 
3.0 

60.0 
40.0 
24.0 
19.8 

75.0 
40.0 
40.0 
27.0 

90.0 
75.0 
66.5 
33.3 
10.0 
10.0 

100.0 
100.0 
33.3 
67.0 
33.3 
16.6 

:10.0 
4.0 
1.8 
5.1 
3.6 
2.4 

- 

- 

- 

__ 

__ 

33.3 

30.0 
25.0 




