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In den Multi-Pharmaka-Cocktails
stecken raffinierte Gerinnungshemmer

Schlangengifte enthalten einen ganzen Arzneischrank
voller hochwirksamer Stoffe, die binnen kurzer Zeit zu
Schock, Lahmung oder unstillbaren Blutungen fiihren
konnen. Forscher interessieren sich vor allem fur Ver-
bindungen, welche die Blutgerinnung hemmen, denn
sie kdnnten pharmakologisch interessante Leitstruktu-
ren fir neue Wirkstoffe sein, die das Risiko eines
Herzinfarkts, Gehirnschlags und anderer Thrombosen

mindern.

ehrere Male am Tag treten in unserem Korper

kleinste Verletzungen und Blutungen auf, die
durch den ausgefeilten Mechanismus der Blutstillung
gestoppt werden, ohne dass wir es iiberhaupt merken.
Offensichtlicher ist der Prozess bei Schnitt- und Schiirf-
wunden der Haut. Hier konnen wir beobachten, wie
sich innerhalb weniger Minuten ein weiller Blutpfropf
bildet, der als Schorf die Wundheilung einleitet.

Doch manchmal l4duft dieser Prozess auch falschli-
cherweise ab, denn die Blutgerinnungskaskade wird
bisweilen auch durch krankhafte Verdnderungen
der GefdRBe ausgelost. Es bildet sich ein Blutgerinn-
sel (Thrombus), das vom Blutstrom mitgerissen wird
und ein Blutgefd3 des Herzens, Gehirns oder ei-

nes anderen lebensnotwendigen
Organs verstopfen kann (Em-

bolie). Dadurch wird die Nahrstoff- und Sauerstoffver-
sorgung des umliegenden Gewebes vermindert. Der
resultierende Herzinfarkt oder Gehirnschlag ist nicht
selten todlich. Deshalb behandelt man Risikopatienten
vorbeugend mit Medikamenten, welche die Bildung
von Blutgerinnseln hemmen.

Wie werden Blutplittchen aktiviert?

Obwohl Blutpladttchen in groen Mengen im Blut
vorhanden sind, bilden sie in der Regel nur dann Ge-
rinnsel, wenn sie durch biochemische Prozesse akti-
viert werden.’!” Verstarkt wird dieser Prozess dadurch,
dass aktivierte Plattchen in ihren Vesikeln gespeicher-
te Substanzen abgeben, die dann weitere Pldttchen ak-
tivieren. Auch gefdlverengende Substanzen, die den
Blutfluss zur verletzten Stelle vermindern, sind dar-
unter. Nach der Aktivierung haften die Plattchen ex-
trem gut an Fibrin und anderen Geriistproteinen des
gefdBumgebenden Gewebes und bilden so eine ers-
te Barrikade, die das Blut stoppt. Was lost die Akti-
vierung der Pldttchen aus? Werden bei einer Verlet-
zung die Endothelzellen, die das Innere der Blutgefaf3e
auskleiden, abgetragen, kommen sie mit den darun-
terliegenden Matrixproteinen, zum Beispiel Kollagen
und Von-Willebrand-Faktor (vWF), in Kontakt. Die-
se Proteine werden von Rezeptoren auf der Plattchen-
oberfliche wahrgenommen. Eine dadurch ausgeldste
biochemische Reaktionskette, bei der die intrazellula-
re Kalzium-Ionenkonzentration zunimmt, fithrt das
Plattchenintegrin, den Fibrinrezeptor auf den Blut-
plattchen, in seine bindungsaktive Form iiber.’?’ Es
bindet nun fest an das Fibrinnetzwerk. Verstarkt wird
die Anhaftung der Pldttchen dadurch, dass sie eine
Scheibenform mit vielen Fortsdtzen annehmen, die
ihre Vernetzung untereinander und mit dem Fibrin-
netzwerk erleichtert. B

Wenn das Blut ins Stocken kommt

Wenn Fibrinogen zu unloslichem Fibrin umgesetzt
wird, aggregiert es zu Fibrillen, die, ahnlich den Ver-
strebungen einer Stahlkonstruktion, miteinander ver-
netzt sind.”?’ Wie ein Klebstoff wirkt das Fibringertist,
in dem die Blutkorperchen, darunter die Blutplattchen,
héangen bleiben. B So bildet sich innerhalb von 5 bis 15
Minuten nach der Verletzung ein stabiler Blutpfropf.

1 Um die Komponenten des Schlangengiftes erforschen und
auf ihre pharmakologische Wirkung prifen zu kénnen, muss
man die Giftdriisen »melken«. Frankfurter Forscher kooperie-
ren vor allem mit Kollegen in Stidamerika, um moéglichst viele
unterschiedliche Gifte untersuchen zu kénnen.
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Blutgerinnung

Als Katalysator fiir die Umwandlung des Fibrino-
gens zu Fibrin dient Thrombin. Es wird iiber zwei ver-
schiedene Wege im Korper aktiviert. Thrombin und
die meisten Gerinnungsfaktoren sind Proteasen. Ge-
meinsam wirken sie wie eine ficherféormig aufgestell-
te Formation umfallender Dominosteine: Das einmal
ausgeloste gerinnungsauslosende Signal wird enorm
verstarkt. Die lawinenartige Bereitstellung von Fibrin
gewahrleistet, dass nur im Ortlich und zeitlich eng be-
grenzten Gebiet der Verletzungsstelle ein Fibrinnetz-
werk entsteht. Im restlichen Blutkreislauf dagegen un-
terbleibt die Blutgerinnung.

Um Fehler in der Gerinnungskaskade mit fatalen
Konsequenzen zu vermeiden, sind mehrere Kontroll-
mechanismen eingeschaltet. Zum einen kénnen die
Gerinnungsfaktoren durch Hemmstoffe in Schach ge-
halten oder aber durch andere Proteasen inaktivierend
abgebaut werden. Als Proteasehemmstoff liegt im Blut
Antithrombin vor, das an Thrombin und die Gerin-
nungsfaktoren IXa, Xa, XIa und XIla bindet und ihre
katalytische Aktivitdt blockiert. Antithrombin wird in
seiner inhibierenden Wirkung durch die Bindung von
Heparin deutlich verstarkt. Dagegen baut Protein C die
Gerinnungsfaktoren Va und VIIla ab und hemmt so
eine lberschieBende Blutgerinnung.

Schlangengifte — Multi-Pharmaka-Cocktails

mit todsicherer Wirkung

Ein Fiinftel der etwa 2700 Schlangenarten zahlt zu den
Giftschlangen. B Sie verteilen sich auf 4 der 18 Schlan-
genfamilien: die Giftnattern (Elapidae), die Nattern (Co-
lubridae), die Vipern (Viperidae) und die Erdvipern (Atrac-
taspididae). Thre Speicheldriisen haben sich zu Giftdrii-
sen entwickelt, deren Sekret durch besonders entwi-
ckelte Zdhne in die Beute injiziert wird. Auch wenn
Menschen nicht zur Beute von Schlangen gehoren, so
beillen Schlangen auch zur ihrer Verteidigung. Jahrlich
werden etwa 2,5 Millionen Menschen gebissen, davon
sterben tiber 100000.

Schlangengifte wirken meistens auf mehrere Organ-
systeme. £ Nerven- und Muskelgifte fiihren zur Lah-
mung. Andere Giftkomponenten ldsen einen schlagar-
tigen Kreislautkollaps des Beutetiers aus. Seine Flucht
wird dadurch in Sekundenschnelle vereitelt. Weiterhin
koénnen Schlangengifte die Wande der Blutgefal3e zer-
storen. Zusammen mit der Beeintrachtigung der Blut-
stillung fihrt dies zum Verbluten des Schlangenbissop-
fers. Eng verbunden damit ist auch das Versagen der
Niere. Diese verschiedenen Wirkungen werden von

Die drei Saulen der Blutgerinnung
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1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines ruhen-
den (A) und durch Kollagen aktivierten (B) Thrombozyten, des
Fibrinnetzwerkes (C) sowie eines aktivierten Thrombozyten im
Fibrinnetzwerk (D).

unterschiedlichen Komponenten der Schlangengifte
ausgelost, die alle zusammen den Ausfall lebensnot-
wendiger Organsysteme und somit den Tod des Beu-
tetiers bewirken.

Pharmakologisch betrachtet sind Schlangengifte
Cocktails aus pharmazeutisch hochwirksamen Natur-
stoffen, die bereits in tropfenkleinen Volumina injiziert
sehr drastische Effekte besitzen. Pharmazeutisch geht
es darum, diese Einzelkomponenten zu identifizieren,
zu isolieren sowie ihre Wirkungen und Nebenwirkun-
gen zu analysieren. Danach wird die molekulare Struk-
tur der Einzelkomponenten und der fiir ihre Wirkung
verantwortliche Molekiilteil bestimmt. Um eventuelle
Nebenwirkungen, zum Beispiel immunologische Re-
aktionen, auszuschalten und die Pharmakokinetik und
-dynamik beeinflussen zu konnen, versuchen wir, die-
se Wirkstruktur durch chemisch oder biochemisch syn-
thetisierte Verbindungen zu imitieren. B

Schlangengiftkomponenten -

Blutstillungshemmer der Zukunft?

Fiir die Entwicklung gerinnungshemmender Phar-
maka sind Schlangengifte von groem Interesse. In
taszinierender Weise enthalten die Schlangengit-
te sehr effektive Hemmstoffe, die in einer Jahrmillio-
nen langen Evolution »gereift« sind und jeweils spe-

stabiler @ Blutpfrop

N ach einer Verletzung laufen in zeitlicher Abfol-

ge drei Prozesse ab:

1. Verengung der betroffenen BlutgefaRRe
(Vasokonstriktion),

2. Aktivierung und Aggregation der Blutplattchen
(Thrombozyten) und

3. Gerinnung der im Blutplasma l6slichen Blutge-
rinnungsfaktoren, die zum unldslichen Fibrin-
netzwerk fiihren.

Diese drei Wege sind nicht unabhéngig voneinan-

der, sondern greifen regulierend ineinander tiber.

Blut-
gerinnu!
aktivieru

. Fesabein ©
I‘

Blut- Blutgefa
plattchel wand
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[1 Schlangengifte
und ihre Wirkungen
auf menschliche
Organe.
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Blutgerinnung

El Verschiedene
Giftschlangen:
Jararaca (Bothrops
jararaga) (A) und
Gewohnliche Lan-
zenotter (Bothrops
atrox) (B) aus
Stdamerika,
Waldklapper-
schlange (Crotalus
horridus) (C) und
Texas-Klapper-
schlange (Crotalus
atrox) (D) aus
Nordamerika, Ge-
wohnliche Puffot-
ter (Bitis arietans)
(E) aus Afrika und
Kupferkopf (Agkis-
trodon contortrix
contortrix) (F) aus
Nordamerika.

zifisch gegen fast jeden Blutgerinnungsfaktor, gegen
fast jeden Rezeptor der Blutpldttchen und auf die es-
senziellen Bestandteile der Blutgefilwand wirken.’/
Unter den Schlangengiftkomponenten, die auf die
Blutgerinnungsfaktoren wirken, gibt es sowohl gerin-
nungsfordernde als auch gerinnungshemmende Wirk-
stoffe.”>’ Zu den Ersteren gehoren Proteasen, die die Ge-
rinnungsfaktoren V, X und Thrombin aktivieren kon-
nen oder in Thrombin-dhnlicher Weise Fibrinogen zum
unloslichen Fibrin spalten.’¢’ Dies fiihrt zur pathologi-
schen Bildung von Thromben und Embolien mit todli-
chem Verlauf. Andererseits werden durch diese gerin-
nungsfordernden Komponenten auch die Blutgerin-
nungsfaktoren derart stark verbraucht, dass selbst im
Falle eines Uberlebens die Blutgerinnung tiber lingere
Zeit verhindert ist. Dieser Effekt wird als Verbrauchs-
koagulopathie oder als disseminierte intravasale Gerin-
nung bezeichnet.

Dagegen sind Antikoagulantien aus Schlangengif-
ten fiir die Entwicklung pharmazeutischer Prdparate
von weitaus groerer Bedeutung. Dazu zdhlen Prote-
in-C-aktivierende Substanzen, Blutgerinnungstaktor-
IX- und X-bindende Proteine sowie Inhibitoren von
Thrombin und anderen Gerinnungsfaktoren. Protein-C-
aktivierende Komponenten wurden aus den Giften der
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Blutgerinnung

1 2

Strukturaufklarung
des Disintegrins z.B.
Barbourin, Trimestatin

Isolierung des Naturstoffs,
z.B. Disintegrins,
aus dem Schlangengift
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Eptifidbatid (Integrilin)

@ _of

Tirofiban

3. 4.

Bestimmung seines Wirkprinzips: Chemische Imitation
Hemmung des Integrins des Wirkprinzips
allbp3 durch RGD (RGD-Sequenz)

E Der Weg vom Naturprodukt tber die Leitstruktur zum Pharmakon. Eine blutstillungshemmende Komponente aus dem
Schlangengift, zum Beispiel ein Disintegrin, wird biochemisch isoliert und analysiert. Mithilfe des gereinigten Proteins kann die
Struktur aufgeklart werden. Durch Bestimmung der Bindungsstelle flr die Zielstruktur, zum Beispiel das allbp3 Integrin, kann
das Wirkprinzip der Schlangengiftkomponente bestimmt werden, so zum Beispiel die Proteinschleife mit der Aminosaurese-
quenz Arginin-Glycin-Aspartat (RGD). Dieses Wirkprinzip dient als Leitstruktur, die durch chemisch synthetisierte Pharmaka

imitiert wird.

Gattungen Dreieckskopfottern (Agkistrodon), Amerika-
nische Lanzenottern (Bothrops), Bambusottern (Trimer-
usurus) und Afrikanische Hornvipern (Cerastes) isoliert.
Es handelt sich um Serinproteinasen, die Protein-C-un-
abhdngig vom Thrombin-Thrombomodulin-Komplex
aktivieren. Aktiviertes Protein C hemmt die Blutgerin-
nungskaskade durch Abbau der Gerinnungsfaktoren
V und VIIL Der Protein-C-Aktivator des Kupferkopfes
(Agkistrodon contortrix contortrix) wird als Protac® bereits
in der medizinischen Diagnostik eingesetzt.’”/

Ebenfalls sehr effektive Blutgerinnungshemmer
sind Bindeproteine (BP), die inhibierend mit den Ge-
rinnungsfaktoren IX und/oder X interagieren. Solche
Faktor-IX/ X-Bindeproteine (FIX/X-BP) werden aus
den Giften verschiedener Schlangen isoliert. Sie beste-
hen aus zwei fest miteinander assoziierten Unterein-
heiten, die eine Bindungstasche fiir die Gerinnungs-
faktoren bilden. Der pharmazeutische Einsatz dieser
Schlangengiftkomponenten beziehungsweise ihrer
Mimetika gegen diese Blutgerinnungsfaktoren miiss-
te selektiv und ohne gréBere Nebenwirkungen mog-
lich sein. Thrombin ist die Zielstruktur inaktivierender
Thrombin-Bindeproteine verschiedener Schlangen,
zum Beispiel des Bothrojaracins aus Jararaca (Bothrops
jararaca) und des Bothroalternins der Halbmond-Lan-
zenotter (Bothrops alternatus).

Hilfe bei Herzinfarkt und Schlaganfall

Von sehr groRer medizinischer Bedeutung fiir die Ent-
wicklung von Fibrinolytika sind dagegen Fibrin(ogen)-
abbauende Proteasen aus Schlangengiften.’¢’ Viele der
bislang isolierten Fibrinogenasen bauen das Fibrinogen
beziehungsweise Fibrin zu Fragmenten ab, die kein Fi-
brinnetzwerk aufbauen kénnen und sogar die Ausbil-
dung des Maschenwerks aus thrombingespalteten Fib-
rinmolekiilen storen. B Wegen dieser Eigenschaft und
ihrer Fahigkeit, fibrinhaltige Blutgerinnsel aufzulo-
sen, dienen sie der Entwicklung von Fibrinolytika zum
Einsatz bei Herzinfarkt oder Schlaganfall. So wird die
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Fibrolase aus dem Kupferkopt (Agkistrodon contortrix
contortrix) in einer leicht modifizierten Form gentech-
nologisch als Alfimeprase hergestellt. Thre klinische
Anwendung wird derzeit erprobt. Ancrod aus dem Gift
der Malaien-Mokassinotter (Calloselasma rhodostoma) ist
in klinischer Priifung.

Eine groRe Zahl von Schlangengiftkomponenten
sind antagonistisch gegen Oberflichenrezeptoren von
Blutplattchen gerichtet.”!” /8 Insbesondere Disintegri-
ne, die gegen den Fibrin(ogen)-Rezeptor gerichtet sind,
sind in fast jedem hamorrhagischen Schlangengift ent-
halten und sind sehr gut erforscht.”?’ Sie enthalten als
integrinhemmendes Motiv die Peptidsequenz Arginin-
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Glycin-Aspartat (im Einbuchstabencode der Amino-
sduren: RGD) in einer Proteinschleife. Sie wurden zur
Ausgangsverbindung bei der Entwicklung einer neu-
en Generation von Antithrombotika, zum Beispiel Ag-
grastat® (Tirofiban) und Integrilin® (Eptifibadit).’?’
Waihrend die meisten RGD-haltigen Disintegrine am
Fibrinrezeptor angreifen, der nur in aktivierten Platt-
chen an Fibrin bindet, sind andere Giftkomponenten
gegen Rezeptoren gerichtet, die an fritheren Schritten
der Plattchenaktivierung oder gar an deren Auslosung
beteiligt sind. Beispiele fiir solche »frithen« Zielstruk-
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Blutgerinnung

turen der Plattchenaktivierung sind die Rezeptoren fiir
vWF oder Kollagen. Bei der Suche nach Hemmstof-
fen gegen das kollagenbindende Integrin a2f1 ist man
mittlerweile in drei Schlangengiften fiindig geworden
und hat die drei Inhibitoren, EMS16, Rhodocetin und
VP12, isoliert. Sie gehoren alle zur Familie der C-Typ-
Lektin-dhnlichen Proteine.’!®’ Von den beiden erstge-
nannten liegen bereits Kristallstrukturen vor. Dies lasst
hotfen, ihre Hemmeigenschaft durch synthetische In-
hibitoren imitieren zu kénnen und so die kollagen-
induzierte Pldttchenaktivierung zu unterbinden.

Die Natur inspiriert neue Leitstrukturen

Die faszinierende Vielfalt von Stoffen, die im Schlan-
gengift synergistisch die Blutstillung hemmen, basiert
auf einem Kanon bestimmter Proteinfaltungsmodule,
die in vielfdltiger Variation gegen verschiedene Gerin-
nungsfaktoren und Thrombozytenrezeptoren gerich-
tet sind.’*’ Die molekularen Strukturen dieser Module
zu kennen, ist notwendig, um ihre pharmakologischen
Wirkprinzipien zu entschliisseln. Daraus abgeleitete
Leitstrukturen erlauben Chemikern und Pharmazeu-
ten, neue Antikoagulantien, Antithrombotika und Fib-
rinolytika zu entwickeln. Durch Modifikation und Va-
riation der Leitstruktur wird die Pharmakokinetik und
-dynamik synthetischer Mimetika gegentiber den Na-
turstoffen verbessert. B Dass dies praktisch moglich
ist, zeigt das Beispiel der neuartigen Antithrombotika,
die auf den RGD-haltigen Disintegrinen basierend ge-
gen den Fibrin(ogen)-Rezeptor der Blutpldttchen zie-
len. Auf diese Weise konnen die iiber Jahrtausende
evolutiondr gereiften Schlangengifte mit ihrer hohen
Spezifitat und Effektivitdt zum medizinischen Nutzen
verwendet werden. Die Natur macht es uns vor — wir
miissen nur von ihr lernen. *

Glossar

ntikoagulanz: Pharmazeutikum,

das die Blutgerinnungskaskade
hemmt, zum Beispiel Heparine, Phen-
procoumon (Marcumar®) oder War-
farin

Antithrombotikum: Pharmazeuti-
kum, das die Aktivierung und Aggrega-
tion der Blutpldttchen (Thrombozyten)
und so die Ausbildung des Blutpfropfes
hemmt, zum Beispiel Acetylsalicylsaure
(Aspirin®)

Arteriosklerose: Arterienverkalkung.

Durch Schadigung der Endothelzellen
kommt es zum entziindlichen Prozess in
der Gefalwand, der mit der Ablagerung
von Lipiden und der fibrotischen Produk-
tion von Kollagen zur Schiadigung des
Blutgefdfes fiihrt. Am geschadigten En-
dothel kommt es zur Thrombozytenakti-
vierung und Thrombusbildung
Basalmembran: Eine spezielle
zweidimensionale Schicht der extrazel-
luldaren Matrix, die das Bindegewebe
von anderen Geweben trennt. Sie ist
aus Glykoproteinen (Typ-IV-Kollagen,

Laminine, Nidogen) und Proteoglykanen
(Perlecan) aufgebaut. Sie ist fiir Zellen
impermeabel

Domane: Faltungseinheit eines Pro-
teins

Embolie: BlutgefdaRverschluss durch
einen Thrombus, der durch den Blut-
strom von seinem Bildungsort losgeris-
sen wurde

Extrazelluldre Matrix: Gertistwerk
aus Proteinen, Glykoproteinen und Pro-
teoglykanen, die im Zwischenzellraum
des Bindegewebes vorhanden sind. Eine
besondere Zugfestigkeit des Bindegewe-
bes wird durch kollagenhaltige Fibrillen
(Typ-I- bzw. II-Kollagen) bewerkstelligt

Fibrinolytika: Pharmazeutika, die
den fibrinreichen Blutpfropf auflosen

Héadmostase: Blutstillung, Beendung
des Blutaustritts aus einem verletzten
Blutgefall

Protease: Enzym, das Peptidbindun-
gen eines Proteins spalten kann. Dabei
nimmt die Protease das Proteinsubstrat
in seiner Bindungstasche auf. Das darin

enthaltene aktive Zentrum spaltet dann
das Proteinsubstrat unter Einbau eines
Wassermolekiils (hydrolytisch) in zwei
Peptidfragmente. Nach dem Bestandteil
des aktiven Zentrums, der fir die kata-
lytische Aktivitdt der Protease essenziell
ist, unterscheidet man Serin-, Cystein-,
Aspartat- und Metalloproteasen

Thrombose: Ausbildung eines Blut-
gerinnsels innerhalb eines BlutgefdRes,
zum Beispiel durch entziindliche Pro-
zesse, durch Arteriosklerose oder durch
die stets stattfindende Abschilferung von
Endothelzellen

Thrombus: Blutgerinnsel, das als
Endprodukt der Blutstillung ein verletz-
tes Blutgefal3 verschlie3t

Thrombozyten: Blutplattchen,
mit einem Durchmesser von 1,2 bis 4
Mikrometer und einer Lebensdauer von
8 bis 11 Tagen. Normale Anzahl im Blut:
250000 bis 400000 pro Mikroliter. Bei
niedrigeren Werten droht eine Gerin-
nungsstorung. Operationen sind nicht
ratsam
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