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1 Einleitung
1.1 Vergiftungen durch Schlangenbisse

1.1.1 Epidemiologischer Hintergrund

Weltweit wird die Zahl der Vergiftungen durch Schlangenbisse auf ca. 1,8 bis 2,7
Millionen pro Jahr und die jahrliche Zahl an Todesfallen auf bis zu 138.000 Falle
(ca. 5%) geschétzt (Chippaux, 1998, Kasturiratne et al., 2008). Gesundheitliche
Folgen nicht, zu spat oder inadaquat behandelter Schlangenbisse sind oft gra-
vierend (Mebs, 2010). Die meisten Opfer von Schlangenbissen leben in den
armsten Gebieten der Welt (The Lancet, 2017). So sind vor allem landliche Ge-
genden in Sud- und Sidostasien, Subsahara-Afrika und Ozeanien betroffen
(Chippaux, 1998, Kasturiratne et al., 2008).

Schlangen sind wechselwarme Tiere, die in tropischen Klimazonen ihren optima-
len Lebensraum finden (Chippaux, 1998). Giftschlangen téten ihre Beute, groi3-
tenteils kleine Nagetiere, indem sie dieser ein hochgiftiges Toxingemisch injizie-
ren und dann unzerkleinert verzehren. Sie gelten als Kulturfolger, die durch das
erhdhte Nahrungsangebot an Ratten und Mausen in landwirtschaftlichen Flachen
und menschlichen Siedlungen angelockt werden. Ein Schlangenbiss ist in der
Regel die Folge einer unerwarteten Begegnung, bei der das Opfer der Schlange
zu nah kommt. In vielen landlichen Regionen Afrikas und Asiens ist eine zeitnahe
und umfassende medizinische Versorgung der Vergiftung, aufgrund mangelnder
Infrastrukturen im Gesundheitssystem, oft nicht mdglich. Vor allem bei Kindern
ist die Mortalitatsrate hoch (Mebs, 2010). In den letzten Jahren wurde diese Prob-
lematik von der World Health Organization (WHO) verstarkt aufgegriffen und
2017 in die Liste der vernachlassigten Tropenkrankheiten der Kategorie A aufge-
nommen (The Lancet, 2017, Chippaux, 1998). Der ehemalige Generalsekretér
der Vereinten Nationen, Kofi Annan bezeichnete im Jahr 2018 Schlangenbisse
als die wichtigste tropische Krankheit, von der man bis jetzt nicht gehoért habe
(Williams et al., 2019) und kritisierte die mangelnde Aufmerksamkeit fur das

Thema.



1.1.2 Giftschlangen

Der Begriff Giftschlange ist kein zoologischer Ordnungsbegriff, sondern dient der
Charakterisierung einer besonderen Eigenschaft. Sie verfigen tber einen Gift-
apparat mit Drisen zur Giftproduktion und speziell ausgebildeten Zahnen, mit
denen sie das Gift in ihre Beute injizieren (Mebs, 2010). Nach heutigem Wissens-
stand existieren Uber 3000 Schlangenarten, von denen circa ein Finftel zu den
Giftschlangen zahlt. Die zwei wichtigsten Schlangenfamilien der Giftschlangen
sind Elapidae (Giftnattern) und Viperidae (Vipern) (Pough et al., 2004).

1.1.3 Zusammensetzung von Schlangengiften und klinisches Erschei-
nungsbild

Das klinische Erscheinungsbild eines Schlangenbisses ist sehr variabel
(Gutiérrez et al., 2017a). Schlangengifte weisen einen hohen Wassergehalt von
50% bis 90% auf. Das lyophilisierte, wasserfreie Rohgift besteht zum Grol3teil
aus Proteinen und Polypeptiden mit toxischem und/oder enzymatischen Eigen-
schaften. Diese Komponenten bestimmen je nach Aktivitat, Spezifitdt, Anteil so-
wie ihrer Kombination die Symptomatik der Vergiftung.

In Giften von Elapiden sind vor allem Neurotoxine zu finden, welche durch Blo-
ckierung des peripheren Nervensystems zu einer Lahmung der Muskulatur fih-
ren. Angriffspunkte der Neurotoxine kdnnen sowohl die post- als auch die prasy-
naptische Membran sein. Auch Zyto- und Kardiotoxine kommen vor. Sie entfalten
ihre Wirkung durch lytische oder kardiotoxische Eigenschaften. Im Gegensatz
dazu weisen Viperngifte hohe Konzentrationen an Enzymen auf (Mebs, 2010).
Von grof3er Bedeutung sind Proteasen und Peptidasen, die Uber verschiedene
Mechanismen zur Vergiftungssymptomatik beitragen (Lomonte et al., 2014,
Mebs, 2010). So kénnen hydrolysierende Enzyme, tber eine Stérung der korper-
eigenen Gerinnungskaskade, zu einer verstarkten Blutungsneigung fuhren. Sehr
typisch fur Viperngifte ist die Bildung von Odemen und Nekrosen durch Zersto-

rung der Kapillaren (Mebs, 2010).



1.1.4 Therapeutischer Ansatz mithilfe von Antiveninen

Nach einem Schlangenbiss sollte schnellstmoéglich eine Therapie eingeleitet wer-
den. Erste-Hilfe-MaRnahmen wie Inzisionen oder die Unterbrechung des Blut-
flusses durch Anbringen eines Tourniquets werden nicht mehr empfohlen
(Amaral et al., 1998, Gold et al., 2002). Stattdessen steht die Behandlung im
Krankenhaus mit einem Gegengift, einem Antivenin, im Vordergrund. Die Thera-
pie mit einem intravends verabreichten Antivenin stellt die einzige potenziell le-
bensrettende MafRnahme nach einem Schlangenbiss dar (Hifumi et al., 2015,
Rodrigues-Silva et al., 1999). Das erste Gegengift fir Schlangenbisse wurde,
Ende des 19. Jahrhunderts, von Albert Calmette entwickelt (Gutiérrez et al.,
2011).

Antivenine bestehen aus Immunglobulinen (Ig), die in der Lage sind, Gifte zu
neutralisieren und die toxischen Effekte zu lindern. Gewonnen werden diese aus
dem Blutplasma von Saugetieren, in aller Regel von Pferden oder Schafen, de-
nen zuvor Schlangengift in einer nicht letalen Dosis verabreicht wurde (Vargas et
al., 2015). Meist handelt es sich bei Antiveninen um ein Gemisch polyvalenter
Immunglobuline oder polyvalenter Immunglobulin-Fragmente (Casewell et al.,
2014, Gutiérrez et al., 2011). Die Verwendung der fragmentierten Immunglobu-
line, F(ab’)2, kann das Auftreten von Nebenwirkungen gegentber unfragmentier-

ten Immunglobulinen reduzieren (Vargas et al., 2015, Ledn et al., 2013).

Nebenwirkungen, die als Ergebnis einer Uberschielenden Immunreaktion des
Korpers auf Antivenine auftreten kdnnen (Justiz Vaillant et al., 2020), treten ent-
weder akut oder verzdogert, nach ca. vier bis zwolf Tagen, auf (Lundquist et al.,
2007, de Silva et al., 2016). Immunologisch vermittelte Reaktionen werden nach
Coombs und Gell in vier Klassen, Typ | bis Typ IV, eingeteilt (Justiz Vaillant et
al., 2020). Als akut auftretende Nebenwirkungen von Antiveninen sind vor allem
allergische Reaktionen zu nennen (Ledn et al., 2013). Diese kdnnen als IgE-ver-
mittelte Typ-I-Reaktion vom Soforttyp auftreten. Durch Degranulation von Hista-
min und anderen Entziindungsmediatoren, durch Mastzellen und basophile Gra-

nulozyten (Justiz Vaillant et al.,, 2020), kann die Typ-I-Reaktion von milden



Symptomen wie Urtikaria, Fieber und Kopfschmerzen bis hin zum anaphylakti-
schen Schock reichen (de Silva et al., 2016). Es wird vermutet, dass die Mehrheit
der allergischen Reaktionen nicht als reine IgE-vermittelte Uberempfindlichkeits-
reaktionen, sondern in Kombination, beispielsweise mit der Aktivierung des Kom-
plementsystems, ablaufen (Vargas et al., 2015). Zeitlich verzégert kann die Se-
rumkrankheit, eine Uberempfindlichkeitsreaktion des Immunsystems vom Typ I,
auftreten. Diese geht mit der Bildung und anschlielRenden Ablagerung von Im-
munkomplexen, bestehend aus zirkulierenden Antigenen und IgM- bzw. IgG-An-
tikérpern, einher und fihrt ebenfalls zur Mitaktivierung des Komplementsystems
(Kanji and Chant, 2010). Durch einen nicht vollstandig geklarten Pathomechanis-
mus fuhrt die Aktivierung des Komplementsystems tiber die chemotaktische Wir-
kung der Komplementproteine zur Infiltration neutrophiler Granulozyten und da-
mit zu Entziindungsreaktionen und perivaskularen Gewebeschadigungen (Leon
et al., 2013). Die Ablagerungen der Immunkomplexe kénnen eine Reihe an
Symptomen bewirken. So kann es unter anderem zu Urtikaria, Fieber, Lympha-
denopathie und Gelenkschmerzen kommen (de Silva et al., 2016).

1.1.5 Verfugbarkeit von Antiveninen

Ein grol3es Problem in der Therapie von Schlangenbissen stellt die mangelnde
Verfligbarkeit von Antiveninen dar. Griinde hierfur sind nicht nur der mangelhafte
Zugang zum Gesundheitssystem in Entwicklungslandern (Chippaux, 2008), son-
dern auch wirtschaftliche Faktoren, die die Produktion von Antiveninen behindern
(Williams et al., 2011). So spielen hohe Produktionskosten sowie die mangelnde
Wirtschaftlichkeit der Antivenin-Herstellung eine grof3e Rolle (Casewell et al.,
2010, Theakston and Warrell, 2000). Die Antivenine unterscheiden sich, abhan-
gig von den zur Herstellung verwendeten Giften, in ihrer Spezifitdt und Effektivitat
Antigene zu neutralisieren (Calvete, 2017). Die Zusammensetzung von Schlan-
gengiften variiert auf allen taxonomischen Ebenen wie Art, Spezies oder sogar
zwischen lokalen Populationen. Obwohl sich Venine aus einer begrenzten An-
zahl an Proteinfamilien zusammensetzen, unterscheiden sich die Anteile einzel-
ner Proteine sowie ihre Auspragung in einem spezifischen Venin, mit Folgen fur

das toxikologische und immunologische Profil des Gifts (Gutiérrez et al., 2017b).



Der Einsatz von Antiveninen auf Basis von Venomen aus anderen Regionen oder
von verwandten Arten kann mangelnde Wirksamkeit sowie eine Zunahme des
Nebenwirkungsprofils zur Folge haben (de Silva et al., 2011). Die Komplexitat
von Schlangengiften, mit ihrem breiten Spektrum an pathologischen und patho-
physiologischen Manifestationen von Vergiftungen durch das Zusammenwirken
verschiedener Toxine, stellt eine groRe Herausforderung und einen hohen Auf-
wand fur die vorklinischen Tests zur Wirksamkeit von Antiveninen, die jedoch fur
die Sicherheit des Patienten erforderlich sind, dar (Gutiérrez et al., 2017b).

1.2 Préklinische Testung von Antiveninen
1.2.1 WHO-Goldstandard zur Testung an Mausen

Seit 2008 bestehen Richtlinien der WHO zur Produktion, Kontrolle und Regulie-
rung von Antiveninen, die zuletzt 2016 aktualisiert wurden. Es werden Kategorien
von Schlangengiften nach Verbreitung der Schlangenart, z.B. in Gebieten mit ho-
her Bevolkerungsdichte, Haufigkeit der Schlangenbisse sowie Schwere der Ver-
giftungssymptomatik, die einen erheblichen Grad an Morbiditat, Behinderung
oder Mortalitat verursachen, gebildet. Auf deren Basis wird die Entscheidung zur
Herstellung von Antiveninen unter Risikoabwagung fir bestimmte Regionen ge-
troffen. Fur Nordafrika, den Mittleren Osten Afrikas und das Sub-Sahara-Gebiet
ist beispielsweise unter den Viperidae die Puffotter, Bitis arientans, gelistet. Die
Richtlinien umfassen zudem alle Produktionsschritte der Antivenine, von der Ent-
nahme des Schlangengiftes, Vor- und Aufbereitung der Venome, Immunisierung
der Tiere, Entnahme und Behandlung des Blutplasmas, bis hin zu Vorgaben fur
die praklinische Testung des, aus den gewonnenen Immunglobulinen hergestell-
ten, Antivenins. Auch ethische Leitlinien fir das Tierwohl in Produktion und Tes-
tung des Antivenins sind in den Richtlinien der WHO enthalten (World Health
Organization, 2016).

Als Goldstandard zur praklinischen Testung von Antiveninen gilt die Ermittlung
der mittleren effektiven Konzentration (engl. effective concentration 50, EC50) an
Mausen. Dieser Test ermittelt die Menge an Antivenin, die das Uberleben von

50% der Versuchspopulation sichert und sie damit vor den letalen Folgen des



verabreichten Venins schitzt (World Health Organization, 2016). Hierzu wird in
einem ersten Schritt die mittlere letale Konzentration (engl. lethal concentration
50, LC50), ab der 50% der Population versterben, fir das Venin ermittelt
(Casewell et al., 2014). Im Anschluss wird den Mausen ein Gemisch aus der drei-
bis sechsfachen LC50-Dosis des Venins und verschiedenen Antiveninkonzent-
rationen intravends verabreicht, um die EC50-Konzentration zu ermitteln
(Casewell et al., 2014, Araujo et al., 2008, World Health Organization, 2016). Die
zusatzliche Observierung der Neutralisationsfahigkeit pathologischer Effekte der
Schlangengifte, wie Myo- und Neurotoxizitat, Nekrosen, Blutungen und Aktivie-
rung des Gerinnungssystems, wird empfohlen (World Health Organization,
2016).

Nicht immer kdnnen die ethischen und finanziellen Kosten eines Tierversuches
gerechtfertigt werden (Casewell et al., 2010). Die Testung von Schlangengiften
an Mausen nach dem WHO-Schema und die damit verbundenen Schmerzen und
das Leiden der Tiere, haben Bedenken uber die Notwendigkeit von Tieren in der
Erforschung von Antiveninen ausgelost (World Health Organization, 2016).

Die WHO-Richtlinien zur Testung von Antiveninen enthalten auch ein, auf den
drei Saulen ,Ersatz, Reduktion, Verbesserung® (engl. replacement, reduction, re-
finement, 3R) basierendes Konzept mit der Zielsetzung, Tierversuche durch im-
munologische Screening-Verfahren und In-vitro-Testverfahren zu ersetzen, die
Anzahl der Tiere in Versuchsreihen zu reduzieren und das Tierwohl wahrend der
Versuchsdurchfuhrung, z.B. durch den Einsatz von Schmerzmitteln und die zeit-
liche Begrenzung der Versuchsdauer, zu verbessern (Gutiérrez et al., 2017b,
World Health Organization, 2016).

1.2.2 Alternativen zum WHO-Schema

1.2.2.1 Enyzme Linked Immunsorbent Assay (ELISA)

Casewell et al. (2014) fuhren als Alternative zum In-vivo-Test an Mausen den
ELISA als In-vitro-Test auf. Untersucht wird die immunologische Kreuzreaktion
zwischen einem Antigen, in dieser Studie Venin, und einem Antikorper, hier An-

tivenin. Die Bindungskapazitat des Antivenins kann so bestimmt werden.



Das Verfahren nutzt markierte Antikérper zum Nachweis der immunologischen
Kreuzreaktion. Biotinylierte Antikorper werden durch Streptavidin-Meeretichper-
oxidase markiert. Nach Zugabe von Tetramethylbenzidin ist die Detektion der
Antikorperbindungen mit einem Fotometer moglich. Der Einsatz von Streptavidin
dient der Signalamplifikation (Casewell et al., 2014). Das Enzym kann entweder
direkt an den Primarantikdrper, das Antivenin, gebunden (direkter ELISA), oder
Uber einen Sekundarantikbrper an das Antivenin gekoppelt (indirekter ELISA),
vorliegen (Lin, 2015a, Lin, 2015b). Mithilfe des ELISA kann die Menge an Anti-
venin (in ng) ermittelt werden, die notwendig ist, um die Halfte des Giftes auf der
Mikrotiterplatte zu binden. Je geringer dieser Wert ist, desto groRRer ist die Bin-

dungskapazitat eines Antivenins.

In der Diagnostik der Kreuzreaktivitat von Veninen wird zunehmend der Inhibiti-
ons-Assay oder kompetitive Immunassay verwendet. Hierbei wird die Bindungs-
starke zwischen Antigen und Antikorper, ebenfalls durch fluoreszierende immu-
nologische Markierung, sichtbar gemacht. Jedoch werden bestehende Antigen-
Antikdrper-Bindungen durch Hinzugabe eines zweiten, zu untersuchenden, Anti-
gens gelost. Je starker die Affinitat zwischen dem zu untersuchenden Antigen
und dem Antikdrper, desto mehr, bereits bestehende, Bindungen werden aufge-
|6st, mit dem Ergebnis einer abgeschwachten Lichtreaktion. Die Starke der Licht-
reaktion ist umgekehrt proportional zur Bindungsstarke zwischen zu untersu-
chendem Antigen und Antikérper (Khanbashi et al., 2015).

Ein vielversprechender Ansatz aus der Diagnostik in der Virologie konnte der
Neutralisations-ELISA darstellen. Das Hauptaugenmerk liegt auf neutralisieren-
den Antikdrpern, die durch Bindung und Blockierung auf der Zelloberflache viraler
Partikel befindlicher Epitope das Eintreten des Virus in die Zelle verhindern und
somit die virale Infektiositat reduzieren (Klasse, 2014). Im Unterschied zu her-
kommlichen Neutralisationstests, bei denen die Auszéhlung infizierter Zellen
nach immunzytochemischer Farbung unter dem Lichtmikroskop erfolgt, wird die
Antigen-Antikérper-Bindung, tUber eine durch einen enzymkonjugierten Sekun-

darantikdrper katalysierte Farbreaktion mittels Fotometer gemessen (Mangin,



2004). Bei der Erforschung von Impfstoffen, auch im Rahmen der aktuellen Pan-
demie durch das SARS-CoV-2 Virus, spielen neutralisierende Antikdrper durch
ihre Spezifitat eine Ubergeordnete Rolle. Der hohe Zeitaufwand sowie der auf-
wendige Herstellungsprozess stellen zurzeit Limitierungen fur den Einsatz dieses
Tests dar (Zhou and Zhao, 2020).

Allerdings ergeben sich Einschrdnkungen der In-vitro-Tests gegeniber dem
WHO-Schema an Mausen. Bei Casewell et al. (2010) zeigt sich eine mangelnde
Ubereinstimmung der Ergebnisse der Immunassays mit den in vivo durchgefiihr-
ten Neutralisationstests. Gleichermalf3en wird, sowohl bei Casewell et al. (2014),
als auch bei Khanbashi et al. (2015) und Mangin (2004) deutlich, dass eine Be-
urteilbarkeit der Wirkung des Giftes auf den Organismus in diesen Verfahren

nicht maglich ist.

1.2.2.2 Der Fischembryo-Toxizitatstest (FET)

Zebrafischembryonen werden immer haufiger als effektives Versuchsmodell fir
toxikologische Studien chemischer Stoffe eingesetzt (Sipes et al., 2011). Die Or-
ganisation for Economic Co-operation and Development (OECD) hat zur Prufung
der Wirkung und Toxizitat von Chemikalien Leitlinien zur Verwendung von Zeb-
rafischembryonen als Modellorganismus entwickelt und 2013 uberarbeitet
(Braunbeck, 2012, OECD, 2013). Unter der Rubrik ,Auswirkungen auf biologi-
sche Systeme* werden die Vorgaben zum ,akuten Toxizitatstests an Fischemb-
ryonen® nach OECD 236 aufgefiuihrt (OECD, 2013).

Der FET kann zwischen dem akuten Fischtest nach OECD 203 und dem Fischei-
Test (DIN EN ISO 15088) eingeordnet werden.

Wahrend der akute Fischtest, als Tierversuch, mit adulten Fischen arbeitet, wird
beim Fischei-Test, der vor allem zur Untersuchung von Fischtoxizitat in Wasser-
und Abwasserproben eingesetzt wird, mit noch nicht geschlipften Fischembryo-
nen (FE) bis zu einem Alter von 48 Stunden nach Befruchtung, engl. hours post
fertilization (48 hpf), gearbeitet. Der FET sieht einen Beobachtungszeitraum

frisch befruchteter Fischembryonen bis zu 96 hpf vor. Als Tierversuch gilt der



Einsatz von Fischembryonen erst ab dem 5. Entwicklungstag (120 hpf) (Strahle
et al., 2012).

Haufig finden Embryonen von Zebrafischen, Danio rerio, Verwendung. Vorteile
des Einsatzes von Zebrafischen sind die schnelle, extrauterine Embryonalent-
wicklung und die Transparenz der friihen Entwicklungsstadien (Bertrand and
Traver, 2009, Davidson and Zon, 2004). Dass sowohl die Eihille als auch der
Korper der Zebrafischembryonen transparent sind, erleichtert die Untersuchbar-
keit und ermdglicht die Beobachtung des Metabolismus sowie systemischer
Wechselwirkungen des Organismus (Sipes et al., 2011). Zebrafische eignen sich
aufgrund der Ahnlichkeit zu Saugetieren besonders als Modellorganismus. Ca.
70% der Gene von Zebrafischen ahneln denen des Menschen (Howe et al.,
2013). So entwickelt der Zebrafisch wahrend der Embryonalphase in den ersten
48 Stunden prinzipiell alle Organsysteme, die sich bei Menschen ausbilden. Auch
das Nervensystem der Zebrafische ist dem des Menschen bezlglich Organisa-
tion und Zelltypen sehr ahnlich (Kimmel et al., 1995). Die hohe Fruchtbarkeit von
Zebrafischen, ihre kurze Generationszeit, die daraus resultierende gute Verfug-
barkeit von Fischembryonen sowie die kleine GroR3e stellen weitere Vorteile fur
die Untersuchung von toxischen Substanzen und deren Wechselwirkung mit dem
Organismus an Zebrafischen dar (National Research Council Committee on
Developmental, 2000).

In der 2017 von Chan et al. publizierten Arbeit zur Einschatzung der Toxizitat von
Crotamin, einem im Gift von Klapperschlangen enthaltenen Protein, wurde mit
Zebrafischembryonen als Versuchsmodell gearbeitet. Die Auswirkungen nicht le-
taler Konzentrationen auf die Entwicklung, kardiale Funktion und Bewegungsfa-
higkeit der Fischembryonen, sowie die Ermittlung der LC50-Konzentration stan-
den im Vordergrund (Chan et al., 2017).



1.3 Fragestellung der Arbeit

Eignet sich der akute Toxizitatstest an Fischembryonen im Rahmen préklinischer
Antivenin-Tests als Alternative zum WHO-Tierversuch an Mausen? Es qilt die
Ubertragbarkeit des WHO-Testschemas fiir Antivenine auf den akuten Fi-
schembryo-Toxizitatstest an Zebrafischembryonen zu prifen. Durch Einsatz des
Fischembryo-Assays konnte eine ethisch nicht vertretbare, hohe Anzahl an Tier-
versuchen vermieden werden.

In einem ersten Schritt soll die giftspezifische Toxizitat fur ein wassriges Milieu,
in diesem Zusammenhang findet die mittlere letale Konzentration Anwendung,
fur finf Schlangengifte erarbeitet werden. Im Anschluss soll die Anwendbarkeit
des Fischembryo-Assays in der pharmakologischen Qualitatskontrolle zur Ein-
schatzung der Neutralisationskapazitat von Antiveninen, durch Ermittlung der

mittleren effektiven Konzentration, gepruft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Gerat

Firma

Analysewaage

Sartorius Weighing Technology

Axiocam 105 color

Zeiss

Brutschrank

Heraeus, BT 5042 E

Kuhlschrank

Kirsch Med 85 DIN

Lyophilisiergerat LCG

CHRIST

Magnetriihrer (RCT Basic)

IKA Labortechnik

Stereomikroskop Stemi 508 Zeiss
pH-Meter Mettler Toledo
Ruttler Stuart gyro-rocker SSL3

,vortex Genie 2“-Magnetrihrer

Scientific Industries

Gebrauchsmaterialien

Firma

Becherglas

Schott, Duranglas

Pipetten
- Eppendorf Research plus

0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

- Eppendorf
500-2500 pl

Eppendorf

Pinzetten

Dumoxel, Rustless, Non-Mag-

netic
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Verbrauchsmaterialien Firma
Eppendorf-Tubes 3810X Eppendorf
Falcon-Tubes, 50 ml Falcon

Handschuhe Vascon

B. Braun Melsungen AG

Mikrotiterplatte (96-Well)

Eppendorf

Pasteurpipetten Plastik

Art. 4894.1, Carl Roth GmbH

Petrischalen

Greiner, Art. G633161

Tuberkulinspritzen Plastipak, 1 ml
- Einmal Injektionskantle (Sterican® Gr.
1,G20x11/2/2 0,90 x 40 mm, gelb)

BD Becton Dickinson

Chemikalien und Puffer

Firma

Aqua

B. Braun Melsungen AG

Formaldehyd 4,5%

Langenbrinck GmbH

Isotone Natriumchloridldsung 0,9%

B. Braun Melsungen AG

PBS-Puffer

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline D8537, Sigma Life Science

Tween 20 Art. 9127.1, Carl Roth GmbH
E2-Medium Max-Planck-Institut Tubingen
Zusammensetzung:

44 g Natriumchlorid, 12,3 g Magnesi-
umsulfat, 7,3 g Calciumchlorid, 3g Natri-
umhydrogencarbonat, 1,9 g Kaliumchlo-
rid, 1,03 g Kaliumdihydrogenphosphat
und 0,38 g Dinatriumhydrogenphosphat
pH-Wert: 7,3 (leicht alkalisch)
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Die Firma Latoxan, mit Sitz in Portes-lés-Valence in Frankreich, stellte das Gift

der folgenden fiinf Schlangen zur Verfigung.

Venine
Wissenschaftlicher Deutscher Menge Zustand
Name Name
Crotalus atrox Texas-Klapper- o
100 mg Weildliches Pulver
schlange
Vipera ammodytes | Europaische Horn- o
. 100 mg Weilliches Pulver
viper
Bitis arietans Puffotter 100 mg Weildliches Pulver
Naja naja Brillenschlange 100 mg Weilliches Pulver
Naja haje Agyptische Kobra 100 mg Weildliches Pulver

Lagerung: in einem Kuhlschrank des Labors der Hautklinik Tibingen bei 4 °C

Die Abteilung fur Klinische Toxikologie des Klinikums rechts der Isar in Minchen

(Technische Universitat Minchen) stellte das, in dieser Studie verwendete, Anti-

venin zur Verfugung.

(PSASA)

e Bitis arietans,
¢ Naja naja und

¢ Naja haje

Antivenin Einsatzspektrum Menge | Zustand
Polyvalent Snake | Gegen afrikanische Giftschlangen, 10 ml | Klare
Antivenom Saudi | u.a. gegen die in dieser Studie ver- Flissig-
Arabia wendeten Gifte der keit

Lagerung: in einem Kihlschrank des Labors der Hautklinik Tibingen bei 4 - 8 °C

Beipackzettel: PSASA ist ein polyvalentes Antivenin, das aus Pferden, die

durch mehrfache Verabreichung von sechs verschiedenen Schlangengiften hy-

perimmunisiert wurden, gewonnen wird. Hauptbestandteil sind, nach Reinigung
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und Aufbereitung, hochkonzentrierte F(ab”)2-Antikdrperfragmente. Das Antive-
nin ist durch sein grof3es Wirkspektrum, nicht nur hochspezifisch in der Neutrali-
sation der zur Herstellung verwendeten sechs Schlangengifte, sondern eignet
sich dartber hinaus zur Neutralisation weiterer Schlangengifte des Mittleren Os-

tens und Nordafrikas.

Fischlinie Wildtyp-Linie , TU“, ZFIN: ZDB-GENO-990623-3
Bereitstellung Fischzucht des Max-Planck-Instituts Tubingen
Systematik Ordnung Cypriniformes, Familie der Cyprinidae, Stamm
Danio rerio (Scheitza, 2013)
Verwendete e 48 hpf, mit Chorionhtille
Fischembryonen e 48 hpf, ohne Chorionhtlle, mechanisch entfernt
e 72 hpf, ohne Chaorionhlle, geschlipft

2.2 Bereitstellung von Zebrafischen
2.2.1 Haltung von Zebrafischen

Im Fischhaus des Max-Planck-Instituts in Tabingen werden ca. 170.000 Zebrafi-
sche nach den Vorgaben von Brand et al. (2002) gehalten. Die Sauberkeit des
Wassers in den Aquarien ist von hoher Prioritat, da Zebrafische empfindlich auf
Giftstoffe z.B. aus den eigenen Ausscheidungen reagieren. Durch die Zirkulation
des Wassers durch biologische Filter, auf deren Oberflache Bakterien wachsen
kénnen, wird dieses gereinigt. Ein Aquarium mit einem Volumen von ca. 16 | dient
der Haltung von max. 60 Fischen. Die Aquarien bestehen aus Glas. Ein engan-
liegender Deckel verhindert die Abwanderung der Zebrafische. Das Futtern der
Fische erfolgt durch ein kleines Loch im Deckel mit einem maximalen Durchmes-
ser von 1 cm. Im Max-Planck-Institut in Tubingen sind die Aquarien mit ,Fisch-
wasser” befullt. Dieses wird aus Leitungswasser, das tber Aktivkohlefilter gerei-
nigt wurde, und Wasser, das durch Revers-Osmose entsalzt wurde, gemischt.
Die Wassertemperatur sollte zwischen 25 bis 28 °C liegen. Ein optimaler Tag-
Nacht-Zyklus wird durch die Beleuchtung des Aquariums mit 14 Stunden Licht

und 10 Stunden Dunkelheit am Tag erreicht. Taglich werden folgende,
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festgelegte Wasserwerte Uberpruft: pH-Wert, Temperatur, Ammonium- und Nit-
ratkonzentration, elektrischer Leitwert, Gesamtharte und Carbonat-Harte. Im
Fischhaus des Max-Planck-Instituts werden pro Tag mindestens 10% der Was-
sermenge ausgetauscht. Die Fitterung mit einer Kombination aus Trocken- und
Lebendfutter, meist Artemia nauplia, halt die Fische in guten Fortpflanzungsbe-
dingungen. Die Anpassung der Futtermenge an die Fischdichte im jeweiligen

Aquarium dammt die Gefahr der Uberfiitterung ein (Brand et al., 2002).

2.2.2 Zucht und Verpaarung

Fur die Gesundheit und Fertilitat der Fische sind der pH-Wert und der Gehalt von
Mineralstoffen im Wasser wichtig. Ein hoher Salzgehalt wirkt sich positiv auf das
Wohlbefinden der Tiere aus, da das Bakterienwachstum reduziert und ein stabiler
pH-Wert induziert wird. Ein niedriger Salzgehalt fordert die Fertilitat der Zebrafi-
sche (Brand et al., 2002).

Die Verpaarung der Zebrafische erfolgt unter Sicht in gesonderten Paarungsbe-
cken. Zunachst werden Mannchen und Weibchen Gber Nacht in ein Paarungs-
becken mit Trennwand gegeben. Am darauffolgenden Morgen wird fir die Ver-
paarung die Trennwand entfernt. Die Eiablage findet nach ca. 5 bis 15 Minuten
statt. Durch diese Methode ist das mogliche Zeitfenster der Befruchtung klein und
das Abschéatzen des Alters der Fischembryonen kann prazise eingeschatzt wer-
den. Ein Weibchen kann bis zu 800 Eier, im Schnitt etwa 200 bis 300 Eier, legen.
Der Boden der Paarungsboxen ist mit Gittereinsatzen versehen, die die gelegten
Eier vor dem Fral3 durch die Elterntiere schiitzen. Dort werden sie mithilfe eines
Teesiebs aus Plastik eingesammelt und in Petrischalen mit Embryo-2-Medium
(E2-Medium) tberflhrt.

Die Fischembryonen werden bis zur Abholung bei 29 °C in den Petrischalen im
Brutschrank belassen. Eine Fitterung der Embryonen ist nicht notwendig, da die

Ernahrung durch ihren Dottervorrat gewahrleistet ist (Brand et al., 2002).
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2.2.3 Transport und Inkubation der Fischembryonen

Die Fischembryonen wurden in einem Alter von 48 Stunden nach Befruchtung
(48 hpf) im Max-Planck-Institut abgeholt. Fir den ca. 20-minutigen Transport ins
Elektromikroskop-Labor der Hautklinik Tubingen wurden die Fischembryonen
mithilfe von Pasteur-Pipetten aus den Petrischalen in Falcon-Tubes mit ausrei-
chend E2-Medium umgesetzt. Die Falcon-Tubes wurden fir einen sicheren
Transport in eine Styroporbox gestellt. Zusatzliche Warmepacks in der Styropor-
box stellten in den Wintermonaten Oktober bis Januar eine optimale Temperatur
von mindestens 28 °C fur den 20-minitigen Transport sicher.

Anschliel3end wurden die Fischembryonen erneut in Petrischalen mit E2-Medium
umgesetzt und mit geschlossenem Deckel inkubiert. Die Inkubationsbedingun-
gen entsprachen den Vorgaben des Max-Planck-Instituts, wobei eine Tempera-

tur von 29 °C im Brutschrank sichergestellt wurde.

2.3 Fischembryonen-Entwicklung

Innerhalb von 48 Stunden entwickeln die Zebrafisch-Oocyten alle Organe des
adulten Zebrafisches (Kimmel et al., 1995). Wahrend dieser Entwicklung befin-
den sich die Zebrafischembryonen innerhalb des Chorions, einer schitzenden
Eihdlle. Etwa 72 hpf schliipfen die Zebrafischembryonen aus der Chorionhille
(Westerfield, 1995). Die OECD-Leitlinien sehen die Beobachtung von Fischemb-
ryonen bis 96 hpf vor (OECD, 2013). Dieser Zeitraum wurde eingehalten.

2.4 Exposition von Fischembryonen mit Veninen
2.4.1 Vorgehensweise

Die LC50-Konzentration bezeichnet die mittlere letale Konzentration einer che-
mischen Substanz mit einer Uberlebensrate von 50% der ausgesetzten Popula-
tion (Schulte and Nagel, 1994). Zur Ermittlung der mittleren letalen Konzentration
LC50 wurden Fischembryonen in E2-Medium auf 96-Well-Mikrotiterplatten pipet-
tiert und mit den finf Veninen in verschiedenen Verdiinnungsreihen versetzt. Die

Letalitatsrate wurde nach 24 Stunden erfasst. Zusatzlich erfolgte eine
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Beobachtung der Fischembryonen direkt nach Giftzugabe, nach 30 Minuten, ei-
ner Stunde, sowie zwei Stunden, bei Bedarf zusatzlich nach drei und funf Stun-

den.

2.4.2 Herstellen der Stammldsung

Zum Losen der Schlangengifte wurde PBS-Puffer (engl. Phosphate buffered sa-
line, Phosphat-gepufferte Salzlésung) eingesetzt. Nach Abziehen des Metallver-
schlusses wurden der Giftampulle mit einer BD-Plastikpak-Tuberkulinspritze und
dazugehdriger Injektionskanule schrittweise 1000 pl PBS-Puffer zugegeben. Das
Gift wurde vollstandig geldst und eine homogene Flissigkeit hergestellt. Diese
Losung diente, mit einer Konzentration von 100.000 ng/ul, als Stammldésung zur

Herstellung der Verdiinnungsreihen.

2.4.3 Verdlnnungsreihen

Je nach Anzahl der Verdiinnungsstufen wurden Eppendorf-Tubes mit den zuge-
hdrigen Nummern beschriftet. Mithilfe einer BD-Plastikpak-Tuberkulinspritze und
dazugehdriger Injektionskanile wurde Stammldsung in das erste Eppendorf-
Tube der Verdiinnungsreihe pipettiert. Nach Auffillen mit E2-Medium wurde das
Venin-E2-Gemisch gevortext. Dieses Gemisch diente als Basis fur die nachste
Verdinnungsstufe. Je nach Art der Verdinnungsreihe wurde dieser Vorgang vier
bis zehn Mal wiederholt. Bis zum Gebrauch wurde die Verdinnungsreihe im

Kihlschrank gelagert.

Zur Berechnung der Konzentrationen der Verdinnungsreihen wurde folgende
Formel verwendet: c1 x V1 = c2 X V2, wobei c1 und V1 jeweils Konzentration und
Volumen der zur Verdiunnung verwendeten Losung angeben und c2 und V2 jene

der entstandenen Verdinnungsstufe.
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2.4.3.1 Log-Stufen

Tabelle 1 zeigt den Aufbau der logarithmischen Verdinnungsreihe, sowie die

Endkonzentrationen auf der Mikrotiterplatte.

Tabelle 1: Logarithmische Verdinnungsreihe der Venine

Verdinnungsstufe C1 Verdinnung Vi V2 C2 Endkonzentration
(ng/ut) (CU) 1) | (ng/u) (ng/ut)
1 100.000 1:5 200 1.000 | 20.000 10.000
2 20.000 1:10 100 1.000 | 2.000 1.000
3 2.000 1:10 100 1.000 200 100
4 200 1:10 100 1.000 20 10
5 20 1:10 100 1.000 2 1
1A 20.000 1:4 75/225 300 5.000 2.500
1B 20.000 1:2 150/150 | 300 | 10.000 5.000
1C 20.000 4:1 225/75 300 | 15.000 7.500
2A 2.000 1:4 75/225 300 500 250
2B 2.000 1:2 150/150 | 300 1.000 500

Fur die erste Konzentration der Verdiinnungsreihe wurde eine 1:5-Verdinnung
der Stammlésung angefertigt. Diese setzte sich aus 200 pl der Stammkonzent-
ration und 800 pl E2-Medium zusammen. Die Konzentration 1 der Verdinnungs-
reihe wurde wie folgt berechnet: 20.000 ng/pl = 200 pl x 100.000 ng/pl / 1.000 pl.
Die zweite Verdlinnungsstufe wurde durch eine 1:10 Verdiinnung der Konzent-
ration 1 hergestellt, sodass eine Konzentration von 2.000 ng/ul vorlag. Durch
Wiederholung der oben beschriebenen Schritte ergaben sich die logarithmischen
Verdinnungsstufen 3 bis 5, wobei die Konzentration 3 200 ng/ul, die Konzentra-
tion 4 20 ng/pl und die Konzentration 5 2 ng/ul betrug.

Bei einzelnen Versuchen wurden zusatzliche Zwischenstufen hergestellt, um mit
hoher Genauigkeit ein Ergebnis zu erzielen. Jeweils drei Zwischenstufen A, B
und C wurden zwischen den Verdinnungsstufen 1 und 2, und den Verdinnungs-
stufen 2 und 3 eingeflgt. Zur Herstellung der Verdlinnungsstufen 1A und 2A wur-
den jeweils 75 ul aus den Verdinnungsstufen 1 bzw. 2 sowie 225 pl E2-Medium
verwendet. Die Konzentration 1A wurde mit 5.000 ng/ul (75 pl x 20.000 ng/ul
/ 300 ul) und die Konzentration 2A mit 500 ng/ul berechnet. Die Verdinnungsstu-
fen 1B und 2B setzten sich aus 150 pl der Verdinnungsstufen 1 bzw. 2 und
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150 ul E2-Medium zusammen. Damit ergaben sich die Konzentration
10.000 ng/ul fur die Verdunnungsstufe 1B und 1.000 ng/ul fir die Verdinnungs-
stufe 2B. Fur die Zwischenstufen 1C und 2C wurden 225 pl der Verdinnungs-
stufe 1 bzw. 2 mit 75 pl E2-Medium gemischt, um Konzentrationen von

15.000 ng/ul bzw. 1.500 ng/ul zu erreichen.

Bei Zugabe von 50 pl der einzelnen Verdiinnungsstufen in die, bereits mit einem
Fischembryo in 50 pl E2-Medium beflllten Wells der 96-Well-Mikrotiterplatte,
wurden folgende Endkonzentrationen fir die Verdinnungsstufen 1 bis 5
(20.000 ng/ul, 1.000 ng/ul, 100 ng/ul, 10 ng/ul und 1 ng/ul) sowie die Zwischen-
stufen 1A bis 2C (2.500 ng/ul, 5.000 ng/ul, 7.500 ng/ul, 250 ng/ul, 500 ng/ul,
750 ng/ul) des Giftes auf der Mikrotiterplatte erreicht.

2.4.3.2 Halbierende Verdinnungsreihe

Ausgehend von der Stammldsung mit einer Konzentration von 100.000 ng/ul
wurden halbierende Verdiunnungsreihen in folgenden Verdinnungsschritten: 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 und 1:256 hergestellt (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: Halbierende Verdinnungsreihe der Venine

Verdinnungsstufe Cl Verdinnung Vi vz © Endkonzentration

(ng/ul) (1) (ki) (ng/ul) (ng/ul)

1 100.000 1:4 250 | 1.000 25.000 12.500

2 25.000 1:2 500 | 1.000 12.500 6.250

3 12.500 1:2 500 | 1.000 6.250 3.125

4 6.250 1:2 500 1.000 3.125 1.562,5

5 3.125 1:2 500 1.000 1.562,5 781,25

6 1.562,5 1:2 500 | 1.000 781,25 390,625

7 781,25 1:2 500 | 1.000 390,625 195,313

Eine Konzentration von 25.000 ng/ul wurde in der ersten Verdinnungsstufe er-
zielt. FUr die nachfolgenden Konzentrationen wurde jeweils die Hélfte des Volu-
mens der vorherigen Verdinnungsstufe zu gleichen Teilen mit E2-Medium ge-
mischt. Die Endkonzentrationen der Stufen 1 bis 7 wurden durch Aufbringen von

50 ul der Giftlésung, in die bereits mit einem Fischembryo und 50 pl E2-Medium
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besttickten Wells auf der Mikrotiterplatte, erreicht. Beim Versuch mit dem Gift der

Naja naja wurde die Anzahl der Verdinnungsstufen um weitere finf erhoht.

2.4.4 Auswahl der Fischembryonen

In Anlehnung an die Vorgehensweise von Chan et al. (2017) wurde fiir den ersten
Versuch mit dem Gift der Crotalus atrox bei Fischembryonen, mit einem Alter von
48 hpf, die Chorionhille mechanisch mit einer Pinzette entfernt. Der Zeitaufwand
und das Verletzungsrisiko fur die Fischembryonen erwiesen sich als hoch. Im
Folgeversuch mit dem Gift der Crotalus atrox wurden Fischembryonen (48 hpf)
mit und ohne Chorionhulle (mechanisch entfernt) eingesetzt und Unterschiede in
der Letalitat beobachtet. Um einheitliche Bedingungen fir den Versuchsaufbau
zu gewahrleisten, wurde in den nachfolgenden Versuchen mit Fischembryonen
72 hpf gearbeitet, die bereits selbststandig aus der Chorionhulle geschlipft wa-

ren.

Nach der Auswahl geschlipfter und gut entwickelter Embryonen unter dem Mik-
roskop, erfolgte die Pipettierung je einer Larve mit 50 pl E2-Medium auf eine 96-
Well-Mikrotiterplatte. Zur Minimierung des Verletzungsrisikos der Fischembryo-
nen wurde das vordere Drittel der Pipettenspitze, zur VergroRerung der Offnung,

glatt abgetrennt.

2.4.5 Auswahl des Kontrollmediums

Das Kontrollmedium fir alle nachfolgenden Versuche wurde im Erstversuch des
Giftes Crotalus atrox festgelegt. Vier Kontrollgruppen mit je sechs Wells und je-
weils einem Fischembryo ohne Chorionhille wurden mit den Medien PBS-Puffer,
E2-Medium, Aqua und Natriumchlorid (0,9%) eingesetzt. Keines der Medien
fuhrte zu Einschréankungen der Vitalfunktionen oder zum Tod der Fischembryo-
nen. Aufgrund der Eignung als Transport- und Lagermedium fir Zebrafischemb-
ryonen wurde das E2-Medium als Kontrollmedium fir alle weiteren Versuche

festgelegt.
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2.4.6 Aufbringen der Venin-Verdinnungsreihen

Der genaue Aufbau der Mikrotiterplatten variierte in den Versuchen, das Grund-
schema blieb identisch. Die Anordnung der Verdinnungsstufen auf der Mikroti-
terplatte erfolgte nach festen Regeln. Eine Verdinnungsstufe wurde mit der An-
zahl der bendétigten Wells, welche zwischen vier und zwolf differierte, waagerecht
angeordnet. Kontrollfelder mit Kontrollmedium, ebenfalls mit einer Anzahl von
vier bis zwdlf Wells, wurden in die unterste Reihe der Mikrotiterplatte gesetzt. In
die bereits mit Fischembryonen und 50 ul E2-Medium bestlickten Wells wurden

die Giftldsungen in verschiedenen Konzentrationen aufgebracht.

Im Anschluss wurden die Mikrotiterplatten zur gleichmaRigen Verteilung des
Schlangengiftes fur 10 Minuten auf den Ruttler gestellt. Unter dem Mikroskop
wurde die Letalitat der einzelnen Konzentrationen, bezogen auf die Zeit nach Ex-
position, erhoben. Fischembryonen ohne Herzschlag, ohne Bewegung (OECD,
2013) und ohne Zirkulation wurden als letal eingestuft. Zuséatzlich zur Abschluss-
kontrolle, 24 Stunden nach Exposition, wurde die Letalitéat in den ersten zwei
Stunden halbstiindig, danach stindlich fiir weitere drei Stunden observiert und

das Ergebnis schriftlich festgehalten.

Zur Gewahrleistung einer exakten Konzentrationsbestimmung und zur Berech-
nung der Varianz wurde jeder Versuch zwei bis drei Mal wiederholt. Die Versu-
che und ihre Wiederholungen waren zur Herstellung der Vergleichbarkeit ana-

log aufgebaut.

2.4.7 Modifizierter LC50 Versuch bei Bitis arietans

Beim Ldsen des Giftes Bitis arietans fir die LC50-Versuche entstand eine stark
getribte Lo6sung. Im Wiederholungsversuch wurde zur Klarung der Losung
Tween20 hinzugegeben. In einem Vorversuch wurde die Toxizitat von Tween20

fur Fischembryonen in unterschiedlichen Konzentrationen ermittelt.
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2.4.7.1 Toxizitat Tween20

Die Wirkung von Tween20 wurde in funf verschiedenen Konzentrationen getes-
tet. Der Hersteller empfiehlt eine Tween20-Konzentration von 0,05%. Hierzu wur-
den 500 pl Tween20 mit 1000 ml PBS-Puffer gemischt.

Nach Anfertigung der, in Tabelle 3 dargestellten, Konzentrationen (c2) wurden
pro Konzentration auf der Mikrotiterplatte vier Wells mit je zwei Fischembryonen
und 50 pl befullt.

Tabelle 3: Verdunnungsreihe Tween20

C1 V1 V2 C2 Endkonzentration
Verdunnungsstufe
(%) (H1) (ml) (%) (%)
1 100 5 1 0,5 0,25
2 100 5 5 0,1 0,05
3 100 5 10 0,05 0,025
4 0,05 500 0,005 0,0025
5 0,005 500 5 0,0005 0,00025

Die Wirkung auf die Fischembryonen wurde engmaschig kontrolliert. Die Kon-
zentration 0,05% war nach zwo6lf Stunden die hdchste nicht toxische Konzentra-
tion (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Toxizitat Tween20

Tween20-Konzentrationen

Uberlebensrate nach 12 Stunden

0,5%

0%

0,1%

0%

0,05%

100%

0,005%

100%

0,0005%

100%

2.4.7.2 Verdunnungsreihe Bitis arietans mit Tween20

Nach Herstellung von 800 pl einer 0,05-prozentigen Tween20-Losung wurden
200 pl Stammlosung des Venins Bitis arietans hinzugeben, wodurch eine Venin-
konzentration von 20.000 ng/ul erzielt wurde. Die Tween20-Konzentration sank
auf 0,04%. Nach Losung des Giftes der Bitis arientans mit 0,05-prozentiger

Tween20-PBS-Puffer-Losung lag die Stammlésung wie gewinscht als klare
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Flissigkeit vor. Fur die weiteren Verdinnungsstufen wurde eine logarithmische
Verdinnungsreihe, mit der Verdiinnung 1:10, angefertigt (s. Tabelle 5). Zwischen
der ersten und zweiten Verdinnungsstufe wurden wie unter 2.4.3.1. beschrieben

drei Zwischenstufen eingefugt.

Tabelle 5: Verdiinnungsreihe des Venins der Bitis arietans mit Tween20

Verdinnungsstufe C1 Verdinnung Vi V2 C2 Endkonzentration
(ng/ul) (ki) (1) (ng/ul) (ng/ul)
1 100.000 1:5 200 1.000 | 20.000 10.000
1A 20.000 4:1 225/75 300 15.000 7.500
1B 20.000 1:2 150/150 | 300 10.000 5.000
1Cc 20.000 1:4 75/225 300 5.000 2.500
2 20.000 1:10 100 1.000 2.000 1.000
3 2.000 1:10 100 1.000 200 100

Das Tween20-Venin-Gemisch wurde anschliel3end fur eine Stunde auf den Rutt-
ler gestellt. Fur die Kontrollgruppen wurde eine 0,04-prozentige Tween20-L6-

sung hergestellt, um die Toxizitat dieser Losung zu uberprufen.

2.5 Exposition der Fischembryonen mit Venin und Antivenin
2.5.1 Ziel der Versuche

Am Beispiel des Giftes der agyptischen Kobra (Naja haje) und dem korrespon-
dierenden Antivenin PSASA wurde eine Versuchsreihe nach WHO-Standards
zur Ermittlung der EC50-Konzentration angefertigt. Als EC50-Konzentration wird
die Antiveninkonzentration bezeichnet, bei der 50% der Fischembryonenpopula-
tion trotz Exposition mit einer dreifachen LC50-Konzentration tberleben. Ent-
sprechend der aus den vorangegangenen Versuchen ermittelten LC50-Konzent-
ration fur das Gift der Naja haje, wurde die zu neutralisierende Zielkonzentration
als dreifache LC50-Konzentration mit 1.053,3 ng/ul festgelegt.
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2.5.2 Lyophilisiertes Antivenin

2.5.2.1 Lyophilisierung

Zur Bestimmung der Masse in Gramm des in der LOsung enthaltenen Antivenins
wurden 10 ml flissiges Antivenin zu Pulver lyophilisiert. Nach der vollstandigen
Lyophilisation wurde, nach Abzug des Leergewichts des Falcon-Tubes (Leerge-
wicht: 13,0322 g), die Menge an PSASA in Gramm bestimmt (0,2678 g). Im An-
schluss konnte, durch Zugabe von E2-Medium, eine beliebige Konzentration des

Antivenins hergestellt werden.

2.5.2.2 Uberprufung der Toxizitat des lyophilisierten Antivenins

Eine gesattigte Losung des lyophilisierten Antivenins wurde durch Zugabe von
1100 ul E2-Medium erreicht. Diese stellte, mit einer Konzentration von
243,5 pg/ul (0,2678 g / 1100 pl), die erste Verdiunnungsstufe dar. Vier weitere
Konzentrationen wurden in einer logarithmischen 1:10 Verdinnung angefertigt
(s. Tabelle 6).

Tabelle 6: Logarithmische Verdinnungsreihe des lyophilisierten Antivenins

C1 Vi V2 C2
Verdunnungsstufe Verdinnung

(Hg/ul) CORNER () (Hg/ul)
1 243,5 - - - 243,5
2 243,5 1:10 7,5 75 24,35
3 24,35 1:10 7,5 75 2,435
4 2,435 1:10 7,5 75 0,2435
5 0,2435 1:10 7,5 75 0,02435

Zur Uberprifung der Toxizitat des lyophilisierten Antivenins wurden pro Konzent-
ration und fur die Kontrollgruppe jeweils zwei Wells auf der Mikrotiterplatte ver-
wendet. Jedes Well wurde mit zwei Fischembryonen und insgesamt 50 ul E2-

Medium versetzt.
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2.5.2.3 EC50-Versuch

Die unter 2.5.2.2. aufgefiihrte logarithmische Verdiinnungsreihe des lyophilisier-
ten Antivenins wurde erneut hergestellt. Um die zu neutralisierende Zielkonzent-
ration des Venins von 1.053,3 ng/ul annéhernd in dem Antivenin-Venin-Gemisch
zu erreichen, wurden in einem ersten Schritt jeweils 72,75 pl der funf Antivenin-
konzentrationen mit je 2,25 pl der Venin-Stammlésung (Konzentration
100.000 ng/ul) gemischt (siehe Abb. 1).

Venin-
Slammlosung

\

‘ JeZZSuI

72754 7275p  7275u  7275u 72,754l
AV1 AV2 AV3 AV4 AV5

Abb. 1: Mischverhaltnis Venin und lyophilisiertes Antivenin (AV) des EC50-Versuches
Cvenin-stammissung: 100.000 ng/pul
cavi: 243,5 pg/ul, cavz: 24,23 pg/ul, cavs: 2,435 pg/ul, cava: 0,2435 pg/ul, cavs: 0,02435 pg/ul

Durch dieses Mischverhaltnis wurde zunachst eine Veninkonzentration von
3.000 ng/ul hergestellt. Nach einer Inkubationszeit des Antivenin-Venin-Ge-
mischs von 30 Minuten wurden die Wells mit je zwei Fischembryonen in 50 pl
E2-Medium und 25 pl Antivenin-Venin-Gemisch beflllt. So wurde bei variieren-
den Antiveninkonzentrationen stets eine Endkonzentration des Venins von
1.000 ng/ul sichergestellt (s. Tabelle 7).

Tabelle 7: Herstellung der Endkonzentration des Venins der Naja haje

C1 V1 V2 C2 Endkonzentration
(ng/ul) (T0) (T0) (ng/ul) (ng/ul)
100.000 2,25 75 3.000 1.000
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2.5.3 Unbehandeltes Antivenin

2.5.3.1 EC50-Versuch

Da sich zeigte, dass eine Konzentrierung des Antivenins durch Lyophilisierung
zu einer Ubersterblichkeit der Fische fiihrte, wurde fir die nachsten Versuche die
ursprungliche, bereits geléste Form des Antivenins benutzt. Es wurde eine loga-
rithmische Verdunnungsreihe aus dem unbehandelten Antivenin hergestellt. Die
Konzentration von 26,78 pg/pl (0,2678 g in 10 ml) des flussigen Antivenins aus

der Ampulle stellte die erste Verdiunnungsstufe dar (s. Tabelle 8).

Tabelle 8: Logarithmische Verdinnungsreihe des unbehandelten Antivenins

C1 Vi V2 C2
Verdunnungsstufe Verdinnung

(Hg/u) ()RR E(')) (Hg/u)
1 26,78 - 75 26,78
2 26,78 1:10 7,5 75 2,678
3 2,678 1:10 7,5 75 0,2678
4 0,2678 1:10 7,5 75 0,02678
5 0,02678 1:10 7,5 75 0,002678

Die Vorbereitung der Mikrotiterplatte mit den Fischembryonen und das anschlie-
Bende Aufbringen des Antivenin-Venin-Gemischs auf die Mikrotiterplatte er-

folgte analog zu dem unter 2.5.2.3. dargestellten Aufbau.

2.5.3.2 Modifikationen des EC50-Versuches

Da in den vorausgegangenen Versuchen bei dreifacher LC50-Konzentration,
trotz der Verabreichung von finf Antiveninkonzentrationen, kein Neutralisations-
effekt festzustellen war, wurde ein modifizierter Versuchsaufbau gewahlt. Es
wurde neben der Antivenin-Verdinnungsreihe eine Verdinnungsreihe des Ve-
nins hergestellt. Beide Verdinnungsreihen wurden in Form von logarithmischen

Verdinnungsreihen, 1:10, mit jeweils funf Verdiinnungsstufen, angefertigt.
Fur die Verdinnungsreihe des Giftes der Naja haje wurden zunéchst 120 pl der
Stammldsung (aus der Giftampulle) mit 180 pl E2-Medium vermischt. Eine Gift-

konzentration von 40.000 ng/ul (120 ul x 100.000 ng/ul / 300 ul) wurde als erste
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Verdinnungsstufe hergestellt und gevortext. Nach Entnahme von 30 pl und Zu-
gabe von 270 ul E2-Medium wurde die zweite Verdinnungsstufe einer Konzent-
ration von 4.000 ng/ul (30 ul x 40.000 ng/ul/ 300 pl) erzielt. Dieser Vorgang wurde
wiederholt bis finf Verdinnungsstufen vorlagen (s. Tabelle 9). Die Endkonzent-

rationen des Venins auf der Mikrotiterplatte sind in Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 9: Logarithmische Verdiinnungsreihe des Venins der Naja haje

C1 Vi V2 C2 Endkonzentration
Verdunnungsstufe Verdlinnung

(ng/pl) M) | ) | (ng/p) (ng/pl)
1 100.000 1:2,5 120 | 300 40.000 13.300
2 40.000 1:10 30 300 4.000 1.330
3 4.000 1:10 30 300 400 133
4 400 1:10 30 300 40 13,3
5 40 1:10 30 300 4 1,33

Fur die Verdunnungsreihe des Antivenins stellte das unbehandelte Antivenin aus
der Ampulle die erste Verdinnungsstufe dar (26,78 ug/ul). Fur die folgenden Ver-
dinnungsstufen wurden auch hier jeweils 30 pl aus der vorherigen Verdinnungs-
stufe entnommen, mit 270 pl E2-Medium vermischt und gevortext (30 pl x
26,78 pg/ul / 300 pl).

Die funf Antiveninkonzentrationen wurden in waagerechten Reihen mit jeweils
zehn Wells auf der Mikrotiterplatte verteilt. Pro Verdiinnungsstufe des Venins

wurden zwei senkrechte Spalten mit je finf Wells angeordnet (s. Abb. 2).

Cvenin 1 Cvenin 2 Cvenin 3 Cvenin 4 C\feiin 5
cavip/ O O] O0O]J]O]|]O0O|]O]O0O|]O0O]|]0|O
cvzp OlO|O|O|O|O|O|O|O]O
cavsp O|lO|O|O|O|O|OJO|O]O
cavap O|lO|O|O|O|O|O|O|O]O
cwvs»| O] O0O|]O0O|]O0O]O0O|]O0O]O0O]0O0O]0O0]O

Abb. 2: Verteilung der Verdinnungsstufen des Venins und des unbehandelten Antivenins

(AV) auf der Mikrotiterplatte
Cvenin 1: 13.300 ng/pl, Cvenin 2: 1.330 ng/pl, Cvenin3: 133 ng/pl, Cvenin4: 13,3 ng/ul, Cvenins: 1,33 ng/ul
cavi1: 26,78 pug/ul, cavz: 2,678 pg/ul, cavs: 0,2678 pg/ul, cava: 0,02678 pg/ul, cavs: 0,002678 pg/ul
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Pro Well wurden 25 ul des Antivenins und 25 pl des Venins aufgebracht und
30 Minuten inkubiert. Die Fischembryonen wurden mit 25 pl E2-Medium einge-
setzt. Fur die Kontrollgruppen wurden Fischembryonen mit 50 pl E2-Medium und
25 pl Venin bzw. 25 pl Antivenin oder 25 pl E2-Medium hinzugefugt. Dieser Ver-

such wurde wiederholt.

2.5.4 Auswahl und Einsetzen der Fischembryonen auf die Mikrotiterplatte

Auch fur diese Versuche kamen ausschlief3lich gut entwickelte Fischembryonen
(72 hpf) zum Einsatz. Pro Well wurden, je nach Versuchsaufbau, ein oder zwei
Fischembryonen mit insgesamt 25 oder 50ul E2-Medium eingesetzt.

2.5.5 Aufbringen der Antivenin-Verdinnungsreihe

Ahnlich zu den LC50-Versuchen variierte auch hier der genaue Aufbau der Mikro-
titerplatten zwischen den Versuchen; das Grundschema blieb identisch.
Je nach Versuch wurde die Wirkung des Antivenins, sowie die Neutralisations-

kapazitat des Antivenins untersucht.

2.5.6 PH-Wert-Messung und Zusammensetzung des Antivenins

Zur Klarung der Fragestellung eines toxischen Effekts des pH-Wertes des Anti-
venins wurde dieser bestimmt. Neben der pH-Wert-Messung des polyvalenten
Antivenins wurde ebenfalls der pH-Wert einer Verdinnung des Giftes der Naja

haje (50ul Stammldésung mit 2 ml E2-Medium) sowie des E2-Mediums ermittelt.
Die Zusammensetzung des Antivenins und eine mégliche toxische Wirkung der

Tragerstoffe fur Fischembryonen wurde anhand des Beipackzettels des verwen-

deten Antivenins gepruft.
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2.6 Analyse der Fischembryonen unter dem Mikroskop

Die Analyse der Fischembryonen nach Giftexposition erfolgte unter dem ZEISS
Stemi 508 Mikroskop mit Mikroskopkamera (Axiocam 105 color). Mikroskopiert
wurde von grob nach fein. Durch Drehen des Objektivrevolvers und Einstellung
der nachsten VergrolRerungsstufe, wurde die genauere Betrachtung der Fi-
schembryonen moglich. Die VergrofRerungen des Stemi 508 Mikroskops setzen
sich aus der Objektiv-VergroRerung und dem Optovar zur Feineinstellung der
VergroRerung zusammen. Daraus ergeben sich VergroR3erungen von 6,3x; 8x;
10x; 12,5x; 16x; 20x; 25x%; 32x; 40x; 50x.

Zur Feststellung der Letalitat wurden die Kriterien fehlender Herzschlag, fehlende
Bewegung und fehlende Zirkulation herangezogen. Folgende Kriterien zur Beur-
teilung der subletalen Toxizitat wurden erfasst: Herzschlag, Zirkulation, spontane
Bewegung und unkontrollierte Zuckungen. Zuséatzlich wurde das Erscheinungs-
bild letaler Fischembryonen beobachtet. Saumbildung und Krimmung des Kor-
pers der Fischembryonen (s. Abb. 5), sowie ein Zersetzungsprozess und ein Ver-
lust der Pigmentierung (s. Abb. 6) wurden als Kriterien herangezogen. Die Abbil-

dungen 3 und 4 zeigen im Vergleich regelhaft entwickelte Fischembryonen (72
hpf).
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Augen Herz Dottersack Brustflosse

1lmm

Riickenmark mit Liquor
Abb. 3: FE, 72 hpf, regelhafte Entwicklung Abb. 4: FE, 72 hpf, regelhafte Entwicklung
von Augen, Herz, Dottersack und Riicken- der Brustflossen
mark

imm

Abb. 5: Saumbildung und Krimmung Abb. 6: Zersetzungsprozess und Verlust

letaler FE Pigmentierung letaler FE

Beobachtet wurden die akute Wirkung der jeweiligen Giftkonzentration direkt
nach Giftzugabe, die Veranderungen im Verlauf zu den Beobachtungszeitpunk-
ten 30 Minuten, eine Stunde und zwei Stunden, bei Bedarf dartiber hinaus 3 und
5 Stunden nach Giftzugabe und schlief3lich das Endergebnis nach 24 Stunden.
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2.7 Entsorgung der verwendeten Materialien

Zur Denaturierung des Schlangengiftes und zur Abtétung der Fischembryonen
wurde Formaldehyd verwendet. Mithilfe von Pasteur-Pipetten wurden die Fi-
schembryonen von den verwendeten Mikrotiterplatten und aus den Petrischalen,
sowie das Schlangengift aus den Eppendorf-Tubes der Verdinnungsreihen in
ein Becherglas pipettiert und Formaldehyd hinzugegeben. Nach einer Einwirkzeit

von mindestens 30 Minuten wurde das Gemisch als Sondermiill entsorgt.

2.8 Statistische Methoden

Die Datenerhebung erfolgte mit Microsoft Excel Version 16.35 (Microsoft,
Redmond, USA). Tabellen mit der Anzahl der letalen Fischembryonen unter den
einzelnen Gift- sowie Antiveninkonzentrationen zu den festgelegten Beobach-
tungszeitpunkten, sowie der jeweiligen Letalitatsrate in Prozent wurden angefer-
tigt. Aus den erhobenen Daten wurden Uberlebenszeit-Analysen nach der Ka-
plan-Meier-Methode erstellt. Zur Erstellung der Abbildungen wurde das Pro-
gramm Graph Prism verwendet. Auf der x-Achse wurde die Zeit in Stunden, auf
der y-Achse die Uberlebensrate in Prozent aufgetragen. Konzentrationen, die
uber den Beobachtungszeitraum zu einer gleichen Uberlebensrate fiihrten, wur-
den in einer Kurve zusammengefasst. Die Uberlebensrate (Ur) in Prozent ist die
Differenz von 100% und der Letalitatsrate (Lr) in %: Ur = 100% - Lr.

Die statistische Auswertung der LC50- und EC50-Konzentrationen erfolgte mit
der Statistik-Software IBM SPSS Statistics Version 25 (Version 25.0, SPSS.
Chicago, IL, USA). Zur Analyse der LC50-Konzentrationen mit 95%-Konfiden-
zintervall (95%-KI) wurde eine Probit-Regressionsanalyse verwendet. Zur Uber-
prufung der Anpassung und Reproduzierbarkeit erfolgte die Berechnung von p-
Wert, Hazard Ratio (HR) mit 95%-KI und dem Chi-Quadrat-Test. P-Werte <

0,05 wurden als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberlebenszeitanalysen nach Exposition mit fiinf Veninen

Abbildung 7 zeigt die Uberlebensraten der logarithmischen Verdiunnungsreihe,
Konzentrationen 10.000 ng/ul bis 1 ng/ul, fir das Gift der Crotalus atrox. Direkt
nach Giftzugabe wurde fiir die Konzentration 10.000 ng/ul eine Uberlebensrate
von 8,4% beobachtet, nach 30 Minuten lag diese bei 0%. Unter der Konzentration
7.500 ng/ul Gberlebten 30 Minuten nach Giftzugabe 25% der Fischembryonen,
nach einer Stunde wurde eine Uberlebensrate von 0% beobachtet. Bei der Kon-
zentration 5.000 ng/ul lag die Uberlebensrate nach drei Stunden bei 100%, nach
24 Stunden bei 25%. Die Konzentrationen 2.500 ng/ul bis 1 ng/ul fihrten nicht
zum Tod der Fischembryonen. Die Fischembryonen der Kontrollgruppen wiesen

zu keinem Zeitpunkt Anzeichen einer Einschrankung der Vitalfunktionen auf.

Aus dem Gift der Naja naja wurde zunachst eine halbierende Verdiinnungsreihe
mit den Konzentrationen 12.500 ng/upl bis 195,313 ng/ul angefertigt. Bei allen
Konzentrationen lag die Uberlebensrate nach 30 Minuten bei 0%.

Abbildung 8 zeigt die Uberlebensraten der erweiterten halbierenden Verdiin-
nungsreihe des Giftes der Naja naja. Die Konzentration 97,656 ng/pl war direkt
nach Giftzugabe zu 100% letal. Nach 30 Minuten war die Konzentration
48,828 ng/ul fur alle sechs Fischembryonen tddlich. Unter der Konzentration
24,414 ng/ul wurde nach einer Stunde eine Uberlebensrate von 100%, nach
24 Stunden von 16,6% beobachtet. Die Uberlebensrate der Konzentrationen
12,207 ng/ul bis 0,003 ng/ul und der Kontrollgruppe lag im Beobachtungszeit-
raum bei 100%.

Abbildung 9 zeigt die Uberlebensraten einer logarithmischen Verdiinnungsreihe
des Giftes der Vipera ammodytes fur Konzentrationen von 10.000 ng/ul bis
1 ng/pl.

Hohe Konzentrationen bis 2.500 ng/ul waren, wie in Abbildung 9 ersichtlich, fur
alle Fischembryonen nach 30 Minuten letal (Uberlebensrate 0%). Die Konzent-

rationen 1.000 ng/ul bis 1 ng/ul fihrten innerhalb der ersten zwei Stunden zu
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keiner Letalitat. Nach 24 Stunden lag die Uberlebensrate der Konzentrationen
1.000 ng/ul und 750 ng/ul bei 0%, bei der Konzentration 500 ng/ul bei 50% und
bei 250 ng/pl bei 83,3%. Die Konzentrationen 100 ng/pl bis 1 ng/pl waren nach
24 Stunden nicht letal. Die Kontrollgruppe zeigte, mit einer Uberlebensrate von
100%, zu keinem Beobachtungszeitpunkt Anzeichen einer Einschrankung der

Vitalfunktionen.

Abbildung 10 stellt die Ergebnisse der Uberlebenszeitanalyse von Fischembryo-
nen nach Exposition mit dem Gift der Naja haje in einer logarithmischen Verdin-
nungsreihe mit den Konzentrationen 10.000 ng/pl bis 100 ng/ul dar. Die Konzent-
rationen 10.000 ng/ul bis 2.500 ng/pl wiesen direkt nach Giftzugabe eine Uberle-
bensrate von 0% auf. Die Uberlebensrate unter der Konzentration 1.000 ng/ul
betrug nach 30 Minuten 50%, nach einer Stunde 0%. Bei der Konzentration
100 ng/pl und der Kontrollgruppe lag 24 Stunden nach Giftzugabe die Uberle-
bensrate bei 100%.

Abbildung 11 zeigt die Uberlebenszeitanalyse der logarithmischen Verdinnungs-
reihe des Giftes Bitis arietans, zwei Stunden nach Giftzugabe war fir alle Kon-
zentrationen eine Uberlebensrate von 100% zu beobachten. Die Fischembryo-
nen waren uneingeschrankt vital. 24 Stunden nach Giftzugabe wiesen die Kon-
zentrationen 10.000 ng/ul und 7.500 ng/ul eine Uberlebensrate von 0% auf. Die
Uberlebensrate der Konzentration 5.000 ng/ul betrug nach 24 Stunden 25%. Die
Konzentrationen 2.500 ng/ul bis 100 ng/ul fuhrten auch nach 24 Stunden nicht
zur Letalitat.
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Abb. 7: Uberlebenszeitanalyse logarithmische Verdiinnungsreihe (in ng/ul) Crotalus atrox
(je 12 FE aus Chorionhiulle entfernt, 48 hpf) mit Zwischenstufen (je 4 FE aus Chorionhille
entfernt, 48 hpf). Versuch 1 von 3.
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Abb. 8: Uberlebenszeitanalyse erweiterte halbierende Verdiinnungsreihe (in ng/pl) Naja

naja (FE aus Chorionhille geschlipft, 72 hpf). Versuch 1 von 2, 6 FE pro Konzentration.
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Abb. 9: Uberlebenszeitanalyse logarithmische Verdiinnungsreihe (in ng/ul) Vipera am-

modytes (FE aus Chorionhulle geschlipft, 72 hpf). Versuch 1 von 2, 6 FE pro Konzentra-

tion.
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Abb. 10: Uberlebenszeitanalyse logarithmische Verdiinnungsreihe (in ng/pl) Naja haje

(FE aus Chorionhille geschlupft, 72 hpf). Versuch 1 von 2, 6 FE pro Konzentration.
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Abb. 11: Uberlebenszeitanalyse logarithmische Verdiinnungsreihe (in ng/pl) Bitis
arietans (FE aus Chorionhtlle geschlipft, 72 hpf). Versuch 1 von 2, 4 FE pro Konzentration.
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3.2 LC50-Berechnung

Die Ergebnisse der statistischen Berechnungen zu den funf Veninen sind in Ta-
belle 10 dargestellt. Neben der LC50-Konzentration wurde der Einfluss der Gifte
auf das Uberleben der Fische per Regressionsanalyse uberprift und in Form des
p-Wertes und der HR dargestellt. AuRerdem wurden die Ergebnisse per Chi-
Quadrat-Test auf ihre Vergleichbarkeit tberpruft.

Tabelle 10: Statistische Berechnungen der Venine der Crotalus atrox, Naja naja, Vipera

ammodytes, Naja haje und Bitis arientans

LC50 . .
Hazard Ratio Chi-Quadrat-Test
(95%-KI) o p-Wert i
in ng/ul (95%-KI) (p-Wert)
Exp. 1 3.379,4
P: (2.183,7 - 5.031,2)
Exp. 2 4.047,4
Crotalus P (2.947,4 - 5.569,4) 4,265 < 0.0001 0.466
atrox Exp. 3 4.418,5 (2,964 — 5,566) ’ ’
P (3.214,7 — 6.086,4)
|v||_|g|5e(r)e 3.948,4
19,1
Exp. 1 (12,4 - 29,3)
33,1
Exp. 2 .
o (9,9 - 102,6) 4,373
Naja naja o 3 331 (2,357 — 6,390) <0,0001 0,999
P: (9,9 — 102,6)
Mittlere
LC50 284
386,7
Exp. 1 (234,8 — 590,8)
Vipera 468,4 3,155
ammodytes | =XP-2 (297,8-7046) | (1.823—4486) | <0000 0,997
L
316,2
Exp. 1 (156,2 — 495,3)
. . 259,0 3,285
Naja haje Exp. 2 (7.6 — 1.725,1) (1,290 — 5,280) 0,0001 0,899
Ty s
4.238,3
Bxp- 1 50625-89512)
Exp. 2 7.188,6
L : (4.512,6 — 13.081) 2,727
Bitis arietans co g 2.930.1 (1,442 — 4,011) < 0,0001 0,966
P- (1.375,5 — 5.455,0)
'Vl'_'g'gge 4.785,7
LC50: mittlere letale Konzentration, KI: Konfidenzintervall, p-Wert: Signifikanzlevel,
Exp.: Experiment
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Fur die LC50-Konzentrationen ergaben sich, bei den Versuchen mit dem Gift der
Crotalus atrox, die Konzentrationen 3.379,4 ng/ul, 4.047 ng/ul und 4.418,5 ng/pl.
Fur das Gift der Naja naja ergaben sich LC50-Konzentrationen von 19,1 ng/ul
und 33,1 ng/ul, fur das Gift der Vipera ammodytes wurden die LC50-Konzentra-
tionen 386,7 ng/ul und 468,5 ng/ul berechnet. Das Gift der Naja haje zeigte LC50-
Konzentrationen von 316,2 ng/ul und 259,0 ng/ul. Bei den Versuchen mit dem
Gift der Bitis arietans ergaben sich LC50-Konzentrationen von 4.238 ng/ul und
7.188,6 ng/ul berechnet, nach Zugabe von Tween20 wurde die LC50-Konzent-
ration auf 2.930,1 ng/ul gesenkt.

Bei dem Test auf Gite der Anpassung wies ein p-Wert mit einer hohen Signifi-
kanz, wie in den vorliegenden fiinf Versuchen (s. Tabelle 10, p-Werte = 0,001
und < 0,001), auf eine gute Anpassung hin. Die HR-Werte (s. Tabelle 10) der flunf
Versuche zeigten, dass eine Zunahme der Giftkonzentration die Letalitatsrate der
Fischembryonen erhoht. Im Chi-Quadrat-Test wurde durch ein nicht signifikantes
Ergebnis aller Versuche (s. Tabelle 10, p-Werte > 0,05) gezeigt, dass die Re-
gressionsgeraden parallel sind und die Experimente untereinander reproduzier-
bar und vergleichbar sind. Zur Validierung der Ergebnisse wurden jeweils zwei
LC50-Konzentrationen eines Giftes in Verhéaltnis zueinander gesetzt und Uber-
pruft, ob diese Quotienten jeweils im 95%-Konfidenzintervall der Verhaltnisse der
anderen LC50-Ergebnisse lagen. Bei den Giften Crotalus atrox, Naja naja, Vipera
ammodytes, Naja haje und Bitis arietans (ohne Tween20 Zugabe) konnte somit

eine Vergleichbarkeit der Versuchsreihen gezeigt werden.
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3.3 Neutralisationsanalysen nach Exposition mit Gift der Naja haje
und PSASA

3.3.1 Toxizitat des Antivenins

Direkt nach Zugabe des lyophilisierten Antivenins konnte fur die Konzentration
243,5 pg/ul eine Letalitatsrate von 100% beobachtet werden. Bei der Kontrolle
30 Minuten nach Zugabe war die Konzentration 24,35 pg/ul fur alle beobachteten
Fischembryonen tédlich. Nach 24 Stunden konnte bei der Konzentration
2,435 ug/ul eine Letalitatsrate von 100%, bei der Konzentration 0,2435 ug/ul von
75% und bei 0,02435 pg/pl von 50% beobachtet werden. Die Kontrollgruppe
zeigte zu keinem Zeitpunkt Anzeichen einer Einschrankung der Vitalfunktionen
auf. Das unbehandelte Antivenin war in der Konzentration 26,78 pg/pl direkt nach
Zugabe zu 100% letal. Die weiteren Konzentrationen waren nach 24 Stunden
nicht toxisch (s. Tabelle 11).

Tabelle 11: Letalitatsraten (in %) des lyophilisierten und des unbehandelten Antivenins

(in pg/pr)

t nach AV-Zugabe direkt 30 min 2h 24 h
AV-Konzentrationen
Lyophilisiertes 243,5 pg/ul 100% 100% 100% 100%
Antivenin 24,35 pg/pl 0% 100% 100% 100%
2,435 pg/pl 0% 0% 0% 100%
0,2435 pg/ul 0% 0% 0% 75%
0,02435 pg/pl 0% 0% 0% 50%
Kontrolle (E2-Medium) 0% 0% 0% 0%
Unbehandeltes 26,78 pg/ul 100% 100% 100% 100%
Antivenin 2,678 pg/pl 0% 0% 0% 0%
0,2678 g/l 0% 0% 0% 0%
0,02678 pg/pl 0% 0% 0% 0%
0,002678 pg/ul 0% 0% 0% 0%
Kontrolle (E2-Medium) 0% 0% 0% 0%
t: Zeit, AV: Antivenin, min: Minuten, h: Stunden
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3.3.2 EC50-Ergebnisse mit lyophilisiertem Antivenin

Fur die Fischembryonen, die mit einem Gemisch aus lyophilisiertem Antivenin
und der dreifachen LC50-Konzentration des Giftes der Naja haje versetzt wur-
den, wurde unmittelbar nach Zugabe des Antivenin-Venin-Gemischs fur die Kon-
zentration 1 eine Letalitatsrate von 100% beobachtet. In den Kontrollen bis zwei
Stunden nach Giftzugabe konnte fur die restlichen Konzentrationen keine Veran-
derung der Letalitat festgestellt werden. Bei der Kontrolle nach 24 Stunden waren
alle Konzentrationen fiir die Fischembryonen zu 100% letal. Die Kontrollgruppe

zeigte eine Letalitatsrate von 0% (s. Tabelle 12).

Tabelle 12: Letalitatsraten (in %) der dreifachen LC50-Konzentration des Venins der Naja

haje und logarithmischer Verdinnungsreihe aus lyophilisiertem Antivenin (in pg/ul)

t nach Giftzugabe direkt 30 min 2h 24 h
Konzentrationen
Konzentration 1:
1.000 ng/ul Venin + 243,5 ug/pl AV 100% 100% 100% 100%
Konzentration 2:
1.000 ng/ul Venin + 24,35 pg/ul AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 3:
1.000 ng/ul Venin + 2,435 ug/ul AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 4:
1.000 ng/pl Venin + 0,2435 pg/pl AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 5:
1.000 ng/pl Venin + 0,02435 pg/pl AV 0% 0% 0% 100%
Kontrolle (E2-Medium) 0% 0% 0% 0%
t: Zeit, AV: Antivenin, min: Minuten, h: Stunden

Die Neutralisation der dreifachen Venindosis LC50 bei 50% der exponierten
Fischembryonen nach WHO-Standard konnte bei keiner der untersuchten Anti-

veninkonzentrationen beobachtet werden.
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3.3.3 EC50-Ergebnisse mit unbehandeltem Antivenin

Der Erstversuch des unbehandelten Antivenins, direkt aus der Ampulle, und der
dreifachen LC50-Konzentration des Giftes der Naja haje zeigte &hnliche Letali-
tatsraten wie die unter 3.3.2. dargestellten Ergebnisse. Die Konzentration 1
zeigte nach zwei Stunden eine Letalitdtsrate von 100%, die Konzentratio-
nen 2 bis 5 hatten nach 24 Stunden eine Letalitatsrate von 100% (s. Tabelle 13).
Ein Neutralisationseffekt des Antivenins nach WHO-Vorgabe, bei dem 50% der

exponierten Population fur 24 Stunden tberlebt, wurde nicht beobachtet.

Tabelle 13: Letalitatsraten (in %) der dreifachen LC50-Konzentration des Giftes der Naja

haje und logarithmischer Verdinnungsreihe aus unbehandeltem Antivenin (in pg/ul)

t nach Giftzugabe direkt 30 min 2h 24 h
Konzentrationen
Konzentration 1:
1.000 ng/ul Venin + 26,78 pg/ul AV 0% 0% 100% 100%
Konzentration 2:
1.000 ng/ul Venin + 2,678 pg/ul AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 3:
1.000 ng/pl Venin + 0,2678 pg/pl AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 4:
1.000 ng/pl Venin + 0,02678 pg/pl AV 0% 0% 0% 100%
Konzentration 5:
1.000 ng/pl Venin + 0,002678 ug/ul AV 0% 0% 0% 100%
Kontrolle (E2-Medium) 0% 0% 0% 0%
t: Zeit, AV: Antivenin, min: Minuten, h: Stunden

Im modifizierten Folgeversuch mit Gemischen von logarithmischen Verdin-
nungsreihen aus Venin und Antivenin wurden Letalitatsraten erfasst und in Ta-
belle 14 dargestellt. Die beiden hodchsten Veninkonzentrationen, 13.300 ng/ul
und 1.330 ng/ul, waren im Gemisch mit den beiden héchsten Antiveninkonzent-
rationen 26,78 pg/ul und 2,678 pg/ul direkt fir 100% der Fischembryonen todlich.
Die Gemische aus den Antiveninkonzentrationen 0,2678 pg/ul bis 0,002678 ug/ul
mit der Veninkonzentration 1.330 ng/ul waren nach drei Stunden letal, wahrend
die Kombination mit der Veninkonzentration 13.300 ng/ul bereits nach 30 Minu-
ten zu 100% todlich war. Veninkonzentrationen zwischen 133 ng/ul und

1,33 ng/ul waren nach 24 Stunden nicht letal. Ein Gemisch mit den beiden
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héchsten Antiveninkonzentrationen war nach 24 Stunden fir 100% der Fi-

schembryonen letal (s. Tabelle 14).

Tabelle 14: Letalitatsraten (in %) der finf Giftkonzentrationen 13.300 ng/pl bis 1,33 ng/ul
nach Zugabe der funf Antiveninkonzentrationen 26,78 pg/ul bis 0,002678 pg/ul

Zeitpunktnach | o 30 min 3h 20 h 24 h
Giftzugabe
Giftkonz. (in ng/u)
Antiveninkonz. (in pg/pi)
13.300
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 100% 100% 100% 100% 100%
0,2678 0% 100% 100% 100% 100%
0,02678 0% 100% 100% 100% 100%
0,002678 0% 100% 100% 100% 100%
1.330
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 100% 100% 100% 100% 100%
0,2678 0% 0% 100% 100% 100%
0,02678 0% 0% 100% 100% 100%
0,002678 0% 0% 100% 100% 100%
133
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 0% 0% 0% 100% 100%
0,2678 0% 0% 0% 0% 0%
0,02678 0% 0% 0% 0% 0%
0,002678 0% 0% 0% 0% 0%
13,3
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 0% 0% 0% 0% 100%
0,2678 0% 0% 0% 0% 0%
0,02678 0% 0% 0% 0% 0%
0,002678 0% 0% 0% 0% 0%
1,33
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 0% 0% 0% 0% 100%
0,2678 0% 0% 0% 0% 0%
0,02678 0% 0% 0% 0% 0%
0,002678 0% 0% 0% 0% 0%
Kontroll- | Venin (ng/ul)
gruppen | 13.300 100% 100% 100% 100% 100%
1.330 0% 100% 100% 100% 100%
133 0% 0% 0% 0% 0%
13,3 0% 0% 0% 0% 0%
1,33 0% 0% 0% 0% 0%
Antivenin (ug/ul)
26,78 100% 100% 100% 100% 100%
2,678 0% 0% 0% 0% 0%
0,2678 0% 0% 0% 0% 0%
0,02678 0% 0% 0% 0% 0%
0,002678 0% 0% 0% 0% 0%
min: Minuten, h: Stunden, Konz.: Konzentration

Fur den, ca. vier Wochen spéater durchgefuhrten, Wiederholungsversuch wurden

keine Modifikationen im Versuchsaufbau vorgenommen. Die Letalitatsrate nach
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24 Stunden stimmt im Wiederholungsversuch mit den Ergebnissen des vorheri-

gen Versuches uberein.

3.3.3.1 Statistische Berechnungen

Aufgrund der Datenlage war eine Berechnung der EC50-Konzentration nicht
maoglich. Nach 24 Stunden konnte kein dauerhafter Neutralisationseffekt beo-
bachtet werden. Tabelle 15 zeigt die LC50-Konzentration fur die funf Veninkon-
zentrationen, 13.300 ng/ul bis 1,33 ng/ul, ohne Antivenin Zugabe im Vergleich zu
den LC50-Konzentrationen der funf Veninkonzentrationen nach Zugabe jeweils

einer Antiveninkonzentration, 26,78 ug/ul bis 0,002678 pg/ul.

Tabelle 15: Vergleich der LC50-Konzentrationen des Venins der Naja haje (in ng/ul)

ohne Zugabe von Antivenin und nach Zugabe verschiedener Antiveninkonzentrationen

Venin- Antivenin- LC50
Konzentrationen Konzentrationen (95%-K)
in ng/ul
ohne AV-Zugabe 397,9
13.300 ng/pl (33,4 — 4797,6)
1.300 ng/ul + AV: 0,002678 pg/ul 397,9
133 ng/ul (33,4 -4797,6)
13,33 ng/pl + AV: 0,2678 pg/pl 397,9
1,33 ng/pl (33,4 — 4797,6)
+ AV: 0,02678 pg/pl 397,9
(33,4 — 4797,6)
+ AV: 2,678 pg/ul 0,192
(0,0 — 11,828)
+ AV: 26,78 pg/pl 0,192
(0,0 — 11,828)
AV: Antivenin, KI: Konfidenzintervall

Ohne Zugabe von Antivenin wurde eine LC50-Konzentration von 397,9 ng/ul fur
die finf Veninkonzentrationen berechnet. Durch Zugabe der drei Antiveninkon-
zentrationen 0,2678 pg/ul, 0,02678 pg/pl und 0,002678 pg/pl dnderte sich diese
LC50-Konzentration nicht und lag bei 397,9 ng/ul. Die Zugabe der beiden héchs-
ten Antiveninkonzentrationen 26,78 pg/pl und 2,678 pg/ul fihrte zu einer Sen-

kung der LC50-Konzentration auf 0,192 ng/ul. Die Zugabe von Antivenin in einer
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Dosierung uber 0,2678 pg/ul fihrte zu einer Steigerung der Toxizitat gegeniber

der alleinigen Betrachtung des Venins.

3.4 PH-Wert-Messung und Zusammensetzung des Antivenins

Gemessen wurden, wie unter 2.5.6. beschrieben, die pH-Werte des E2-Mediums,
einer Verdiinnung des Venins der Naja haje sowie des unbehandelten Antive-
nins. Das E2-Medium hatte einen pH-Wert von 7,22, die Verdinnung des Naja
haje Gifts einen pH-Wert von 7,07 und das unbehandelte Antivenin von 6,92 (s.
Tabelle 16).

Tabelle 16: pH-Wert-Messungen E2-Medium, Gift der Naja haje und Antivenin

Substanz pH-Wert

E2-Medium 7,22
Gift der Naja haje 7,07

Antivenin 6,92

Anschliel3end wurde die Zusammensetzung des polyvalenten Antivenins PSASA
untersucht. Dieses besteht laut Beipackzettel neben den hoch konzentrierten An-
tikdrperfragmenten, F(ab’)2-Fragmenten, u.a. aus einer isotonischen Natrium-

chloridlésung und M-Kresol.

3.5 Beobachtete Toxizitat

Die Giftexposition von Fischembryonen zeigt konzentrationsabhangig unter-
schiedliche Wirkungen. Hohe Giftkonzentrationen verursachen i.d.R. sehr frihe
Letalitat, direkt nach Giftzugabe oder innerhalb von 30 Minuten. Sehr niedrige
Konzentrationen haben i.d.R. keine Auswirkungen auf die Vitalfunktionen der Fi-
schembryonen und besitzen keine toxische Wirkung zum von der OECD-Richtli-
nie vorgegebenen Beobachtungszeitpunkt nach 24 Stunden. Die Ergebnisse der
Beobachtungen der Vitalfunktionen von Fischembryonen unter Giftexposition im
subletalen Bereich sowie die Darstellung der unterschiedlichen Stadien des Er-
scheinungsbildes letaler Fischembryonen werden im Folgenden zusammenge-

fasst dargestellt.

44



3.5.1 Vitalfunktionen im subletalen Bereich

In der folgenden Tabelle ist eine Zusammenfassung der Beobachtungen der Vi-
talfunktionen mit den Kriterien Herzschlag, Zirkulation, spontane Bewegung so-
wie unkontrollierte Zuckungen der einzelnen Konzentrationen, mit Angabe des
subletalen Konzentrationsbereichs, dargestellt. Die Lange des Beobachtungs-

zeitraums ist durch den Eintritt der Letalitat begrenzt.

Tabelle 17 zeigt die Giftwirkungen im subletalen Bereich. Die Hohe der Giftkon-
zentrationen mit zeitlich begrenzter, subletaler Wirkung auf die Fischembryonen
reicht, je nach Venin, von 10.000 ng/ul bei den Giften der Naja haje und Bitis
arietans bis 24,414 ng/ul beim Gift der Naja naja. Auch die Dauer bis zum Eintritt
der Letalitat differiert vom Zeitpunkt direkt nach Giftzugabe bis 32 Stunden nach
Giftzugabe. Alle funf Gifte fihrten im subletalen Bereich zu einer Verlangsamung
des Herzschlags. Eine Zirkulation war in diesem Bereich kaum sichtbar. Einge-
schrankte spontane Bewegungen wurden bei den Giften Crotalus atrox und Bitis
arietans beobachtet. Unkontrollierte Zuckungen der Fischembryonen waren bei

den Giften der Naja naja, Vipera ammodytes und Naja haje sichtbar.

Tabelle 17: Darstellung des subletalen Konzentrationsbereichs und Auswirkungen der
funf Venine (Crotalus atrox, Naja naja, Vipera ammodytes, Naja haje und Bitis arietans)

auf die Vitalfunktionen der Fischembryonen

Venin Crotalus . . Vipera am- ) ) Bitis
Naja naja Naja haje )
atrox modytes arietans
Subletaler Konzentra- 7.500 — 100 — 10.000 — 10.000 — 10.000 —
tionsbereich (ng/pl) 5.000 24,414 250 500 5.000
Beobachtungsspanne direkt — direkt — direkt — direkt — 30 min —
(Zeit nach Giftzugabe) 3h 30 min 2h 5h 24 h
Herzschlag | verlangsamt | verlangsamt | verlangsamt | verlangsamt | verlangsamt
] ) kaum kaum kaum kaum kaum
Zirkulation . . . . )
Vital- sichtbar sichtbar sichtbar sichtbar sichtbar
funktion Spontane einge- nicht nicht nicht einge-
Bewegung schrankt vorhanden vorhanden vorhanden schrankt
nicht ] ) ) nicht
Zuckungen sichtbar sichtbar sichtbar
vorhanden vorhanden
min: Minuten, h: Stunden
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3.5.2 Erscheinungsbild letaler Fischembryonen

Im Folgenden wurde das Erscheinungsbild fur die verwendeten Gifte zusammen-
gefasst. Den Konzentrationen wurden drei Stadien des Erscheinungsbildes der
Fischembryonen nach Ableben in der zeitlichen Betrachtung bis zu 24 Stunden

zugeordnet (s. Tabelle 18).

Tabelle 18: Stadien des Erscheinungsbildes der letalen Fischembryonen nach Giftzugabe

Stadium | Leichte Saumbildung und Krimmung des Korpers
Stadium || Verstéarkte Saumbildung und Krimmung
) Starker Zersetzungsprozess mit wolkigem Erscheinungsbild und
Stadium llI ) .
Verlust der Pigmentierung

Im ersten Stadium ,leichte Saumbildung und Krimmung des Koérpers®, das in der
sehr schwach vitalen Phase des Fischembryos vor dem Endpunkt beginnen kann
(s. Abb. 12), zeigen sich sehr schwache gewebezerstdrende Prozesse an der
AulRenhaut und eine Veranderung des gestreckten Kdrpers in eine leichte Kriim-
mung. Das zweite Stadium ,verstarkte Saumbildung und Krimmung* ist in Abbil-
dung 13 dargestellt. Das dritte Stadium ,starker Zersetzungsprozess* kann von
einer starken Krimmung des Korpers begleitet sein. Das Gewebe verliert seine
Struktur bis hin zu einem wolkigen Erscheinungsbild, zudem ist ein Verlust der
Pigmentierung wie in Abbildung 14 zu beobachten.

o
Abb. 12: Stadium | Abb. 13: Stadium || Abb. 14: Stadium IlI
Naja naja Naja naja Naja naja

Konzentration 24,414 ng/ul, Konzentration 24,414 ng/ul, Konzentration 24,414 ng/ul,
direkt nach Giftzugabe 2 h nach Giftzugabe 24 h nach Giftzugabe
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Je nach Venintyp und Konzentration sind die Stadien | bis Il nicht klar abgrenz-
bar, sondern Uberschneiden sich (s. Abb. 15 bis 20). Die Konzentrationen
7.500 ng/ul der Gifte Bitis arietans (mit Tween20) und Vipera ammodytes zeigen
direkt nach Stadium I, sichtbare Krimmung und leichte Saumbildung (Abb. 15
und 18), das Stadium Il mit einem starken Zersetzungsprozess, einer starken
Krimmung und einer verminderten Pigmentierung (s. Abb. 16 und 19). Das wol-
kige Erscheinungsbild tritt bei beiden Giftkonzentrationen zum Beobachtungs-
zeitpunkt nach 24 Stunden auf (s. Abb. 17 und 20).

Immis

Abb. 15: Stadium | Abb. 16: Stadium Il Abb. 17: Stadium Il (wolkig)
Bitis arietans mit Tween20  Bitis arietans mit Tween20  Bitis arietans mit Tween20
Konzentration 7.500 ng/ul,  Konzentration 7.500 ng/ul, = Konzentration 7.500 ng/pl,
1,5 h nach Giftzugabe 2 h nach Giftzugabe 24 h nach Giftzugabe

SN

Abb. 18: Stadium | Abb. 19: Stadium Il Abb. 20: Stadium Il (wolkig)
Vipera ammodytes Vipera ammodytes Vipera ammodytes
Konzentration 7.500 ng/pul, Konzentration 7.500 ng/pl, Konzentration 7.500 ng/pl,
direkt nach Giftzugabe 30 min nach Giftzugabe 24 h nach Giftzugabe
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Bei sehr hoher Konzentration oder hohem Wirkungsgrad verlauft der Zerset-

zungsprozess mit groRer Geschwindigkeit, sodass direkt nach Giftzugabe das
zweite bzw. dritte Stadium erkennbar ist (s. Abb. 21).

\“}, . Abb. 21: Stadium 1111l
4 Naja haje

Konzentration 1.000 ng/pul,

direkt nach Giftzugabe
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4 Diskussion

4.1 Validitat der modifizierten OECD-Testkonditionen

Die Durchfiihrung dieser experimentellen Studie erfolgte nach den Leitlinien zum
akuten FET der OECD. Diese beinhalten Vorgaben zu allen Testbereichen, zur
Auswahl der Zebrafisch-Linie Danio rerio, eine Befruchtungsrate der Eier von
mindestens 70%, Uberlebensraten von Negativkontrollen tiber 90%, Letalitatsra-
ten von Positiv-Kontrollen tiber 30%, Vorgaben zur Qualitat und Temperatur der
Aufbewahrungsflussigkeit der Fischembryonen, sowie Unbedenklichkeitstests
fur verwendete Losungsmittel, um nur einige zu nennen. Die Testkonditionen ent-
sprachen bis auf wenige Modifikationen diesem Anforderungskatalog. Auch die
Darlegung der Forschungsergebnisse erfolgte in Anlehnung an die Richtlinien.
Die vorgesehene 24-Well-Mikrotiterplatte wurde durch eine 96-Well-Mikrotiter-
platte ersetzt, um die erforderliche Anzahl an Verdinnungsreihen eines Venins
gleichzeitig aufbringen zu kénnen (OECD, 2013). Der Zeitpunkt der Giftexposi-
tion erfolgte in Anlehnung an Chan et al. (2017) im ersten Versuch mit dem Gift
der Crotalus atrox an Fischembryonen (48 hpf), die mit Pinzetten mechanisch
dechorioniert wurden. Diese Vorgehensweise erwies sich als zeitaufwendig und
war mit einem hohen Verletzungsrisiko fur die Fischembryonen verbunden. Der
Einsatz von Fischembryonen (48 hpf) mit Chorionhulle fihrte zu divergierenden
Testergebnissen. Die Letalitdtsrate lag bei Fischembryonen ohne Chorionhlle
bei einer Konzentration von 6.250 ng/pl nach 90 Minuten bei 100%, bei Fi-
schembryonen mit Chorionhiille erst nach 24 Stunden bei 100%. Mdéglicherweise
besitzt die Chorionhlle eine protektive Funktion (Pelka et al., 2017, Sobanska et
al., 2018). Fur alle weiteren Versuche wurden Fischembryonen (72 hpf), die ge-
schlupft und intakt waren, verwendet und fur einen Zeitraum von 24 Stunden, bis
zu einem Alter von 96 hpf, beobachtet, um diesen mdglichen protektiven Effekt,
falls vorhanden, auszuschalten. Im Abschlussbericht zur Validierung des FETs
fur das OECD-Prufrichtlinienprogramm sind Untersuchungen zur Barrierefunk-
tion des Chorions des Centre for Organismal Studies der Universitat Heidelberg
eingeflossen, die diesen Ansatz untermauern. Die toxische Wirkung von Lu-

quinatHM552 wurde an frisch geschlipften Embryonen (72 hpf) und
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dechorionierten Embryonen (48 hpf) getestet. Beide Anséatze fiihrten zu den glei-
chen Ergebnissen und wurden als valide Vorgehensweise im FET in dem Bericht
eingeordnet (Braunbeck, 2012). Ein weiterer Aspekt ist die zunehmende Perme-
abilitat der Chorionhulle im Verlauf der embryonalen Entwicklung bis zum Zeit-
punkt des Schliupfens. Inwieweit Substanzen die Chorionhille durchdringen kén-
nen, hangt u.a. von ihrer molekularen Struktur ab. Gut wasserldsliche, nicht dis-
soziierte Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht gelangen tiber das Chorion
in den Embryo, Substanzen mit einem Molekulargewicht von gréf3er als 3000 Da
durchdringen das Chorion beispielsweise nicht (Kais et al., 2013). Proteine aus
Schlangengiften besitzen haufig ein sehr hohes Molekulargewicht. Fur die Kom-
ponente Hyaluronidase wurde im Gift der Bitis arietans ein Molekulargewicht von
62,2 kDa ermittelt, um ein Beispiel zu nennen (Kunze, 2007).

Sobanska et al. arbeiteten in ihrer Studie 2018 zur Anwendbarkeit des FETs in
der Europaischen Chemikalienverordnung zur Registrierung, Evaluierung,
Zulassung und Beschrankung von Chemikalien (engl. REACH: Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) mit Fischembryonen bis
zu einem Alter von 120 hpf. Sie betonen die Relevanz des spaten Abschnittes
des Beobachtungszeitraums mit der weiter fortgeschrittenen Entwicklung und
somit gréReren Ahnlichkeit zu den ausgewachsenen Tieren. Neben der bereits
genannten, mdoglichen Barrierefunktion der Chorionhille wird den
Fischembryonen, je junger sie sind, zudem eine verminderte
Biotransformationskapazitdt gegentber adulten Fischen zugeschrieben
(Sobanska et al., 2018, Busquet et al., 2014, Mattingly and Toscano, 2001).

Die in dieser Studie gewdahlte Zeitspanne, von 72 hpf bis 96 hpf, ist somit zur
angestrebten Bestimmung der LC50-Konzentration geeignet. Die OECD-Be-
obachtungskriterien wurden, auf die fir den gewahlten Beobachtungszeitraum
relevanten Zwecke, angepasst. Fehlender Herzschlag und fehlende spontane
Bewegung wurden als Letalitatskriterien verwendet. Die Beobachtung im suble-
talen Bereich wurde anhand der Kriterien verlangsamter Herzschlag, Sichtbarkeit

der Zirkulation, Art der Bewegung und unkontrollierte Zuckungen durchgefuhrt.
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Zur Beurteilung des Erscheinungsbilds letaler Fischembryonen wurden die Krite-
rien Saumbildung, Krimmung und verminderte Pigmentierung herangezogen.
Auch unter den beschriebenen Modifikationen des FETs erfillt diese Studie die
Validitatskriterien der OECD-Richtlinie.

4.2 Unterschiede in der Hohe der LC50 bei Elapiden- und
Viperngiften

Busquet et al. (2014), Chan et al. (2017) und Sobanska et al. (2018) haben eben-
falls das Versuchsmodell des Fischembryo-Assays eingesetzt und die LC50-
Konzentration ermittelt. Ihre Forschungsergebnisse zeigen, dass eine Berech-
nung der mittleren letalen Konzentration anhand des FETs moglich ist. Auch die
Ergebnisse dieser Dissertation mit unseren statistischen Berechnungen ergaben
insgesamt eine gute Anpassung und Reproduzierbarkeit der durchgefihrten
FETs (s. Tabelle 10 unter 3.2.). Als zielfiihrend zur Eingrenzung der LC50-Kon-
zentrationsbereiche erwies sich der Einsatz von logarithmischen Verdinnungs-
reihen, gefolgt von halbierenden Verdinnungsreihen zur Feinabstimmung des

Konzentrationsbereiches.

Die Abbildungen 8 bis 12 zeigen beispielhaft eine Uberlebenszeitanalyse (s. Abb.
7 bis 11 unter 3.1.) pro Venin mit unterschiedlichen Konzentrationen. Mit Aus-
nahme von Vipera ammodytes trat die Letalitat der gesamten Population bei ho-
heren Konzentrationen in einem Zeitraum von bis zu funf Stunden ein. Bei nied-
rigeren Konzentrationen Uberlebte die gesamte Population mindestens 24 Stun-
den. Der Konzentrationsbereich, in dem nur Teile der Population Uber 24 Stun-
den Uberleben, scheint sehr eng begrenzt zu sein. Dies kdnnte ein Hinweis auf
einen moglichen Alles-oder-Nichts-Mechanismus sein, den Chan et al. (2017) bei
ahnlichen Beobachtungen bei der Ermittlung der LC50-Konzentration von Crota-
min-Rho-B als Erklarungsansatz anfiihren. Gregory et al. (2008) haben in ihrer
Studie die Permeabilisierung von Phospholipid-Vesikeln mit dem antimikrobiellen
Peptid Cecropin A untersucht und das Modell eines Alles-oder-Nichts-Mechanis-
mus entwickelt. Cecropine sind antimikrobielle Peptide, die gezielt Bakterien un-

schadlich machen und in vielen Tierarten verbreitet sind. Als potenzielle
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Alternative zum Einsatz von Antibiotika sind Cecropine seit zwanzig Jahren im
Fokus der Forschung, dartber hinaus wird eine mégliche Anwendung im Bereich
der Krebstherapie erforscht. Gregory et al. (2008) kommen zu dem Schluss, dass
Cecropine die doppelschichtige Membran von Phospholipid-Vesikeln angreifen.
Minimale Sequenzanforderungen ohne spezifische Rezeptoren scheinen fir die
Bindung des Peptids und flr die Permeabiliserung der Vesikelmembran auszu-
reichen. Sie konnten Uber Farbstoff-Freisetzung belegen, dass sich die Lipidvesi-
kel nicht langsam, sondern abrupt entleeren. Bei einer niedrigen Peptidkonzent-
ration auf der Membran bleiben die Vesikel dicht. In ihrem Modell gehen sie da-
von aus, dass ab einer bestimmten Konzentration die Bindung einer grol3en An-
zahl von Peptidmolekilen erfolgt, die mechanische Spannungen in der Lipid-
membran erzeugen. Wird der Druck zu grof3, reil3t die Membran und es kommt

zur abrupten Leckage (Gregory et al., 2008).

Betrachtet man die Mittelwerte unserer berechneten LC50-Konzentrationen (s.
Tabelle 10 unter 3.2.), betrugen diese fur Naja naja 28,4 ng/ul, fur Naja haje
287,6 ng/ul, fur Vipera ammodytes 427,6 ng/ul, fur Crotalus atrox 3.948,4 ng/ul
und flr Bitis arietans 4.785,7 ng/ul. Es zeigen sich deutliche Unterschiede in der
Letalitat der beiden Elapiden- und der drei Viperngifte. Die Elapidengifte, insbe-
sondere das Gift der Naja haje, téten Fischembryonen mit deutlich niedrigeren
Konzentrationen und sind damit wesentlich effizienter als die von uns getesteten
Viperidengifte. Allerdings liegt, beispielsweise unsere ermittelte LC50-Konzent-
ration fur Crotalus atrox mit 3.948,4 ng/pl im Vergleich zu der von Anderson et al.
(2018) in ihrer Studie aus der Literatur angewendeten LD50-Konzentration von
200 pl/ml (& 200 ng/ul), um ein Vielfaches hoher (Anderson et al., 2018). Fur
Qualitatsprobleme unserer beiden Giftchargen sowie Mangel bei der Lagerung
oder in der Handhabung der Venine gab es keine Anhaltspunkte. Leichte Ergeb-
nisabweichungen ergaben sich in unserer Studie lediglich bei zwei Versuchsrei-
hen mit Vipera ammodytes und Naja naja. Die LC50-Konzentrationen in den Wie-
derholungsversuchen, die 10 bis 14 Tage nach Offnung der Giftampullen durch-
gefuhrt wurden, lagen bei Vipera ammodytes (468,4 ng/ul zu 386,7 ng/ul) um den
Faktor 1,2, bei Naja naja (33,1 ng/ul zu 19,1 ng/pl) um den Faktor 1,7 hoher als
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in den ersten Versuchsreihen. Ein Verlust der Giftigkeit des Venins trotz fachge-
rechter Lagerung kann vermutet werden. Auch andere Studien geben Hinweise
auf FETs mit ungewdhnlich hohen LC50-Konzentrationen. Ali et al. ermittelten im
Rahmen ihrer 2011 angefertigten Studie die LC50-Konzentrationen von 60 was-
serldslichen Chemikalien mit umfangreichen FETSs in einer ahnlichen Vorgehens-
weise wie in unserer Studie. Fischembryonen wurden in 96-Well-Mikrotiterplatten
bis zu 96 Stunden in verschiedenen Versuchsreihen unterschiedlichen Stoffkon-
zentrationen ausgesetzt. Die Bandbreite der berechneten LC50-Konzentrationen
differierte noch wesentlich starker als bei unseren Giften. Alkohole, z.B. Ethanol,
hatten mit einer LC50-Konzentration von 36.212,0 ng/ul (in der Studie in mg/l
angegeben) eine deutlich schwachere Toxizitat bei Fischembryonen als alle an-
deren in dieser Studie getesteten Chemikalien. Eine Ausnahme in dieser Stoff-
gruppe bildete Tween80, das mit einer LC50-Konzentration von 323,4 ng/ul im
Vergleich deutlich toxischer war. Die oberflachenaktiven Eigenschaften von
Tween80 werden von den Verfassern als mogliche Erklarung herangezogen (Ali
et al., 2011). Busquet et al. (2014) stellen dar, dass einzelne von ihnen getestete
Verbindungen, als Beispiel ist Allylalkohol aufgeftihrt, nur bei extrem hohen Kon-
zentrationen einen Effekt im FET zeigten, auch im Vergleich zum Toxizitatstest
mit adulten Fischen. Als mogliche Erklarung werden zwei Aspekte aufgefihrt.
Zum einen erfordern einige Verbindungen eine metabolische Aktivierung, um ihre
Giftwirkung zu entwickeln. Zum anderen kénnen Unterschiede in der Biotransfor-
mationskapazitat zwischen Fischembryonen und adulten Fischen zu unter-
schiedlich hohen LC50-Konzentrationen und somit zu divergierenden Einschat-
zungen der Toxizitat fihren. Studien zu FETs mit ,ganzen® Veninen, nicht nur mit
einzelnen Veninkomponenten, sind rar. Fir eine bessere Einschatzung unserer
Ergebnisse ist die Durchfiihrung von zuséatzlichen FETs mit einer grol3eren An-
zahl an Veninen erforderlich, um zu prifen, ob die LC50-Konzentrationen dieser
Studie bestatigt werden kdnnen und sich ein Unterschied in der Effizienz von
Elapiden- und Viperngiften bei Fischembryonen weiter belegen I&sst.
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4.3 LC50 als Prognoseinsturment fur Tierversuche

Eine interessante Fragestellung ist, inwieweit die in akuten FETs ermittelten
LC50-Konzentrationen mit den in Tierversuchen erhobenen letalen Dosen 50%
(LD50 in mg/kg), verglichen werden kdnnen. Ali et al. (2011) haben zu ihren, in
FETs bestimmten, LC50-Konzentrationen LD50-Daten aus Versuchen mit M&u-
sen aus Literatur und Datenbanken gesammelt und Korrelationsanalysen erstellt.
Far ihr Modell wurde die Annahme getroffen, die Einheiten der LC50 (mg/l) und
der LD50 (mg/kg) gleichzusetzen. In ihrem statistischen Modell wurden fur sechs
Stoffklassen, chemische Verbindungen mit &hnlichen Eigenschaften, Korrelatio-
nen fur die LC50/LD50-Paare berechnet. Die Ergebnisse zeigen Regressionsge-
raden mit unterschiedlichen Steigungen (Zebrafischembryonen log LC50 /
Mause log LD50) firr die sechs Stoffklassen: Carboxylsauren (0,36), Alkaloide
(0,56), Glykoside (0,77), Amide (1,06), Alkohole (1,24) und andere (1,27). Wéh-
rend Amide sich fir Mause und Fischembryonen als gleich toxisch darstellen,
sind Alkohole, wie bereits erwahnt, fur Fischembryonen deutlich weniger toxisch.
Dagegen erweisen sich Carboxylsauren fur Fischembryonen als signifikant toxi-
scher. Als mogliche Einflussfaktoren werden Unterschiede in der chemischen
Verbindung, der Absorption, des Stoffwechsels und in der Art des Wirkmecha-
nismus der Substanz aufgefiihrt. Der FET besitzt aus Sicht der Autoren deutli-
ches Potenzial zur Beurteilung der Toxizitdt von chemischen Substanzen. Die
Toxizitat kann jedoch im Vergleich zu den bekannten LD50-Werten aus Tierver-

suchen, je nach Stoffklasse, variieren und sollte weiter erforscht werden.

Ducharme et al. (2015) haben in ihrer Metastudie Toxizitatsdaten von 600 che-
mischen Verbindungen aus FET-Studien mit Toxizitdtsdaten von Tierversuchen
aus der Literatur zusammengefihrt. Neben akuten Toxizitatsdaten, LC50-Kon-
zentrationen bei Fischembryonen sowie LD50-Daten aus Tierversuchen, stan-
den Daten zur Teratogenitat im Fokus. Ziel der Studie war, die Ubertragbarkeit
der Ergebnisse von FETs auf Ergebnisse aus In-vivo-Tests mit Ratten, Mausen,
sowie Kaninchen, zu Uberprifen. Aufgrund der haufig unvollstandigen Datenlage
konnte fir zahlreiche Substanzen keine Korrelation ermittelt werden. Der FET

kbnnte aus Sicht der Forscher flr ein Anfangsscreening zur Prognose der
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Toxizitat bei Tierversuchen aufgrund der Korrelation der LD50-Werte bei den Ex-
positionsformen Inhalation sowie subkutane Injektion bei Ratten und Mausen mit
den LC50-Werten der Fischembryonen eingesetzt werden. Ein Nachteil ist die
zurzeit noch mangelnde Verfugbarkeit von vergleichbaren Daten. Zusatzlich
muss berlcksichtigt werden, dass es sich bei einer LC50-Konzentration um die
Konzentration des Expositionsmediums, nicht um die Konzentration im Fi-
schembryo handelt. Geschlupfte Fischembryonen sind dem Gift Gber drei Wege,
Haut, Kiemen und Maul, ausgesetzt, was eine Einschatzung der Giftwirkung er-

schwert (Ducharme et al., 2015).

Stellt man die in unserer Studie ermittelten LC50-Konzentrationen der in den Si-
cherheitspapieren der Firma Latoxan aufgefiihrten LD50-Dosen (Latoxan,
2012a, Latoxan, 2012b, Latoxan, 2012e, Latoxan, 2012c, Latoxan, 2012d), Ex-
position durch intravendse Injektion, in einer Tabelle gegentber (s. Tabelle 19),
zeigen sich fur alle FET-Werte extrem hohe Konzentrationen im Vergleich zur
Maus. Die Gifte der Elapiden und der Vipera ammodytes wirkten auch bei Mau-
sen schon in niedrigeren Konzentrationen als bei den Viperidengiften Crotalus
atrox und Bitis arietans. Diese Tendenz wurde in unseren Versuchsreihen besté-

tigt.

Tabelle 19: Vergleich der LD50-Werte (in mg/kg, intraventése Verabreichung im Tierver-
such) und LC50-Konzentrationen (in mg/l, FET)

LD50 (mg/kg) LC50 (mg/l)
Crotalus atrox 2,72 3.948,4
Naja naja 0,22 28,4
Vipera ammodytes 0,45 427.,6
Naja haje 0,95 287,6
Bitis arietans 7,75 4,785,7

Die Hohe der LC50-Werte in unseren FETSs ist erstaunlich, denn Schlangengifte
sind hochtoxische Substanzen, die ihr Ziel, die Beute in kirzester Zeit bewe-
gungsunfahig zu machen und zu téten, wirkungsvoll erreichen. Ein moglicher Er-
klarungsansatz koénnte eine Wirkungsabschwachung der Venine aufgrund der
Verdinnung im wassrigen Milieu sein. Zudem erreicht das Gift den Embryo pri-

méar uber die Haut, bestehend aus Muskelschicht, dermalen Stroma und
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zweilagiger Epidermis, mit basaler Zellschicht und einem superfiziellen Epithel,
die als Barriere zu betrachten ist (Rakers, 2012). Eine ahnliche Beobachtung
wurde, wie bereits dargestellt, bei der Chorionhulle gemacht. In der Natur wird
durch den Biss, sowie im Tierversuch mit intraventser oder subkutaner Injektion,
die Hautbarriere mechanisch tberwunden, wodurch das Venin schnell in den
Blutkreislauf gelangt und dort unmittelbar seine Wirkung entfalten kann (Turner
et al., 2011, Shimizu, 2004).

Die Hinweise aus den 0.g. Studien zur Toxizitatsbestimmung von Chemikalien
konnen hilfreiche Erklarungsanséatze fur die hohen LC50-Konzentrationen unse-
res FETs mit Veninen liefern. Die Sensibilitdt von Fischembryonen war bei eini-
gen chemischen Substanzen ebenfalls deutlich niedriger als bei Nagern. Venine
sind eine hochkomplexe Mischung aus Proteinen und Peptiden mit den unter-
schiedlichsten Eigenschaften, die auf Erfolg bei der Jagd auf Beute z.B. Nager,
programmiert sind. Der Organismus der Fischembryonen gehdrt nicht in dieses
Beuteschema. Unterschiede in der Biotransformationskapazitat kénnten eine
Rolle spielen. Auch die Art der Exposition, sowie ein Verdiunnungseffekt durch
das wassrige Milieu scheinen héhere Giftkonzentrationen im FET als bei Tierver-
suchen zu begunstigen. Diese Aspekte kdnnten zusatzlich den bereits in den
Uberlebenszeitanalysen vermuteten Alles-oder-Nichts-Effekt im FET bei Veninen
untermauern. Ubereinstimmend ist aber die Tendenz zu einer hoheren Effizienz
von Elapidengiften und dem Gift der Vipera ammodytes im Vergleich zu den rest-
lichen Viperidengiften in beiden Versuchsarten. Eine Vergleichbarkeit der mittle-
ren letalen Konzentration bzw. Dosis zwischen FET und Tierversuchen konnte
auf Basis unserer Studie nicht hergestellt werden. Weitere Versuchsreihen mus-
sen fur eine Einschatzung des FETSs, als Prognoseinsturment fiir die Toxizitat von

Schlangengiften bei In-vivo-Testverfahren, durchgefuhrt werden.
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4.4 FET als moglicher Indikator fir Neurotoxizitat

Die Veninforschung greift seit einiger Zeit auf moderne Methoden der Protein-,
Transkript- und Genomforschung zurtick, um die Zusammensetzung und die Wir-
kung einzelner Veninkomponenten zu entschlisseln (Ojeda et al., 2018).

In ihrem Review zu Studien zur Zusammensetzung von Veninen stellten Tsas-
oulis und Ishister die Komponenten von 132 Schlangengiften zusammen. Die
Gifte der Familie der Elapidae machten 12%, die der Viperidae 47% des Reviews
aus. Von den 63 gelisteten Proteinfamilien spielten die drei Enzymgruppen Phos-
pholipase A2 (PLA2), Metalloprotease (MP) und Serinprotease (SP), sowie nicht
enzymatische Dreifinger-Toxine (3FTx) eine dominante Rolle (Tasoulis and
Isbister, 2017).

Als Enzym hydrolysiert PLA2 Phospholipide. Die freigesetzten Hydrolysepro-
dukte aktivieren, Uber Signaltransduktionsvorgénge an Zellmembranen, zellulare
Pathologien an Leukozyten, Blutplattchen und Endothel. Inflammation und St6-
rungen der Blutgerinnung sind die Folge. Aktuelle Erkenntnisse der biomolekula-
ren Forschung gehen von hochkomplexen Wirkmechanismen mit PLA2-Beteili-
gung aus, die tief in die endogenen Signalsysteme der Beute bzw. des Opfers
eingreifen und einen amplifizierenden Effekt der Giftdosis hervorrufen (Bickler,
2020). MP wirkt proteolytisch, fuhrt zur Degradation von Proteinstrukturen z.B.
der Basallamina von vaskularen Zellen und besitzt pro- sowie antikoagulatori-
sche Wirkung. Inflammation und Gewebenekrose sind typische Symptome
(Gasanov et al., 2014). SP ist Thrombin-ahnlich und verursacht antikoagulatori-
sche sowie fibrinolytische Aktivitaten. Eine Stérung der Hamostase und Hypoten-
sion sind die Folge. Die meisten 3FTxe wirken neurotoxisch, kbnnen aber auch
kardiotoxische Eigenschaften besitzen. Ein bekanntes Beispiel ist a-Bungaroto-
xin, ein 3FTX, das die postsynaptische Membran der neuromuskularen Endplatte
blockiert (Chang, 1962). B-Bungarotoxin ist dagegen eine nicht enzymatisch wir-
kende PLA2-Komponente, die wie ein 3FTx neurotoxisch wirkt und die Neuro-

transmission an der prasynaptischen Endplatte blockiert (Strong et al., 1976).
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In unserer Studie betrachten wir die Toxizitat von fiinf Veninen. Die beiden Ela-
pidengifte besitzen einen sehr hohen Anteil an 3FTx, Naja haje (60%) und Naja
naja (je nach Herkunft zwischen 63,8% und 80,5%), sowie einen Anteil an PLA2,
Naja haje (4%) und Naja naja (11,4% bis 14%). Beide Gifte sind in ihrer Wirkung
als stark neurotoxisch klassifiziert (Tasoulis and Isbister, 2017). Das Safety Data
Sheet, der von Latoxan fur diese Studie bereitgestellten Naja-Gifte, beschreibt
die Symptomatik beider Venine beim Menschen als neuromuskulares Syndrom
mit sensomotorischen Stérungen, Scheinkoma und Atemnot mit moglicher To-
desfolge durch Atemstillstand (Latoxan, 2012c, Latoxan, 2012d). Auffallend in
dieser Studie war bei den Beobachtungen der Vitalfunktionen der Fischembryo-
nen unter Exposition der Naja-Gifte im subletalen Konzentrationsbereich, das
Auftreten von unkontrollierten Zuckungen, die als Zeichen ihrer neurotoxischen
Wirkung bewertet werden kénnen (s. Tabelle 17 unter 3.5.1.). Dies ist aus unse-
rer Sicht ein Indiz, dass mit dem FET ein Venin auf Neurotoxizitat getestet wer-
den konnte. Zu einem &ahnlichen Schluss gelangen Chan et al. (2017) bei ihren
umfangreichen Untersuchungen der Wirkungen des 3FTxs RhoB-Crotamin. Un-
ter chronischer Giftexposition wurde als Ursache, fur die nach sehr kurzer Zeit
stark beeintrachtigte Schwimmleistung der Zebrafischembryonen, eine Schéadi-
gung von Nerven- und Muskelzellen durch selektive Blockade der spannungsab-

hangigen Kalium-Kanéle vermutet.

Typisch fur Viperngifte sind hohe Anteile an MP und SP. Das Gift der Crotalus
atrox enthalt unter den Viperngiften in unserer Studie den héchsten Anteil an SP
(49,7%), sowie MP (19,8%). Das Gift der Bitis arietans enthalt MP (38,5%) und
SP (19,8%). Beide Enzyme besitzen eine hohe Gewebetoxizitat und stéren die
Hamostase (Tasoulis and Isbister, 2017). In den Latoxan Safety Data Sheets fur
Crotalus atrox (Latoxan, 2012a) und Bitis arietans (Latoxan, 2012b) wird die
Symptomatik beim Menschen als hdmatologisches Syndrom mit stechenden
Schmerzen, ha&morrhagischen Symptomen, progredienter Nekrose und hy-
povolamischem Schock beschrieben. Die gewebetoxische Wirkung ist in unserer
Studie im subletalen Bereich anhand der Saumbildung und Krimmung der Fi-

schembryonen ansatzweise sichtbar, konnte erst aber im letalen Stadium I-11l der

58



Fischembryonen anhand des schnell voranschreitenden Zersetzungsprozesses,
in den Abbildungen 12 bis 21 (s. unter 3.5.2.) beispielhaft dargestellt, beobachtet
werden. Sie tritt bei den Elapiden allerdings ahnlich auf. Der im letalen Stadium
beobachtete Zersetzungsprozess sollte eher als Auspragung des Vorverdau-
ungsprozesses, den alle Schlangengifte neben Immobilisation und Tétung der
Beute als Funktion im Rahmen der Evolution entwickelt haben, gewertet werden.
Die Bewegungsfahigkeit der Fischembryonen ist bei Crotalus atrox und Bitis
arietans zwar eingeschrankt, aber es treten keine unkontrollierten Zuckungen,
als Indikator fur einen neurotoxischen Wirkmechanismus, auf. Dies entspricht
dem Fehlen von neurotoxischen Komponenten in der Giftzusammensetzung.
Ein Sonderfall ist das Gift der Vipera ammodytes mit einer fir Vipern untypischen,
neurotoxischen Wirkung, die durch die Beobachtung von unkontrollierten Zu-
ckungen in unserer Studie untermauert wird. Die Betrachtung der Giftzusammen-
setzung zeigt, neben der fir Vipern typischen MP (25%) und SP (30%), einen
ungewohnlich hohen Anteil an PLA2 (26%) (Tasoulis and Isbister, 2017). Auch
die Sicherheitsinformationen zu Vipera ammodytes von Latoxan (Latoxan,
2012e) beschreiben neben den flr Vipern typischen Giftwirkungen - leicht ha-
morrhagisch und hoch inflammatorisch - in einigen Fallen eine neurotoxische
Symptomatik. Einige Studien haben nachgewiesen, dass das Gift der Vipera am-
modytes Vipotoxine und Ammodytoxine enthalt. Bei beiden handelt es sich um
nicht enzymatisch wirkende PLA2, die die neuromuskulare Transmission blockie-
ren. Zusatzliche azidotische Komponenten besitzen in beiden Toxintypen eine
Toxin-amplifizierende Wirkung (Sribar et al., 2019). Atanasov et al. (2012) be-
schreiben, im Tierversuch an Méausen, die klinischen Symptome von Vipotoxin
als klassisch neurotoxisch mit Agitation, Ataxie, Konvulsion, Parese und Tod
(Atanasov et al., 2012).

Die Veninforschung hat auf molekularer Ebene in den letzten zehn Jahren grol3e
Erfolge in der Erforschung der Zusammensetzung von Veninen und ihrer Wirk-
weise erzielt. Die Komplexitat der toxischen und enzymatischen Prozesse, die
tief in neurologische und physiologische Systeme eingreifen, ist hoch und in vie-
len Teilen noch nicht verstanden. Neurotoxine gehdren zu den effizientesten Gift-

komponenten. In den Beobachtungen unserer Studie erwies sich das Gift der
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Vipera ammodytes als neurotoxisch. Im Bereich der Gewebetoxizitat waren un-
sere Beobachtungen fiur alle getesteten Venine &hnlich und damit weitgehend
unspezifisch. Aus unserer Sicht scheint eine weitere Uberpriifung des FETSs, als
maoglicher Indikator fir den Nachweis von Neurotoxizitat bei Veninen ein Aspekt,

der weiterverfolgt werden kdnnte.

4.5 Neutralisationseffekt durch das Antivenin

Das Ziel der EC50-Versuche bei dreifacher LC50-Konzentration einen Neutrali-
sationseffekt durch das Antivenin PSASA, wie im WHO-Tierversuch, zu errei-
chen, trat zu keinem Zeitpunkt ein. Im modifizierten EC50-Versuch mit logarith-
mischen Verdinnungsreihen fir Antivenin und Venin (s. Tabelle 14 unter 3.3.3.)
zeigte sich fur einen kurzen Zeitraum ein Neutralisationseffekt der Veninkonzent-
rationen 13.300 ng/pl bzw. 1.330 ng/pl in Kombination mit den Antiveninkonzent-
rationen 0,2678 pg/pl bis 0,002678 pg/ul. Zum Beobachtungszeitpunkt nach
30 Minuten bzw. drei Stunden konnte eine gesteigerte Uberlebensrate im Ver-
gleich zu den Veninkonzentrationen ohne Zugabe von Antivenin beobachtet wer-
den. Dies kdnnte als temporarer Neutralisationseffekt des Antivenins interpretiert
werden. Unter dieser Pramisse ware die Ermittlung einer EC50-Konzentration
mithilfe des Fischembryo-Assays prinzipiell moglich. In einer Dosierung Uber
0,2678 pg/pl fuhrte das PSASA in Kombination mit dem Gift der Naja haje aller-
dings zu einer erheblichen Herabsetzung der LC50-Konzentration von
397,7 ng/ul auf 0,192 ng/ul und damit zu einer deutlichen Steigerung der Toxizi-

tat. Ein additiver toxischer Effekt des Antivenins PSASA lasst sich beschreiben.

Zebrafischembryonen kommen in der freien Natur in verschiedenen Habitaten
vor und zeigen eine grof3e Toleranz gegenuber wechselnden Umweltbedingun-
gen (Spence et al., 2008), so auch gegeniuber schwankenden pH-Werten zwi-
schen 5,9 bis 9,8 (Engeszer et al., 2007). Fur einen optimalen Lebensraum der
Fischembryonen sollte in der Laborhaltung ein stabiler pH-Wert zwischen 6,8 und
7,5 vorliegen (Brand et al., 2002, Avdesh et al., 2012, Westerfield, 2000). Der
pH-Wert des vom Max-Planck-Institut Tubingen zur Verfiigung gestellten und in

dieser Studie verwendeten E2-Mediums von 7,22 lag in dem von Brand et al.
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(2002), Avdesh et al. (2012) und Westerfield et al. (2000) empfohlenen Bereich.
Die Uberprufung des pH-Wertes des Antivenins zeigte einen im Vergleich zum
E2-Medium niedrigeren und leicht azidotischeren pH-Wert von 6,92 an, der im-
mer noch in dem empfohlenen Bereich zwischen 6,8 und 7,5 lag. Der veranderte
pH-Wert als Ursache fur den additiven toxischen Effekt konnte ausgeschlossen
werden.

Die anschlieRende Untersuchung der Zusammensetzung des Antivenins ergab,
dass ein Milliliter PSASA 3,5 mg M-Kresol enthélt. M-Kresol, ein Phenol-Derivat,
wird in der Herstellung von Antiveninen als Beistoff zur Konservierung (Abd-
Elsalam et al., 2011, Meyer et al., 2007, Segura et al., 2009) und als antimikrobi-
eller Schutz verwendet (Abd-Elsalam et al., 2011). Studien von Meyer et al.
(2007) und von Cheng und Kligerman zeigen einen toxischen Effekt von M-Kresol
beim Menschen mit schweren Folgen fur Leber und Niere (Cheng and Kligerman,
1984), im Extremfall ein Multiorganversagen (Gupta et al., 2008). In der Arbeit
von Hasanin und Fouad wurde M-Kresol als moderat fischtoxisch (Hasanin and
Fouad, 2009) eingeschatzt. Die additive toxische Wirkung des Antivenins kénnte
auf M-Kresol zurtickzufuihren sein. Abd-Elsalam et al. betonen in ihrer Studie aus
dem Jahr 2011, dass Additive in Antiveninen, wie M-Kresol, auf eine Konzentra-
tion minimiert werden sollten, ohne die konservierende und antimikrobielle Wir-
kung von M-Kresol zu verlieren. Der FET liefert in dieser Studie keine verwertba-
ren EC50-Ergebnisse. Die In-vitro-Methoden und Tierversuche bleiben weiterhin
das Mittel der Wahl. Polyvalente Antivenine neutralisieren i.d.R. Venine verwand-
ter Schlangenarten mit unterschiedlicher Effizienz. Die moderne Veninforschung
liefert die Grundlage passgenauere Antivenine auf der Basis komplexer Wir-
kungszusammenhéange zu konzipieren. Die klassischen Antivenine auf Basis von
Antikérpern immunisierter Nutztiere kbnnen so durch neue Ansatze erganzt oder
sogar ersetzt werden. Ein Beispiel ist die Studie von Anderson et al. (2018) zum
Einsatz von Mastzellen als Alternative zum klassischen Antivenin. In ihrer Arbeit
konnte gezeigt werden, dass im Fischembryo-Assay mit ganzen Veninen hu-
mane Mastzellen einen Neutralisationseffekt bei unterschiedlichen Giften besit-

zen und so eine Berechnung von EC50-Werten im FET moglich war.
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5 Zusammenfassung

Ausgehend von der Fragestellung, inwieweit der FET eine Alternative zum Tier-
versuch an Mausen bei der praklinischen Testung von Antiveninen darstellen
konnte, wurde eine Versuchskonzeption mit finf Veninen und dem polyvalenten
Antivenin PSASA methodisch entwickelt. Uber die Bestimmung der mittleren le-
talen Konzentration sowie der mittleren effektiven Konzentration sollte die Neut-

ralisationskapazitat des Antivenins ermittelt werden.

Die Bestimmung der mittleren LC50-Konzentrationen mithilfe von logarithmi-
schen, gefolgt von halbierenden Verdinnungsreihen erwies sich im Rahmen die-
ser Konzeption als erfolgreich. Auf die zeitaufwendige Dechorionisierung der Fi-
schembryonen (48 hpf) konnte durch den Einsatz bereits geschlupfter Fischemb-
ryonen (72 hpf) verzichtet werden. Die statistische Analyse zeigte eine gute An-
passbarkeit und Reproduzierbarkeit der Versuchsreihen. Die LC50-Konzentrati-
onen flr alle funf Venine wiesen sehr hohe Werte im FET im Vergleich zu den
bekannten LD50-Konzentrationen bei Mausen auf. Nicht nur ein Verdinnungsef-
fekt im wassrigen Milieu, auch eine verminderte Biotransformationskapazitat der
Fischembryonen, der Expositionsweg Uber die Haut sowie Unterschiede in der
Absorption chemischer Substanzen durch die Fischembryonen werden in der Li-
teratur als mogliche Ursachen fir diese Unterschiede in der Toxizitat im Vergleich
zu Tierversuchen diskutiert und kénnen als Erklarungsanséatze herangezogen

werden.

Die Uberlebenszeitanalysen zeigen, mit Ausnahme des Giftes der Vipera am-
modytes, dass unter niedrigen Veninkonzentrationen, die gesamte Population
mindestens 24 Stunden Uberlebt, unter hohen Konzentrationen die gesamte Po-
pulation innerhalb weniger Stunden verstirbt. Dies kénnte, &hnlich wie bei den
Beobachtungen von Chan et al. (2017), auf einen Alles-oder-Nichts-Mechanis-
mus bei der Giftwirkung auf die Fischembryonen hindeuten.

Im Vergleich sind die LC50-Werte fiur alle flinf Venine in dieser Studie deutlich
hoher als die Angaben zu den LD50-Konzentrationen von Latoxan, die auf Tier-

versuchen mit Mausen basieren. Erkennbar ist aber, dass uUbereinstimmend in
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beiden Versuchstypen die Werte der zwei Naja-Arten deutlich niedriger ausfallen
als Werte der Viperngifte Crotalus atrox und Bitis arietans, zum anderen die
Werte der Vipera ammodytes im Bereich der Elapidengifte angesiedelt sind. Ob
auf Sicht eine Korrelation zwischen den Konzentrationsbereichen von Veninen
im FET und im Tierversuch dargestellt werden kann, l&sst sich nicht abschéatzen.
Bei den Naja-Giften und Vipera ammodytes wurden bei den Fischembryonen
nach Exposition unkontrollierte Zuckungen im subletalen Bereich beobachtet, ein
mogliches Indiz fur eine neurotoxische Wirkung. Die neurotoxische Wirkung von
Elapidengiften durch einen hohen Anteil an 3FTxen ist hinreichend bekannt.
Nach neueren Erkenntnissen enthélt das Viperngift Vipera ammodytes mit nicht
enzymatischem PLA2 ebenfalls neurotoxische Komponenten. Unsere beschrie-
benen Beobachtungen kdnnten als Indiz fir die Sensitivitat des FETs bei neuro-

toxischen Substanzen gelten.

Ein Neutralisationseffekt der dreifachen LC50-Konzentration von Naja haje Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden durch das Antivenin PSASA wurde bei keiner
Konzentration der hergestellten Antivenin-Verdinnungsreihen erzielt. Der modi-
fizierte Versuch mit der Antivenin- und einer Venin-Verdinnungsreihe zeigte ei-
nen marginalen Neutralisationseffekt fur ein Zeitfenster von maximal drei Stun-
den bei einer Veninkonzentration von 1.330 ng/ul und niedrigen Antiveninkon-
zentrationen. Hohe Antiveninkonzentrationen wirkten additiv toxisch. Auch der
Konservierungsstoff M-Kresol mit moderat fischtoxischer Wirkung, kénnte die To-
xizitat verstarkt haben. Der FET lieferte in dieser Studie keine verwertbaren
EC50-Ergebnisse und kann nicht als Alternative zum Tierversuch in der praklini-
schen Testung von Antiveninen betrachtet werden. Grundsatzlich sollte der Ein-
satz des FETs als Alternative zum Tierversuch weiter geprtft werden. Die Aus-
wirkungen der Toxizitat chemischer Substanzen auf den Organismus der Fi-
schembryonen ist noch nicht vollsténdig verstanden. Weitere FETs mit einer en-
geren Abstufung der Venin- und Antivenin-Verdinnungsreihen zur Prifung der
Neutralisationskapazitat sowie eine Ausweitung der Testreihen auf mehrere An-

tivenine sollten Gegenstand weiterer Studien sein.
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