Ucinci sastavnica otrova poskoka na pokazatelje
srcane funkcije na modelu izoliranog stakorskog srca

Karabuva, Svjetlana

Doctoral thesis / Disertacija
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / SveucilisSte u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:082866

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-16

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
j MEDICINSKI FAKULTET
UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS ]
L FACULTAS MEDICA MEFST Repository

é UNIVERSITY OF SPLIT G O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJL



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:082866
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:1248
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:1248

SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

Svjetlana Karabuva

U¢inci sastavnica otrova poskoka na pokazatelje sréane funkcije

na modelu izoliranog Stakorskog srca

Doktorska disertacija

Split, 2017.



SVEUCILISTE U SPLITU

MEDICINSKI FAKULTET

Svjetlana Karabuva

Ucinci sastavnica otrova poskoka na pokazatelje sr¢ane funkcije

na modelu izoliranog Stakorskog srca

Doktorska disertacija

Split, 2017.



Biokemijski postupci razdiobe cjelokupnog otrova poskoka i elektroforetski prikaz izoliranih
sastavnica izradeni su u laboratoriju Odsjeka za molekularne i biomedicinske znanosti u

Institutu Jozef Stefan pri Medunarodnoj poslijediplomskoj $koli u Ljubljani.

Mjerenja na modelu izoliranog Stakorskog srca provedena su u laboratoriju Katedre za

farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Mostaru.

Laboratorijski obrada biokemijskih pokazatelja sr€anog oStecenja izvrSena je u Zavodu za

medicinsko-laboratorijsku dijagnostiku u Klinickom bolnickom centru Split.

Statisticka ras¢lamba podataka izracunata je u Klinici za infektologiji u Klinickom bolnickom

centru Split.

Voditelj rada: prof. dr. sc. Boris Luksi¢, dr. med.



SADRZAJ

Popis 0znaka, Kratica i SIMDOLA .........cecciiiiiiiiiiiieciee et e e 4
1. UVOD .9
1.1, ZMIJE OTOVIIICE ..eeuetiiutieiieiieeniie et ettt ettt e sttt e sttt et esat e e bt e sbeeeabeesbbeenbeesbaeebeesaeeens 10
1.1.1. Obitelj Viperidae i podobitelj Viperinge ...............cccccoveevoiiniiiniinieiniiiieenienenn 13
1.1.2. ROA VIDOTA .ottt et et e st e e e e e nnaaaeenaee s 15
1.1.3. Vrsta Vipera ammodytes ............ocoveiieeeiiieeeiiiieeeeeiieeeeeieeeeesiveeeeevaee e eeaaeeaeeans 18
1.2, ZIMIJSKT OTTOVI 1evvieiiieiiiieeiiee ettt ettt ettt e et e et ee et e e et e e snbaeesabaeesaseeesaneeas 18
1.2.1. Glavne toksi¢ne sastavnice otrova zmija obitelji Viperidae ...............ccccuveeeenn.... 22
1.2.1.1. Cink-ovisne metaloproteINAZE ..........cceeervereriieenieeerieeeireeeireesieeesreeenaneees 22
1.2.1.2. Sekrecijske fOSfOliPaZe Ag ..oocvveeviiieiiiiiiiieeee et 32
1.2.2. Hemostatski aktivne sastavnice otrova podvrste Vipera ammodytes ammodytes . 39
1.3. Klinicka obiljezja ofidizZma ...........cooouiiiiiiiiiiieieeeeee e 43
1.4. Kardiotoksi¢ni uc¢inak cjelokupnog otrova Vipera ammodytes ammodytes .................. 60
2. CILJEVIIHIPOTEZE ISTRAZIVANJA 62
3. MATERIJALIIPOSTUPCI 64
3.1, USHrO] ISTTAZIVANJA .ecuveruririieniieiienieetenitente et ettt et sttt et be et sbe bt et e sbeestesanesaeeneennes 65
3.2, IShOAI ISTFAZIVANJA ..eevviiiiiiiiiiiie ettt ettt et e et e et e e e e e saaeesbaeesabeeesaseeenaseeas 65
3.3. Protokol Citavog ISTrAZIVAN]A .....cccuveeeiieeriieeriieeriieeeieeeriteeeiteesireesaeeesseeesabeeesaneesnaneens 66
3.4, SNAGA ISTTAZIVANTA ..veeevrieeiieeeiiieeeitieeeieeesteeesteeesteeessseeansseeassseeasseessssessssesssseesssseesnsees 66
T T\ 1<) o T | PP SSRUPR 66
3.5.1. KemijSKe tVari 1 OtOPINE .....c.eeeveureeriuieeniiieenieeeniieenteeesireessieeessreesseeesseessseessseens 66
3.5.2. Otrov POSKOKA ....eeeuiiiiiiiiiiiieeieeiteete ettt 68



3.5.3. POKUSNE ZIVOTINJE ...eeeiieiiiiiiieniieeiie ittt ettt ettt st ettt seeesaaeeas 69

3.5.3.1. EtiCKa NACEIA ...ooiuiiiiiiiiiiiiee e s 70
3.5.4. Laboratorijska OPIeIMA .........ccocueeriieiiiiiiienieeiieet ettt ettt st 70
3.0, POSTUPCI ceeuvvieeiiieeiiie ettt ettt e et e et e et e e e staeeessbeeessaeesssaeeensaaensseeensseeensseens 71
3.6.1. Biokemijski postupci razdiobe cjelokupnog otrova poskoka ..........ccccceeceeriieennnnne 71
3.6.1.1. Kolonska gelska kromatografija .........ccccccoveeniiiiiiniiinniniieeceeeeeeen 71
3.6.1.2. RPHPLC ..ottt 72
3.6.2. Izracun koriStenih koncentracija izoliranih sastavnica otrova poskoka ................ 74
3.6.3. Elektroforeza izoliranih sastavnica otrova poskoka ...........ccceeevievvviiniieeniieeennenn. 75
3.6.4. Amoditin L iz cjelokupnog otrova poskoKa ...........ccceevvireviiiniiieniieeniieeniee e 75
3.6.5. Model izoliranog S$takorsKOZ STCA ......cccieviieriieriieiieeiieieeete et ens 76
3.6.6. Protokol primjene izoliranih sastavnica otrova poskoka ............ccccceeviieiniennneen. 81
3.7. Statisticka raS¢lamba podataka .......c...ccccoviiiiiiiiinii e 82
. REZULTATI 84
4.1. Kolonska gelska kromatografija .........cccccoeceeiiiniiiiiiniiiieneceeceeee e 85
4.2. Elektroforetski prikaz frakcija otrova poskoka ..........ccccoeceriiiiiiniiiniiniiincciceeen 87
4.3 . RP HPLC ..ottt ettt ettt e et bt e st e e bt e eabeesaeeeaneas 88
4.4. Elektroforetski prikaz podfrakcija otrova poskoka ...........cccoevevieeviienniieniieenieeneeeee 89
4.5. Kardiotoksicni u€inci frakcija otrova poskoKa .........cccceeviiieriieeniieiniieenieeseeesiee e 90
4.5.1. ElektrofizioloSKi pOKAZAtel]T .....cceeeerviieriieeiiieeiie et 90
4.5.2. Kontraktilni pOKAZatelji ........ceeerciieiiiiieiiieeiiie ettt 97
4.5.3. Biokemijski POKAZALEL]1 .....ccoviieriieeiiieeiiie ettt e e 103
4.6. Kardiotoksi¢ni uc¢inci podfrakcija otrova poskoka i amoditina L..........ccccccevienenenncen. 104



9.

10. ZIVOTOPIS

RASPRAVA

ZAKLJUCCI

SAZETAK

SUMMARY

POPIS LITERATURE

108

114

116

118

120

135



Popis oznaka, kratica i simbola

AA arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)
ADP adenozin difosfat

Asgo apsorbanca na valnoj duljini od 280 nm
ACN acetonitril

AcOH octena kiselina (100%, (v/v))

AMP adenozin monofosfat

oI, BIII, trombocitni glikoprotein oll,PIII,

oL-MG oz -makroglobulin

o-PI op-antiplazmin (engl. a,-plasmin inhibitor)
AgNO3 srebrov nitrat

ANOVA analiza varijance

AP aktivator plazminogena

APC aktivirani protein C

APS amonijev persulfat (engl. ammonium persulfate)
APTV aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme
AST aspartat aminotransferaza

AT-III antitrombin III

Atn amoditin (engl. ammodytin)

Atn-I; amoditin I;

Atn-I, amoditin I,

Atn-L amoditin L

Atx amoditoksin (engl. ammodytoxin)

Atx-A amoditoksin A

Atx-B amoditoksin B

Atx-C amoditoksin C

ATP adenozin trifosfat

AU jedinica apsorbance (engl. absorbance unit)
AV atrijsko-ventrikulski

BSA albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin)
Ca* kalcijev ion

CaCl, kalcijev klorid

cADP cikli¢ki adenozin difosfat



cAMP
CF
cGDP
cGMP
CK
CO,
CRISP
devLVP
dH,O
DIK
dLVP
DNK
DTT
EDTA
EKG
ESI-MS
EtOH
FII

F 11,
FV
FV,

F VIl
F VII,
F VIII
F VIII,
FIX
FIX,
FX

F X,

F XI

F XI,
F XIII
F XIII,
FDP

ciklicki adenozin monofosfat

koronarni protok (engl. coronary flow)

cikli¢ki gvanozin difosfat

cikli¢ki gvanozin monofosfat

kreatin kinaza (engl. creatine kinase)

ugljikov dioksid

cisteinom bogati sekretorni protein (engl. cysteine-rich secretory protein)
razvijeni tlak lijeve klijetke (engl. developed left ventricular pressure)
destilirana voda

diseminirana intravaskularna koagulacija

dijastolicki tlak lijeve klijetke (engl. diastolic left ventricular pressure)
deoksiribonukleinska kiselina

ditiotreitol (engl. dithiothreitol)

etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
elektrokardiogram

engl. electrospray ionisation mass spectrometry

etanol (96%, (v/v))

¢imbenik zgrusavanja II

aktivirani ¢imbenik IT

¢imbenik zgruSavanja V

aktivirani ¢imbenik V

¢imbenik zgruSavanja VII

aktivirani ¢imbenik VII

¢imbenik zgruSavanja VIII

aktivirani ¢imbenik VIII

¢imbenik zgruSavanja [X

aktivirani ¢imbenik IX

¢imbenik zgruSavanja X

aktivirani ¢imbenik X

¢imbenik zgruSavanja XI

aktivirani ¢imbenik XI

¢imbenik zgruSavanja XIII

aktivirani ¢imbenik XIII

razgradni produkti fibrina (engl. fibrin degradating products)



gRNK
HCI
HMW
HMWK
HPLC

HR
1.m.

INR

NaCl
NaHCO;
NGF
NO

0))
PAGE
PAI-1
PAF

glasnicka ribonukleinska kiselina

klorovodic¢na kiselina

visoka molekulska masa (engl. high molecular weight)

kininogen velike molekulske mase (engl. high molecule weight kininogen)
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance
liquid chromatography)

sr¢ana frekvencija (engl. heart rate)

intramuskularan, koji se daje u misi¢ (lat. intramuscularis, -e)

engl. international normalized ratio

intraperitonealan, koji se daje u trbusnu Supljinu (lat. intraperitonealis, -e)
medunarodna jedinica (engl. international unit)

intravenski, koji se daje u venu (lat. intravenosus, -a, -um)

kalijev ion

kalijev klorid

kilodalton

kalijev dihidrogenfosfat

oksidaze L-amino kiselina (engl. L-amino acid oxidases)

tekuc¢inska kromatografija (engl. liquid chromatography)

laktat dehidrogeneza

niska molekulska masa (engl. low molecular weight)

magnezijev ion

magnezijev sulfat

minuta

metaloproteinaza

molekularna masa (engl. molecular weight)

natrijev klorid

natrijev hidrogenkarbonat

¢imbenik rasta Zivca (engl. neuronal growth factor)

dusikov monoksid, dusikov (II) oksid

kisik

poliakrilamid gel (engl. polyacrylamide gel)

inhibitor plazminogen aktivatora-1 (engl. plasminogen activator inhibitor-1)

¢imbenik aktivacije trombocita (engl. platelet activating factor)



PAF-AH

PC

PCR
pEKW
PLA »

PS

PV

RNK

RP HPLC

RVV-X

S
SA

s.C.

SDS
SDS-PAGE
sLVP

SP

SK

snaclecs
sPLA,
SVMP

SVSp

TCA
TEMED
TF

TFA
TFPI
3FTX
t-PA

acetilhidrolaza ¢imbenika aktivacije trombocita (engl. platelet-activating
factor acetylhydrolase)

protein C

lancana reakcija polimerizacije (engl. polymerase chain reaction)

engl. pyroglutamic acid-Lysine-Tryptophan (pyroGlu-Lys-Trp)

fosfolipaza A, (engl. phospholipase A;)

protein S

protrombinsko vrijeme

ribonukleinska kiselina

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti na obrnutim fazama (engl.
reverse phase high performance liquid chromatography)

aktivator ¢imbenika X iz otrova vrste Vipera russelli (engl. specific factor X
activator from Vipera russelli snake venom)

sekunda

sinus-atrijski

subkutan, koji se daje pod kozu (lat. subcutaneus, -a, -um)

natrij-dodecil sulfat (engl. sodium-dodecyl! sulphate)

poliakrilamidna elektroforeza u prisutnosti natrij-dodecil sulfata

sistolicki tlak lijeve klijetke (engl. systolic left ventricular pressure)

serinska proteinaza (engl. serine proteinase)

streptokinaza

lektini C-tipa u zmijskim otrovima (engl. snake C-type lectins)

sekretorna fosfolipaza A, (engl. secretory phospholipase A5)
metaloproteinaza izolirana 1z otrova zmija (engl. snake venom
metalloproteinse)

serinska proteinaza izolirana iz otrova zmija (engl. snake venom serine
proteinase)

trikloroctena kiselina (engl. trichloroacetic acid)
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

tkivni ¢imbenik (engl. tissue factor)

trifluoroctena kiselina (engl. trifluoroacetic acid)

inhibitor puta tkivnog ¢imbenika (engl. tissue factor pathway inhibitor)

troprstni toksin (engl. three-finger toxin)

tkivni aktivator plazminogena (engl. tissue plasminogen activator)



TRIS
TXA;

Vaa
VAFXA-I

VAFXA-II

VaH1

VaH2

VaH3

VaH4

VCAM-1
VEGF

VF
VLFXA

VT
vWF
XIL/IX

2
Zn~*

trihidroksimetilaminometan (2-amino-2-hidrokismetil-1,3-propandiol)
tromboksan A,

urokinaza

urokinaza plazminogen aktivator (engl. urokinase plasminogen activator)
vipera, zmija ljutica (lat. Vipera, -ae, f.)

Vipera ammodytes ammodytes (V. a. ammodytes)

aktivator I ¢imbenika X izoliran iz otrova V. a. ammodytes (engl. Vipera
ammodytes ammodytes activating factor X I)

aktivator II ¢imbenika X izoliran iz otrova V. a. ammodytes (engl. Vipera
ammodytes ammodytes activating factor X I11)

hemoragi¢na metaloproteinaza 1 izolirana iz otrova V. a. ammodytes (engl.
Vipera ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 1)
hemoragi¢na metaloproteinaza 2 izolirana iz otrova V. a. ammodytes (engl.
Vipera ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 2)
hemoragi¢na metaloproteinaza 3 izolirana iz otrova V. a. ammodytes (engl.
Vipera ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 3)
hemoragi¢na metaloproteinaza 4 izolirana iz otrova V. a. ammodytes (engl.
Vipera ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 4)

engl. vascular cell adhesion molecule-1

¢imbenik rasta krvoZilnog endotela (engl. vascular endothelial growth
factor)

ventrikularna fibrilacija

aktivator ¢imbenika X iz otrova vrste Vipera lebetina (engl. Vipera lebetina
factor X activator)

ventrikularna tahikardija

von Willebrandov ¢imbenik (engl. von Willebrand factor)

kompleks aktiviranog ¢imbenika zgrusavanja XI 1 ¢imbenika [X

cinkov ion
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1.1. Zmije otrovnice

Ugrizi i ubodi otrovnih Zivotinja znacajan su medicinski problem. Otrovne Zivotinje

nacelno mozemo podijeliti u dvije skupine i to zivotinje otrovnice i otrovne zivotinje u uzem

smislu rije¢i. Zivotinje otrovnice (engl. venomous animals = Zivotinje otrovnice), nazivom i
aktivno otrovne ili fanerotoksi¢ne zivotinje (gr¢. phaneros = o€it, jasan), posjeduju posebne
sustave; otrovne aparate namijenjene za proizvodnju i izravan unos otrova (engl. venom =
otrov) u tijelo Zrtve s ciljem samoobrane ili hvatanja plijena (1,2). Za razliku od njih, otrovne
zivotinje u uzem smislu rijeci (engl. poisonous animals = otrovne Zivotinje) nemaju zaseban
otrovni aparat, a nazivaju se i pasivno otrovne ili kriptotoksi¢ne zivotinje (gr¢. kryptos =
skriven, neprimjetan) (2,3). Otrov ovakvih Zzivotinja rasporeden je u tijelu, osobito po
unutarnjim i spolnim organima, te do otrovanja ¢ovjeka najces¢e dolazi tek nakon Sto takva
zivotinja bude progutana (3). S obzirom na rasprostranjenost i znacajnu opasnost koju
predstavljaju za covjeka, medu zivotinjama otrovnicama najznacajnije su zmije (lat.
Serpentes, gr¢. Ophidia) koje se ubrajaju u podred unutar razreda gmazova (lat. Reptilia). Red
gmazova obuhvaca nekoliko Zivuéih obitelji koje su na temelju morfoloskih obiljezja i
sli¢nosti u mitohondrijskoj DNK podijeljene u podredove s oko 3 000 do sada opisanih vrsta
(4,5). Na svijetu je do sada istrazeno 2 500 do 3 000 vrsta zmija, a priblizno se 375 vrsta

smatra otrovnim (6,7). Procijenjeno je kako vjerojatno oko 250 razli¢itih vrsta moze

uzrokovati teSka sustavna otrovanja u ljudi (6,7).

Otrovanje zmijskim otrovom naziva se ofidizam (gr¢. ofis = zmija). Otrovni aparat
Zivotinja otrovnica sadrzi smjesu brojnih otrovnih sastavnica, a smjeSten je u temporalnoj
regiji zmijske glave, posteriorno u odnosu na o¢€i, 1 u nacelu se sastoji od otrovne Zlijezde,
izvodnog kanala i otrovnog zuba. Glavna otrovna zlijezda gradena je od mnogo tubula koji se
nalaze oko sredi$njeg lumena u kojem je smjeStena veéina otrova. Otrovna Zlijezda okruZena
je snaznim miSi¢jem uslijed ¢ije kontrakcije posredstvom izvodnih kanala otrov iz otrovnih
zubi biva ubrizgan u zrtvu (2,8). Osim proizvodnje otrova, ova Zlijezda ima 1 pomo¢nu ulogu
koja u potpunosti nije jo$ razjaSnjena, no smatra se kako je ista povezana sa skladiStenjem
proizvedenog otrova, te aktivacijom litickih sastavnica koje su do trenutka ubrizgavanja
otrova bile neaktivne uslijed niskog pH u lumenu Zlijjezde kao i prisutnosti endogenih
inhibitora (2,8). Morfoloska obiljezja zmija; raspored ljuski, razmjestaj zubi, te raspored
kostiju, miSi¢a 1 osjetilnih organa samo su neka od obiljezja temeljem kojih se wvrsi

klasifikacija zmija unutar obitelji (3). Prema vanjskim znacima, kao §to su primjerice boja,
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duljina, oblik tijela, repa i glave, mogu se ponekad razlikovati otrovne od neotrovnih zmija,

no najsigurniji znak ipak jest veli¢ina, oblik i razmjestaj ljuski na glavi, kao i grada otrovnog

aparata (3,8). Razvoj tehnika koje omogucavaju rasclambu DNK omogucio je joS detaljniju

klasifikaciju zmija unutar rodova i vrsta (2). U Tablici 1. i 2. pregledno je prikazana podjela

zmija; razred Reptilia, podrazred Squamata, te red Ophidia (Serpentes).

Tablica 1. Prikaz neotrovnih zmija — red Ophidia (4).

Podred Nadobitel]

Obitelj

Cholopidia

Scolecophidia

Typhlopidae
Anomalepidae

Leptotyphlopidae

Alethinophidia Henophidia

Boidae
Pythonidae
Erycidae
Xenopeltidae
Loxocemidae
Anomochilidae
Bolyeriidae
Aniliidae
Cylindrophiidae
Uropeltidae
Tropidophiidae

Alethinophidia Caenophidia Acrochordoidae

Acrochordidae

Alethinophidia Caenophidia Colubroidea

Vidjeti Tablicu 2.
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S obzirom na gradu otrovnog aparata i razliCitosti u gradi otrovnog zuba, razlikujemo
Cetiri vrste otrovnih zmija i to:
— Solenoglypha (cjevozubice)
— Proteroglypha (prednjozljebozubice)
— Opistoglypha (straznjozljebozubice)
— Aglypha (glatkozubice).

Cjevozubice (Solenoglypha) imaju Suplje otrovne zube kroz koje se cijedi otrov. U
trenutku kada se cjevasti otrovni zub zabode u plijen, pokusaj bijega plijena omogucuje
nastanak Supljine izmedu ubodenog tkiva i zuba, te je stvorena Supljina dovoljna za istjecanje
otrova (3). Zmije iz ove skupine imaju najsavrseniji otrovni zub; dug, pokretan i ulozen u
sluzni¢ni nabor, a posjeduju ga prave ljutice (Viperinae) 1 Cegrtuse (Crotalinae), koje se
smatraju najbrzim napadacima od svih otrovnih zmija (3). Otrovni zubi prednjozljebozubica
(Proteroglypha) nalaze se u prednjem dijelu gornje celjusti, dok su iza njih poredani manji
neotrovni zubi. U ovu skupinu ubrajaju se morske zmije (Hydrophiinae), te neke od
najotrovnijih zmija na svijetu, poput mambe i kobre (Elapinae). Zljebasti zub smjesten
sprijeda pogodniji je za hvatanje plijena od zuba u skupini gdje se nalazi straga. U slucaju
zljebastih zubi koji su smjeSteni u straznjem dijelu gornje Celjusti ispred kojih su poredani
manji neotrovni zubi, otrov tece po zlijebu, te se ovakve zmije nazivaju straznjozljebozubice
(Opistoglypha). Glatkozubice (Aglypha) imaju oStre, prema natrag zakrivljene zube, jednake
veli¢ine kojima sprjeCavaju bijeg uhvacenog plijena, a uglavnom su neotrovne zmije (3).
Bjelouska (Natrix natrix) ima samo otrovnu Zlijezdu i1 izvodne kanale, te se otrovni sekret

izlijeva izravno u usnu Supljinu, a otrovni aparat omogucuje joj hranjenje.

Svrha zmijskog ugriza je prehrana ili obrana, stoga s obzirom na koli¢inu ubrizganog
otrova u zrtvu ili napadaca, razlikujemo dvije vrste ugriza; ugriz u svrhu prehrane ili obrane
(2,3). U zmija ¢ija je svrha ugriza prehrana, namjera je usmréivanje Zrtve; zmija ugrize Zrtvu
te unese veliku koli¢inu otrova, a plijen proguta tek nakon §to ga usmrti. Ugrizom u svrhu
obrane zmija u Zrtvu injicira manju koli¢inu otrova jer nastoji pobjeci i time se obraniti. Ugriz

u kojem otrovnica ne isprazni otrovne Zlijezde naziva se suhi ugriz (3).
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1.1.1. Obitelj Viperidae i podobitelj Viperinae

Sve otrovnice kao razvojno najnaprednija skupina zmija raspodijeljene su u Cetiri
obitelji:
— Viperidae — ljutice
— Elapidae — guje
— Colubridae — guzevi

— Atractaspididae — podzemne otrovnice Afrike i Srednjeg Istoka (3,4).

Tablica 2. Prikaz zmija otrovnica — red Ophidia, podred Alethinophidia, te nadobitel]
Colubridae (4).

Obitelj Podobitelj

o Viperinae
Viperidae _
Crotalinae

Elapinae
Elapidae
Hydrophiinae

Boodontinae
Calamariinae
Colubrinae
Dipsadinae
Homalopsinae
Natricinae
Colubridae
Pareatinae
Psammophiinae
Pseudoxenodontinae
Pseudoxyrhophiinae

Xenodermatinae

Xenodontinae

Atractaspididae
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Doticaj zmija iz obitelji Viperidae i Elapidae s Covijekom jest Cest, kao 1 broj ugriza, a s
tim je posljedi¢no povezan morbiditet i mortalitet kojeg uzrokuju (6,9). Tijekom evolucije
Colubridae su izgubile svoje otrovne zlijezde, te su samo neki primjerci poput Dispholidus

typus opasni za ljude.

Obitelj Viperidae obuhvaca dvije podobitelji:
— Viperinae — prave ljutice

— Crotalinae — jamicarke.

Viperinae imaju plosnatu glavu, na vrhu usku, a na zatiljku proSirenu, te elipti¢nu i
vertikalnu zjenicu koja ukazuje na no¢nu aktivnost. Crotalinae imaju li¢ne jamice izmedu
nosnice i oka, koje su ujedno i1 termoreceptori koji im sluZze za pomo¢ pri pronalazenju

toplokrvnog plijena (9).

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije u skupinu zmija otrovnica s najviSim
medicinskim znacajem ubrajaju se vrste koje su Siroko rasprostranjene na gusto naseljenim
geografskim podru¢jima gdje uzrokuju ugrize koji posljedi¢no rezultiraju visokom
ucestaloS¢u morbiditeta, invaliditeta 1 mortaliteta, potom vrste koje su slabo istrazene, ali za
koje postoji snazna indicija da bi mogle predstavljati znacajan rizik za covjeka, te konacno
vrste Ciji ugrizi, unato¢ tome S$to nisu cesti, u nac¢elu dovode do teskog i po zivot opasnog

sustavnog otrovanja (10).

Ofidizam je vrlo ucestala pojava u tropskom 1 subtropskom podruc¢ju; najcesci je u
zemljama Azije, Afrike, Srednje 1 Juzne Amerike, posebice u ruralnim podrucjima (10). Ipak,
ofidizam susre¢emo i u podru¢jima s umjerenom klimom, pa tako i u Europi (6,7,10). Na
svakom kontinentu, osim Australije, broj vrsta zmija neotrovnica vec¢i je od broja vrsta
otrovnica (10). Zmije iz obitelji Elapidae, podobitelji kobri (Naja), najrasprostranjenije su
otrovnice svijeta, a nalaze se na podrucju Azije, Afrike, Amerike i Australije (10). Zmije iz
obitelji Viperidae obitavaju na svim kontinentima, osim Australije (6,7,10). Crotalinae su
najrasprostranjenije u Sjevernoj, Srednjoj i JuZznoj Americi, a Viperinae obitavaju na podruc¢ju
od Europe, preko Afrike do srednje i jugoistone Azije (6,7,10). Podrucja u svijetu na kojima
uglavnom ne obitavaju otrovne zmije su Novi Zeland, Nova Kaledonija, te odredeni otoci

Antila i Galapagosa. Zmije otrovnice nisu pronadene ni na Islandu, Balearima, Korzici niti na

Sardiniji (3,10).
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1.1.2. Rod Vipera

Na podrucju Europe gdje prirodno obitavaju samo c¢lanovi obitelji Viperidae, prema
definiciji Svjetske zdravstvene organizacije o skupini zmija otrovnica s najvi§im medicinskim
znacCajem, ubrajaju se samo tri blisko srodne vrste svrstane u podobitelj Viperinae:

— Vipera berus (V. berus) — ridovka
— Vipera aspis (V. aspis) — talijanska ljutica

— Vipera ammodytes (V. ammodytes) — poskok (6,7,10,11).

Svaka od navedenih proizvodi otrov specificnog biokemijskog sastava §to se odrazava u

promjenjivim osobitostima 1 tezini klinickih manifestacija otrovanja koje uzrokuju (3,6).

Tablica 3. Pregledni prikaz raspodjele zmija obitelji Viperidae na podru¢ju Europe (3).

Obitelj Viperidae
Podobitelj Viperinae
Rod Vipera

Rasprostranjenost

jugoistocna Europa, sjeverna Italija, Austrija i
Vipera ammodytes

Turska
Vipera berus gotovo cijela Europa, osim Irske
Vipera aspis Italija, Francuska, juzna Njemacka
Vst Vipera ursinii ogranicena podrucja srediSnje i1 isto¢ne Europe
Vipera latasti Pirinejski poluotok
Vipera xantina Cipar, Turska, zapadna Azija, sjeverna Afrika

Vipera palestinae Bliski istok

Podrucja na kojima se ugrizi navedenih europskih zmija otrovnica smatraju znac¢ajnom
pojavom samo se djelomi¢no preklapaju s uobicajenom biogeografskom raspodjelom ovih
zmija (2,6,10). Tim slijedom ugrizi uzrokovani sa V. berus najznacajniji su na podrucju

Rusije, Svedske i Ujedinjenog Kraljevstva, uz iznimku Sjeverne Irske (2,6,7,10). U Sloveniji,
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zapadno od Soce nalazi se i V. aspis, koja je najceS¢a u zapadnoj Europi, posebice u Italiji i
Francuskoj. V. ammodytes obitava na usko ogranicenom podrucju jugoisto¢ne Europe,

prvenstveno na Balkanskom poluotoku (6,7,10).

U Hrvatskoj obitava cCetrnaest vrsta zmija, od kojih su samo tri otrovne, dvije
poluotrovne, a devet ih je neotrovno (12). Postoje mjesta u Hrvatskoj na kojima otrovnice
nisu uocene, primjerice na Cresu, LoSinju, Visu, Lastovu i Kornatima (12). Zmije otrovnice u
Hrvatskoj navedene su kako slijedi:

— Vipera ammodytes (V. ammodytes) — poskok
— Vipera berus (V. berus) — ridovka

— Vipera ursinii macrops (V. ursinii macrops) — planinski zutokrug (12).

Poskok (V. ammodytes) je najveéa i najotrovnija europska zmija otrovnica, te ujedno i
zmija s najveéim znaCajem u Hrvatskoj. U Europi uglavnom obitava na Balkanskom
poluotoku, u sjevernoj i sjeveroisto¢noj Italiji, jugoistocnoj Austriji, jugoisto¢noj Rumunjskoj,
sve do Peloponeza i jugozapadne Azije (3,6,10). U Hrvatskoj je poskok osobito Cest u
Dalmaciji, budu¢i da c¢eS¢e obitava u suhim i krSevitim podruc¢jima nego u ravnicarskim
krajevima (12). U Hrvatskoj uglavnom obitava podvrsta poskoka V. a. ammodytes. Poskok
ima promjenjivu boju tijela; moze biti pepeljasta, sivo-zelenkasta, smede-crvenkasta ili tamno
siva (Slika 1.). Muzjaci, uobic¢ajeno veéi od zenki, obi¢no su pepeljasto sivi, ponekad s
dodacima Zuckaste boje, dok su zenke obicno smede boje. Oba spola posebna su zbog
popre¢no-prugaste cik-cak linije duz leda, te prosjecne duljine od 80 cm do jednog metra.
Obiljezje po kojem se poskok najceSce prepoznaje jest trokutasta glava s jasno uocljivim
roS¢i¢em na vrhu glave (Slika 1.). Poskok se uglavnom hrani miSevima, krticama, gusterima 1
pticama. Ova zmija pari se u proljece, te Zenke u srpnju 1 kolovozu izlegu priblizno pet do
dvadeset zivih mladih koji su odmah sposobni zadati otrovni ugriz. U otrovnim Zlijjezdama
odrasli primjerci imaju prosje¢no od 10 do 45 mg otrova, a jednim ugrizom izlu€uju koli¢inu
od prosjecno 20 mg otrova, §to za Covjeka moze biti smrtonosna doza (13). Otrov V.

ammodytes antigenski je posve srodan otrovima drugih europskih zmija otrovnica (6,7,10).
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Slika 1. Poskok — V. a. ammodytes. Izvorna fotografija.

Ridovka (V. berus) najrasprostranjenija je europska zmija, a nalazi se sve do 67.
paralele na sjeveru (10). Nalazimo je na zapadu i sjeveru Engleske i Svedske, u srednjoj i
jugoistocnoj Europi, te u srednjoj Aziji. U Bosni i Hercegovini, osim podvrste V. berus berus,
zivi 1 bosanska Sarena ridovka — V. berus bosniensis. Za razliku od poskoka, ridovka zalazi u
vodu, no nalazi se i na visinama viSim od 1 000 metara nadmorske visine. Ima karakteristi¢énu
bjelkastu prugu uz rub gornje Celjusti. Boja joj varira; ovisno o okoliSu, od sive do bakrene
(Kupferrotter) i crne (V. berus var. Prester). Na ledima ima, kao i poskok, jasno uoc€ljivu cik-
cak krivulju. Veli¢ina joj je do priblizno 75 cm. Muzjaci su uglavnom manji od Zenki, a
odrasla jedinka posjeduje prosjecno od 5 do 20 mg otrova, te jednim ugrizom izlucuje

koli¢inu od prosjecno 14 mg otrova.

Zutokrug (V. ursinii) smatra se podrijetlom najstarijom europskom zmijom otrovnicom.
Planinski zutokrug (V. wrsinii macrops) najmanja je otrovnica u Hrvatskoj, a nastanjuje
planine Dinaru i Velebit (12). U Dalmaciji i na otoku Krku obitava podvrsta krski oStroglavi

zutokrug — V. ursinii ursinii, a u Slavoniji podvrsta V. ursinii rakosiensis. U svojim otrovnim
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zlijezdama zutokrug ima male koli¢ine uglavnom slabo toksi¢nog otrova, te za covjeka nije

niti priblizno opasan kao druge otrovnice (13).

1.1.3. Vrsta Vipera ammodytes

S obzirom na ozbiljnost sustavnog otrovanja kojeg moze uzrokovati, a ¢iji ishod moze
biti i smrtonosan, V. ammodytes predstavlja najopasniju europsku zmiju otrovnicu (6,7,13,14).
Slozeni taksonomski status ove vrste Cija se sustavna podjela zasniva na morfoloskim
osobitostima, ali je jo§ uvijek nedosljedno uporabljena, razlog je nedovoljno ujednacenoj
podjeli ove vrste (2). Ipak, neovisno o do sada znanstveno priznatom broju podvrsta, dvije
poznate podvrste istaknut su klini¢ki problem — Vipera ammodytes ammodytes (V. a.
ammodytes) 1 Vipera ammodytes meridionalis (V. a. meridionalis) (15). Navedene podvrste V.
ammodytes nastanjuju geografski podijeljena podrucja s jasnim granicama raspodjele — V. a.
ammodytes obitava na podrucju Slovenije, Hrvatske, Srbije i zapadne Bugarske, dok je V. a.
meridionalis pronadena u Grc¢koj, Rumunjskoj, isto¢noj Bugarskoj, Albaniji i Turskoj

(10,11,15).

1.2. Zmijski otrovi

Od svih otrova prirodnog podrijetla one koje stvaraju zmije otrovnice smatraju se
najslozenijima s obzirom da sadrze uglavnom viSe od sto razli¢itih bioaktivnih molekula
promjenjive (varijabilne) toksi¢nosti i patofizioloSkih uc¢inaka koje iskazuju pojedinac¢nim 1/ili
udruzenim (sinergistickim) djelovanjem (2). Izrazena heterogenost otrova omogucava
zmijama da u skladu sa svojom bioloSkom ulogom uzrokuju izuzetno Sirok raspon
farmakoloskih djelovanja s promjenjivim u¢inkom na razli¢ita tkiva, organe i/ili organske
sastave plijena i/ili Covjeka (2,9,16-18). Zmijski otrov odmah po lu€enju je bezbojan, vrlo
viskozan, gorkog okusa, te slabe kisele reakcije (3). Svjeze sakupljen otrov je nestabilan,
stoga je suSenje; liofilizacija potrebna za odrzavanje njegove bioloske aktivnosti tijekom

duljeg vremenskog razdoblja (3).
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Zmijski otrovi istrazuju se u nacelu zbog dva glavna razloga. Temeljito istraZivanje
sastava cjelokupnog otrova, posebice uvidom u strukturne i funkcionalne osobitosti toksi¢nih
sastavnica koje sadrze, omogucava podrobnije prepoznavanje klinicke slike otrovanja te
ucinkovitije lijeCenje zrtava otrovanja (2,17). Takoder, zmijski otrovi neistrazeni su izvor
medicinski vrijednih prirodnih tvari ¢ija se aktivnost sve ucestalije primjenjuje u izradi
mozebitnih ucinkovitih lijekova, posebice u slucajevima dobro poznate specificnosti,

selektivnosti 1 u¢inkovitosti u djelovanju prema ciljnim molekulama (2,19-23).

Glavnina znanstvenih istrazivanja u danasnje vrijeme usmjerena je prema proucavanju
biokemijskih 1 farmakoloskih djelovanja sastavnica otrova koji uzrokuju klinicku sliku
otrovanja (6,7,9,10). Tim slijedom uvrijeZena je jednostavna i opcenita podjela sastavnica
zmijskih otrova na one s neurotoksi¢nim, hematotoksi¢nim, kardiotoksi¢nim, nefrotoksi¢nim i
miotoksi¢nim djelovanjem (2,3,6,7,24). Sastavnice otrova mogu se podijeliti i s obzirom na
mjesto djelovanja 1 to na sastavnice s lokalnim te sustavnim djelovanjem (2,3). U one s
lokalnim djelovanjem ubrajamo razliite enzime s proteolitickom aktivnoS¢u; primjerice,
serinske i cisteinske proteinaze, egzopeptidaze, te metaloproteinaze (2,3,24). Sastavnice s
toksi¢nim djelovanjem na ziv€ani sustav u nacelu iskazuju uc¢inak na pre- i/ili postsinaptickoj
membrani, dok sastavnice s toksi¢nim u¢inkom na sr¢ano-zilni (kardiovaskularni) sustav
djeluju poput kardiotoksina, safrotoksina, metaloproteinaza, serinskih proteinaza 1/ili
(ne)enzimatski aktivnih inhibitora zgruSavanja (2,3,24,25). Naposljetku, pojedine sastavnice

iskazuju 1 mjeSovitu aktivnost (2,3).

Prema biokemijskom sustavu, zmijski otrovi sloZene su smjese proteina i polipeptida
koje ¢ine vise od 90% cjelokupne suhe tvari itavog otrova, te organskih molekula niskih
molekularnih masa, ukljuc¢ujuci amine, slobodne aminokiseline 1 lipide, ugljikohidrate, citrate,
nukleozide, te razliite anorganske ione; prvenstveno natrij, cink i kalcij (2,6,7,26,27).
Dosadasnja proteomska istrazivanja isti¢u kako medusobne razlike izmedu zmijskih otrova u
nacelu proizlaze iz promjenjive zastupljenosti pojedinih proteinskih sastavnica koje se u
osnovi ubrajaju u mali broj glavnih proteinskih obitelji, a ¢ija se razlika temelji na prisutnosti
ili odsutnosti enzimatskog djelovanja (2,28-32). U dosadaS$njim istrazivanjima tijekom
ispitivanja Sesnaest vrsta zmija, uglavnom ¢lanova obitelji Viperidae u otrovima navedenih na
razini gRNK izolirano je najviSe petnaest razliCitih proteinskih obitelji (2,33). Ovisno o
obitelji, vrsti, ¢ak i podvrsti, u zmijskim otrovima prisutni su razli¢iti enzimatski aktivni
proteini, kao primjerice fosfolipaze A, (engl. phospholipase A,; PLA;), zink-ovisne (Zn*-

ovisne) metaloproteinaze, serinske proteinaze (engl. serine proteinase; SP), oksidaze L-amino
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kiselina (engl. L-amino acid oxidase; LAOQ), te acetilkolinesteraze (2,3,25). Kataliticki
inaktivne sastavnice otrova; proteini bez enzimatske aktivnosti, do sada su izolirani i nazvani
kako slijedi; troprstni toksini (engl. three-finger toxin; 3FTX), a-neurotoksini, disintegrini,
lektini C-tipa (engl. C-type lectins), natriuretski peptidi, miotoksini, sekrecijski proteini bogati
cisteinom (engl. cysteine-rich secretory protein; CRISP), ¢imbenici rasta Zivca (engl.
neuronal growth factor; NGF) 1 krvozilnog endotela (engl. vascular endothelial growth

factor; VEGF), cistatini te inhibitori proteinaza Kunitzovog tipa (2,3,23-25).

S obzirom na patogenezu reakcije zrtve, zmijski otrovi mogu se opcenito podijeliti na
one s hematotoksi¢nim, neurotoksi¢nim i miotoksiénim (kardiotoksi¢nim) djelovanjem (3).
Do sada je dobro poznat hematotoksi¢ni ucinak otrova zmija iz obitelji Viperidae, dok
neurotoksi¢ni ucinci uglavnom prevladavaju nakon ugriza zmija iz obitelji Elapidae. 1zrazen
miotoksi¢ni ucinak iskazuju otrovi zmija iz obitelji Hydrophidae, a isti se o€ituje oSteCenjem
poprec¢no-prugastih miSi¢a, a uslijed rabdomiolize nastaju i druge mozebitne komplikacije
otrovanja u smislu akutnog zatajenja bubrega u Zrtava zmijskog ugriza. Otrovi zmija iz
obitelji Viperidae i Elapidae sadrze uglavnom veliki broj proteina koji se ubrajaju u odredenu
obitelj glavnih proteina ¢iji pripadnici predstavljaju izoforme s velikom slicnoséu u
trodimenzionalnoj strukturi i koji su specijalizirani za razli¢ite farmakoloske ucinke koji
proizlaze iz razlika koje ih odlikuju (2,31,34). Pretpostavlja se kako je prilagodenost na
razli¢itu prehranu takoder jedan od ¢imbenika koji je rezultirao heterogenos¢u u sastavu
zmijskih otrova (28,35). Navedeno se iskazalo postojanjem pocetnih proteinskih obitelji i
njthovom promjenjivos¢u; gubitkom pojedinih, te stvaranjem novih obiljeZja koja su se
pojavila u odredenim obiteljima (36). Tim slijedom otrovima zmija iz obitelji Elapidae
uglavnom nedostaju hidroliti¢ke sastavnice, dok glavninu otrova ¢ine polipeptidi, 1 to
uglavnom troprstni toksini (3FTX) i1 fosfolipaze A, iz grupe I (2,36). Otrovi zmija iz obitelji
Viperidae gotovo u potpunosti obiluju hidrolitickim sastavnicama medu kojima prednjace
serinske proteinaze u skupini sastavnica srednjih, te Zn**-ovisne metaloproteinaze u skupini

sastavnica visoko molekularnih masa (2,23-25).

Temeljem istrazivanja bioloSkog djelovanja, primjerice smrtonosne toksi¢nosti, kao i
biokemijskih 1 imunokemijskih opazanja dobro je poznat fenomen tzv. unutarvrstne
promjenjivosti (intraspecijske varijabilnosti) koji osobito vrijedi za obitelj Viperidae
(2,6,7,37). Navedeno predstavlja glavni problem u dobivanju visoko standardiziranih smjesa
otrova bitnih za oCuvanje jednakosti u ucinkovitom lijeenju otrovanja koje se temelji na

proizvodnji prikladnih protuotrova (38,39). Epidemioloska istraZzivanja pokazala su kako je
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promjenjivost, raznolikost u biokemijskom djelovanju otrova unutar iste vrste zmije izrazena
posebice u onih koje obiljezava Siroka biogeografska rasprostranjenost (6,7,37). Stovise,
odredeni istraziva¢i naglasavaju geografsku promjenjivost kao ¢imbenik odgovoran za
razli¢itu klini¢ku sliku otrovanja uzrokovanu ugrizom iste vrste zmije ovisno o podrucju
obitavanja pojedine zmije (6,7). Takoder, osim biogeografske rasprostranjenosti, na
unutarvrstnu genotipsku promjenjivost utjeCu i drugi Cimbenici 1 to najceS¢e sezonske
promjene, spolni dimorfizam, ontogenetski stadij, prehrana zmija i slino. Spomenuto
doprinosi razliitostima u biokemijskom sastavu 1 posljedicno razli¢ito iskazanom
patofizioloSkom djelovanju otrova (6,7). Utjecaj sezonskih razdoblja na sastav ukupnog
zmijskog otrova opisan je u ranijim istrazivanjima koja su pokazala primjerice, kako u otrovu
podvrste V. a. ammodytes dobivenom manualnom muznjom navedene podvrste tijekom zime
nedostaju dvije bitne smrtonosne sastavnice (40). Ipak, sami utjecaj godiSnjih doba kao
¢imbenika unutarvrstne promjenjivosti jo§ uvijek nije do kraja istrazen (6,7). Spolni
dimorfizam takoder je prouCavan kao jedan od cimbenika koji potice spomenutu
promjenjivost. U zmija vrste Bothrops jararaca otrovi zenki jasno se razlikuju od otrova
muskih jedinki (41,42). Istrazivanja na podrucju ontogenetske promjenjivosti pokazala su
kako se otrovi mladih (juvenilnih) vrsta zmija razlikuju od starijih (adultnih) jedinki iste vrste
po snaznijoj ukupnoj letalnoj toksicnosti i slabijoj proteoliti¢koj aktivnosti koja potjece od
Zn**-ovisnih metaloproteinaza $to bi se barem djelomi¢no moglo objasniti razli¢itim dobno
uvjetovanim prehrambenim navikama zmija (2,6,7). Takoder, istrazivanjem proteoma vrste
Crotalus o. oreganus, osim zabiljeZenih razlika u farmakoloSkom i enzimatskom djelovanju,
otrov mladih 1 starijih jedinki obiljeZava 1 razli¢ita zastupljenost pojedinih proteinskih
sastavnica unutar cjelokupne smjese otrova; u otrovima mladih jedinki prevladavaju visoko
molekularne metaloproteinaze iz skupine P-III, dok otrovi starijih jedinki obiluju
niskomolekulskim metaloproteinazama iz skupine P-I (2,6,7). IstraZivanja o otrovima vrste
Bothrops atrox 1 Bothrops asper ukazuju na sli¢ne rezultate, stoga takvo misljenje vjerojatno

vrijedi i za ostale pripadnike obitelji Viperidae (43,44).

Unato¢ navedenom, razlike u proteomskom sastavu otrova valja tumaciti s oprezom jer
svaku smjesu otrova obiljezava i tzv. pojedinac¢na promjenljivost (individualna varijabilnost)
koja je neovisna o nabrojenim okolnim ¢imbenicima, te je u odredenoj mjeri obiljeZena i
genetskom kontrolom (44,45). Opcenito, §to je odredena populacija zmija veca, a time i
geneticki raznolikija, njezina ¢e pojedinacna promjenjivost biti izrazajnija Sto u konacnici

dovodi do sve heterogenijih cjelokupnih otrova u sljede¢im generacijama jedinki (6,7).
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Suprotno tome, u manjim te posljedicno reproduktivno izoliranim populacijama, uz
ograni¢enost u postoje¢em genetskom materijalu, otrovi uglavnom zadrzavaju homogenost

(6,7).

1.2.1. Glavne toksi¢ne sastavnice otrova zmija obitelji Viperidae

Proteini iz otrova zmija koji iskazuju toksi¢no djelovanje opcenito se mogu podijeliti u
sedam glavnih skupina navedenih kako slijedi: sarafotoksini, miotoksi¢ni peptidi,
dendrotoksini, disintegrini, 3FTX toksini, fosfolipaze A,, te hemoragini (46). Ugrizi zmija iz
obitelji Elapidae uglavnom uzrokuju klini¢ki vidljiva neurotoksi¢na djelovanja koja mogu
uzrokovati po zivot opasnu respiracijsku paralizu u podlozi koje je farmakoloska aktivnost
fosfolipaza A, iz grupe I te 3FTX toksina na pre- i postsinaptickim dijelovima Ziv¢ano-
miSiéne spojnice (47-49). Otrovi zmija pripadnika obitelji Viperidae uglavnom uzrokuju
hematotoksi¢no ostecenje tkiva iskazano pojavom otekline, crvenila i boli na mjestu ugriza, a
katkada i razvoj dermonekroze i nekroze poprecno-prugastih misi¢a, za Sto su veéinom
odgovorni ¢lanovi dviju enzimatski aktivnih proteinskih skupina — hemoragic¢ne cink-ovisne
metaloproteinaze 1 miotoksicne fosfolipaze A, iz grupe II (50,51). Uslijed sloZenosti
proteoma, otrovi zmija iz posljednje navedene obitelji ¢esto uzrokuju sustavne poremecaje
koagulacije i hemodinamsku nestabilnost, kao i neurotoksi¢nost, te kardiotoksi¢nost (51,52).
Hemoragini i fosfolipaze A,, glavne toksi¢ne sastavnice ovih otrova, uzrokuju razliito
iskazanu klini¢ku sliku otrovanja koja ovisno o razli¢itom farmakoloSkom djelovanju

doprinosi neurotoksi¢nim, hematotoksi¢nim i kardiotoksi¢nim pojavnostima otrovanja.

1.2.1.1. Cink-ovisne metaloproteinaze

Cink-ovisne metaloproteinaze uobifajene su sastavnice otrova zmija iz obitelji
Viperidae i Cine priblizno tre¢inu njihovog ukupnog proteinskog sastava (2,53). Navedene se
smatraju glavnim toksinima odgovornim za lokalno oSte¢enje tkiva na mjestu ugriza,
poglavito krvarenja tijekom (sustavnog) otrovanja (2,50). Metaloproteinaze podrijetlom iz

otrova zmija (engl. snake venom metalloproteinase; SVMP) predstavljaju cink-ovisne enzime
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razli¢itih molekularnih masa koji sadrze visoko homologne metaloproteinazne domene i niz
dodatnih, nekatalitickih domena (2,54,55). BioloSko djelovanje prvotno je posredovano
katalitickim i adhezivnim svojstvima, kao i sposobnoséu izravne stani¢ne aktivacije i
oslobadanja endogenih bioaktivnih sastavnica, usmjerenim prema proteinima bazalne
membrane, ¢cimbenicima zgruSavanja krvi, trombocitima, endotelnim i1 proupalnim stanicama,
¢ime se iskazuje ucinak istih na hemostazu (2,25,56). Clanove SVMP odlikuje promjenjiv
stupanj strukturne slozenosti, stoga je temeljem razlika u multidomenskoj organizaciji
predlozena njihova prva klasifikacija u Cetiri glavne grupe; P-I, P-1I, P-III, te P-IV (57). U P-I
grupu metaloproteinaza ubrojeni su najjednostavniji  €lanovi koji imaju samo
metaloproteinaznu domenu, a iskazuju Sirok raspon bioloskih aktivnosti; mionekroti¢nost,
fibrino(geno)lizu, upalni odgovor, apoptozu, te rjede, hemoragi¢nost (54). Osim u broju i
uzorku disulfidnih mostova, pripadnici ove grupe dijelom se razlikuju 1 u strukturnim
svojstvima podrucja koje posreduje u vezanju supstrata Sto doprinosi razli¢ito iskazanom
proteolitickom 1 bioloSkom djelovanju (50,54). P-II grupa sadrzava ¢lanove s
metaloproteinaznom i disintegrinskom domenom, te je razdijeljena na pet podgrupa; P-Ila, P-
IIb, P-llc, P-IId i P-Ile (50,58). Osim ¢lanova P-II grupe koji su u zmijskim otrovima
zastupljeni u obliku slobodnih disintegrina, pronadena su i dva pripadnika sastavljena i od
proteinazne 1 od disintegrinske domene — homodimerni bilitoksin-I iz otrova vrste
Agkistrodon bilineatus te jerdonitin iz otrova vrste Trimeresurus jerdonii (2). Slobodni
disintegrini ¢ine raznoliku skupinu polipeptida iz otrova zmija obitelji Viperidae gradenih od
40 do 100 aminokiselinskih ostataka 1 povezanih promjenjivim brojem disulfidnih mostova
(59,60). Njihovo farmakoloSko djelovanje povezano je sa sposobnoscu selektivnog blokiranja
funkcije povrSinskih stani¢nih receptora iz obitelji integrina koji adhezivno veZu sastavnice
izvanstani¢nog matriksa ili membrana susjednih stanica, te doprinose ocuvanju tkivnog
integriteta (2). Metaloproteinaze grupe P-III sadrZe uz katalitiCku 1 disintegrinsku, jo$ i
domenu bogatu cisteinom (50). Ova skupina uzrokuje brojne patofarmakoloske uc¢inke mnogo
izrazajnije nego druge skupine metaloproteinaza; izraZzenu hemoragicnost, proteoliticko
cijepanje von Willebrandovog ¢imbenika, aktivaciju protrombina i ¢imbenika zgrusavanja X,
inhibiciju agregacije trombocita, te apoptoticko djelovanje (50,58). Vecéina ucinaka koje
iskazuje ova grupa metaloproteinaza ovisi o proteolitickoj aktivnosti njihove
metaloproteinazne domene, a znacajnu ulogu u iskazivanju toksicnosti imaju i1 nekataliticke
domene zbog sposobnosti antagonistickog djelovanja, te ciljanog usmjeravanja toksina prema
odredenim proteinima koji su predvideni za proteoliti¢ko djelovanje (2,50,54). Domena nalik

disintegrinskoj stupa u medudjelovanje s agregacijom trombocita induciranom kolagenom i
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stanicnom adhezijom posredovanom integrinima, a ima ulogu i u migraciji, te proliferaciji
stanica (2,50). Domena bogata cisteinom iskazuje izrazenu prijemc¢ivost prema proteinima
izvanstanicnog matriksa, kolagenu XII i XIV (2,50). U usporedbi s grupom P-I
metaloproteinaza, pripadnici P-III grupe nisu podlozni proteinaznoj inhibiciji posredovanoj
o2-makroglobulinom u plazmi s obzirom da ith dodatne domene ¢ine otpornim na njegovo
djelovanje, omogucéujuc¢i im da nesmetano i1 bez gubitka proteoliticke i hemoragi¢ne aktivnosti
sustavno cirkuliraju po organizmu (2,50). P-IV grupa metaloproteinaza sastoji se od
najslozenijih ¢lanova obiljeZenih dvjema dodatnim podjedinicama nalik lektinima C-tipa koji

su s glavnim proteinaznim lancem povezani disulfidnim mostovima (50,54).

U nacelu SVMP prilikom otrovanja uzrokuju razli¢it raspon lokalnih i sustavnih
ucinaka od kojih je najizrazajniji onaj hemoragi¢ni kojeg uglavnom uzrokuju ¢lanovi bioloski
najaktivnije P-III grupe metaloproteinaza (2,61). Krvarenje koje nastaje u podrucju oko
mjesta ugriza, a katkad i sustavno, uglavnom je posljedica naruSavanja strukturne cjelovitosti
mikrovaskulature §to uzrokuje istjecanje krvi u okolno tkivo — ekstravazaciju. Mehanizam
nastanka krvarenja objasnjen je selektivnom proteolitickom degradacijom sastavnica
kapilarne stijenke oblozene endotelnim stanicama uklopljenim u okolni izvanstani¢ni matriks
koji je sastavljen od kolagena tipa IV, laminina, heparan sulfat proteoglikana i nidogena, te
agrina, osteopontina, fibulina i drugih tipova kolagena medusobno umrezenih u visoko
organiziranu strukturu — bazalnu membranu (50,52). Pretpostavlja se kako hemoragi¢ne
metaloproteinaze svoju aktivnost iskazuju i na bazalnoj membrani i endotelnim stanicama
(2,50). Cink-ovisne metaloproteinaze stupaju u adhezijsko medudjelovanje sa stanicama
okolnog izvanstani¢nog matriksa zbog hidrolitickog ili antagonistickog djelovanja prema
adhezijskim proteinima endotela, integrinima i kadherinima (52). NaruSavanje strukture
bazalne membrane najvjerojatnije rezultira slabljenjem kapilarne stijenke 1 nizom
medudjelovanja s okolnim izvanstanicnim matriksom koji se uslijed gubitka mehanicke
potpore tenzijski rasteZze sve dok se endotel ne stanji toliko da se na pojedinim mjestima
njegova strukturna cjelovitost potpuno ne izgubi (50). Posljedica navedenog je istjecanje
eritrocita 1 ostalih plazmatskih sastavnica u izvanzilni (ekstravaskularni) prostor, pri ¢emu
svoj ucinak iskazuje i fenomen hemodinamickih biofizickih sila koji djeluje u mikrocirkulaciji

(Tablica 4.).
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Tablica 4. Lokalni u&inci Zn**-ovisnih metaloproteinaza u zmijskim otrovima (50).

Ciljno mjesto Pokusni opazeni uc¢inak Patofizioloska posljedica
Narusavanje cjelovitosti Krvarenje
kapilarne stijenke Ishemija
Mikrovaskulatura Mionekroza

Smanjenje gustoce kapilarne o
Otezano obnavljanje

mreze . '
misiénog tkiva
Degradacija matriksa Medudjelovanje s
o . _ . obnavljanjem lokalno
Izvanstani¢ni matriks Oslobadanje farmakoloski o
o _ oSte¢enog tkiva i procesom
aktivnih peptida

angiogeneze

Razdvajanje dermalno-
Pojava mjehura i ulceracija

Koza epidermalnog spoja
Odvajanje epidermisa Dermonekroza
Aktivacija stanica Edem
Makrofagi, fibroblasti, Oslobadanje upalnih
endotelne stanice medijatora i ¢imbenika rasta Bol
Leukocitna infiltracija Lokalno ostecenje tkiva

HistoloSka istrazivanja patogeneze lokalnog hemoragi¢nog ucinka na ultrastrukturnoj
razini stanice pokazala su kako se patofizioloski proces koji dovodi do ekstravazacije
uglavnom odvija tzv. per rhexis mehanizmom (50,52). Navedeni se zbiva u kapilarama i
obiljezen je morfoloSkim 1 funkcionalnim promjenama endotelnih stanica poput smanjenja
broja pinocitotickih vezikula, postupnim gubitkom sloja bazalne lamine, odvajanja mjehurica
s citoplazmatskim sadrzajem u lumen krvne Zile, stanjivanja, te oblikovanja pukotina kroz
koje plazmatski sadrzaj istjeCe u intersticijski prostor (2,50,52,61). U venulama prevladava
tzv. per diapedesis mehanizam u €1joj je osnovi proces Sirenja medustanicnih spojeva uslijed
kontrakcija morfoloski nepromijenjenih endotelnih stanica, te koji je najvjerojatnije
uzrokovan lokalnim upalnim zbivanjima i oslobodenim medijatorima odgovornima za porast

vaskularne propusnosti (50,52).
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UnatoC zabiljezenim in vitro promjenama, u in vivo istrazivanjima ovakav nacin
nastanka krvarenja razvija se tijekom dva glavna susljedna procesa — pocetnog selektivnog
proteolitickog cijepanja glavnih peptidnih veza u sastavnicama bazalne membrane zasluznim
za gubitak mehanicke stabilnosti kapilarnog zida, a potom slijedi tenzijsko rastezanje
prouzrokovano djelovanjem hemodinamickih sila $to uzrokuje gubitak strukture cjelovitosti
endotelnih stanica (50,52). Uz hemoragi¢ni sindrom kao najznacajniji ucinak prilikom
otrovanja, jedna od tipic¢nih patoloskih promjena koja obiljezava otrovanje izazvano ugrizom
zmija iz obitelji Viperidae podrazumijeva i pojavu mjehura (bula) na mjestu ugriza, te razvoj
ulceracija za §to su izravno odgovorne SVMP 1 njihova izrazena sposobnost hidrolize glavnih
proteina u dermalno-epidermalnom spoju, najvjerojatnije integrina aefs, laminina i brojnih
filamentoznih struktura, §to posljedi¢no uzrokuje odvajanja epidermisa (50). Osim neizravne
uloge u poticanju mionekroze kao akutnog oStecenja misSi¢nog tkiva koje najvjerojatnije
nastaje kao posljedica naruSavanja strukturne cjelovitosti mikrovaskulature, prekida dotoka
krvi te ishemije, hemoraginima iz zmijskih otrova pridaje se i odredeni znaCaj u
medudjelovanju s procesom obnavljanja misi¢nih stanica (2,50). Naime, kao §to je pokazano
u pokusima s miotoksinima iz skupine sekrecijskih fosfolipaza A, koji isklju€ivo uzrokuju
mionekrozu, daljnji oporavak od njihovog toksi¢nog djelovanja prati brz i uspjeSan proces
obnavljanja zahva¢enog misica, za razliku od onog koji je u slucaju intramuskularne primjene
metaloproteinaza gotovo u potpunosti onemoguéen. Takoder, cink-ovisne metaloproteinaze,
neovisno o hemoragicnom fenotipu, posreduju i u nastajanju slozenog upalnog odgovora, s
obzirom kako je primije¢eno da uslijed povecanja krvozilne propusnosti uzrokuju pojavu
otekline (edema), S$to se ne pripisuje samo njihovoj sposobnosti hidrolize sastavnica bazalne
membrane, vec¢ 1 ulozi koju iskazuju u oslobadanju upalnih citokina iz zimogenih prekursora,
te infiltriranih leukocita i fibroblasta, kao 1 raznih kemotaktickih produkata nastalih
aktivacijom sustava komplementa (50,52). Pretpostavlja se kako bi medijatori upalnog
procesa svakako mogli dodatno doprinositi patogenezi otrovom uzrokovanog lokalnog

oStecenja tkiva.

Osim lokalnih uc¢inaka, SVMP doprinose 1 brojnim sustavnim ucincima otrovanja koji
ne proizlaze samo iz njihove sposobnosti oSte¢enja krvozilnog endotela, ve¢ 1 iz djelovanja na
¢imbenike zgruSavanja krvi i medudjelovanje s funkcijom trombocita, vrlo vjerojatno kako bi
narusavanjem hemostaze dodatno poticale krvarenja u organskim sustavima udaljenima od

mjesta ugriza (Tablica 5.).
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Tablica 5. Sustavni uéinci Zn**-ovisnih metaloproteinaza u zmijskim otrovima (50).

Ciljno mjesto Pokusni opazeni uc¢inak Patofizioloska posljedica

Krvarenje u razli¢itim

organskim sustavima
NaruSavanje cjelovitosti

Mikrovaskulatura ) )
kapilarnog zida ) )
Kardiovaskularni Sok
Cimbenik zgrugavanja X i Aktivacija Defibrin(ogen)acija
protrombin Prokoagulacijski u¢inak Potenciranje krvarenja
Hipoagregacija

Trombociti Inhibicija agregacije
Potenciranje krvarenja
Narusavanje hemostaze

von Willebrandov ¢imbenik Vezanje i hidroliza

Potenciranje krvarenja

U normalnim uvjetima u krvi i tkivima prevladavaju antikoagulantne tvari, te se krv ne
zgruSava dok protjece kroz krvne Zile, no u trenutku ostec¢enja endotela, u podrucju ozljede
krvne Zile aktiviraju se prokoagulantne tvari koji stvaraju ugrusak u cilju sprjecavanja
krvarenja (62). OSte¢enjem krvne Zile aktiviraju se tri mehanizma odgovorna za zaustavljanje
krvarenja; kontrakcija krvne Zile, stvaranje trombocitnog ugruska (adhezija 1 agregacija), te
stvaranje 1 odrzavanje fibrina (sustav koagulacije). Vazokonstrikcija krvne zile ima ulogu u
neposrednom zaustavljanju krvarenja iz malih krvnih Zila, no u¢inak je prolazan i od manje
vaznosti u vecini tkiva. Trombociti u hemostazi predstavljaju osnovnu sastavnicu fizioloSkog
procesa koagulacije (62). Trombociti prilijezu (adheriraju) na stjenku ozlijedene krvne Zile, a
potom tijekom reakcije adhezije i1 agregacije oslobadaju vazoaktivne tvari (primjerice,
vazokonstriktor tromboksan A;), te stvaraju trombocitne agregate (Slika 2.). Takoder,
povrSina trombocita privlaci i ¢imbenike koagulacije ¢ime se ubrzava proces zgruSavanja.
Ostecenjem endotela veze se adhezivni protein von Willebrandov ¢imbenik (VWEF) s
kompleksom trombocitnih glikoproteina Ib/IX/V, te fibrinogen i fibronektin na integrinske
receptore (62). Takvi adhezvni mostovi sudjeluju u stvaranju mosta izmedu trombocita i
subendotela. Nakon adhezije, trombociti se agregiraju i u toj reakciji se vezu trombocitni

glikoproteini IIb/Illa (allpPIll,) s fibrinogenom, von Willebrandovim c¢imbenikom,
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fibronektinom i vitronektinom (62). Na membrani trombocita nalaze se i receptori za agoniste
kao Sto su trombin, epinefrin, ADP, kolagen i1 arahidonska kiselina koji poti¢u sekreciju
vazoaktivnih tvari iz trombocitnih granula (62). Tijekom aktivacija trombociti ispoljavaju
(eksprimiraju) razliCite receptore na svojoj povrSini, pa tako i1 receptore za odredene
¢imbenike zgrusavanja, osobito aktivirani ¢cimbenik V (F V,) koji veze aktivirani ¢imbenik X
(F X,) 1 aktivira protrombin u trombin (62). Aktivaciju trombocita i njegove uc¢inke modulira
nekoliko regulatornih tvari od kojih je najvazniji cAMP. Tvari koje povecavaju cGMP
inhibiraju aktivaciju trombocita. cAMP u dovoljnoj koncentraciji moze inhibirati agregaciju,
sekreciju i promjenu oblika trombocita, kao i njihovu adheziju. Stimulacijom endotelnih
stanica agonistima stvara se NO, snazan vazodilatator, koji inhibira funkciju trombocita
porastom trombocitnog cGMP. Cak i sami trombociti mogu stvarati NO §to dovodi do porasta
koncentracije cGMP koji je unutarstanicni regulator aktivnosti trombocita. U procesu

koagulacije sudjeluje mnogo razli¢itih ¢imbenika (Tablica 6., Slika 2.).
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Slika 2. Shematski prikaz hemostaze (25,62).
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Proces sustava koagulacije tradicionalno se dijeli na dva puta; vanjski (in vivo) i
unutarnji (in vitro). Glavna sastavnica aktivacije vanjskog puta zgrusavanja je tkivni ¢imbenik
(TF) koji ima jak afinitet za ¢imbenik VII (F VII), a predstavlja membranski protein.
Kompleks TF-F VII, aktivira ¢imbenik IX (F IX,) 1 ¢imbenik X (F X,), te nastaje trombin iz
protrombina. Cimbenik VIII (F VIII) se u plazmi nalazi u nekovalentnom kompleksu s vWE,
a koagulacijska kaskada ubrzava pretvorbu ¢imbenika X u aktivirani ¢imbenik X (F X,) uz
aktivirani ¢imbenik IX (F IX,). Moguca je i izravna pretvorba ¢imbenika X u aktivni oblik (F
Xa.) kompleksom ¢imbenika F VII,-TF, te se na takav naCin zaobilazi ¢imbenik VIII ili
¢imbenik IX. Takva aktivacija je kratkotrajna jer ju inhibira inhibitor puta tkivnog ¢imbenika
(TFPI). Usporedno s vanjskim putem, odvija se unutarnji put zgrusavanja koji zapocCinje sa
Cetiri kontaktna ¢imbenika koagulacije; ¢imbenik XII i XI, prekalikrein te kininogeni velike
molekulske mase (engl. high molecule weight kininogen; HMWK). Kompleks
medudjelovanja navedenih proteina s povrSinom naziva se reakcija kontaktne aktivacije (62).
Spomenuta reakcija zavrSava aktivacijom c¢imbenika XI (F XI,), a potom F XI, aktivira
¢imbenik IX (F IX,) koji katalizira pretvorbu ¢imbenika F X u aktivni oblik (F X,) u
prisutnosti ¢cimbenika VIII (F VIII) i fosfolipida. Jednom stvoreni ¢imbenik X (F X) pretvara
protrombin u trombin. Trombin je glavna sastavnica u procesu stvaranja hemostatskog
ugruska; katalizira pretvorbu ¢imbenika XIII (F XIII) u aktivni oblik (F XIII,) koji tvori
stabilni ugrusak (62). Na vecini mjesta u procesu koagulacije krvi nuzni su i kalcijevi ioni
(Ca®"). Nakon stvaranja, ugru$ak se moZe vezivno organizirati ili razgraditi. Fibrinoliza
odrzava krv tekuéom i bitna je u uklanjanju prekomjernog fibrinskog depozita. Sustav
fibrinolize sli¢an je kaskadnom sustavu koagulacije i1 takoder ima pretvorbu zimogena u
enzim. Plazminogen je neaktivni oblik koji aktivatori (tkivni aktivator plazminogena,
urokinaza, streptokinaza) pretvaraju u plazmin. SloZenom ravnotezom razli€itih
prokoagulacijskih 1 protukoagulacijskih, kao 1 profibrinolickih 1 protufibrinolitickih
mehanizama, ugrusak se postupno razgraduje te od fibrina nastaju njegovi razgradni produkti
(engli. fibrin degradating products; FDP). Protrombinsko vrijeme (PV) je vrijeme potrebno
da se u citratnoj plazmi nakon dodatka tkivnog tromboplastina stvori ugrusak. Taj test ovisi o
¢imbencima koagulacije II, V, VII, X i fibrinogenu. Rezultati PV izrazavaju se u sekundama
(s), postotkom aktivnosti u odnosu na kontrolnu, normalnu plazmu i omjerom izmedu PV
plazme 1 PV kontrolne plazme. ProduZzeno PV nalazimo u poremecajima s manjkom i/ili
oStecenjem jednog od ¢imbenika koagulacije 11, V, VII i X, s aktivho§¢u manjom od 50% i

fibrinogenom manjim od 80-100 mg/dL (62).
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Tablica 6. Cimbenici zgrusavanja i njihove istozna¢nice (62,63).

Cimbenici zgrusavanja Istoznacnice
Fibrinogen Cimbenik I
Protrombin Cimbenik II
Tkivni ¢imbenik .

Cimbenik III
Tkivni tromboplastin
Kalcij (Ca™) Cimbenik IV
Proakcelerin
Ac globulin (Ac-G) Cimbenik V
Labilni ¢imbenik
Prokonvertin
Serumski akcelerator pretvorbe protrombina (SPCA)  Cimbenik VII
Stabilni ¢imbenik
Antihemofilijski ¢imbenik (AHF)
Antihemofilijski globulin (AHG) Cimbenik VIII
Antihemofilijski ¢imbenik A
Sastavnica plazmatskog tromboplatina (PTC)
Christmasov ¢imbenik Cimbenik IX
Antihemofilijski ¢imbenik B
Stuartov ¢imbenik 5

Cimbenik X
Stuart-Prowerov ¢imbenik
Preteca plazmatskog tromboplastina . '
Antihemofilijski ¢imbenik C Cimbentle X1
Hagemanov ¢imbenik Cimbenik XTI
Cimbenik stabilizacije fibrina Cimbenik XIII
Fletsherov ¢imbenik Prekalikrein

Fitzgeraldov ¢imbenik Kininogen velike molekularne mase

Trombociti Krvne plocice

Aktivacijski ili inhibicijski u¢inci koje SVMP iskazuju na razli¢itim razinama sloZene
koagulacijske kaskade u vecini slucajeva rezultiraju iscrpljenjem fibrinogena i/ili fibrina

uslijed defibrin(ogen)acije kao jednim od najspecifi¢nijih posljedica povezanim s otrovanjem
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izazvanim ugrizom zmija iz obitelji Viperidae (2,50). Medu hemostatskim aktivnostima
usmjerenima prema c¢imbenicima zgruSavanja krvi osobito se istice njihova sposobnost
aktivacije ¢imbenika X i protrombina. Do sada su najtemeljitije istraZzeni aktivatori cimbenika
X iz otrova vrste Vipera russelli — RVV-X (engl. specific factor X activator from Vipera
russelli snake venom), te VLFXA (engl. Vipera lebetina factor X activator) iz otrova vrste
Vipera lebetina kao pripadnici P-IIId podgrupe metaloproteinaza (25,64). Prokoagulacijsko
djelovanje SVMP posredovano njihovom opetovanom aktivacijom ¢imbenika zgruSavanja
najvjerojatnije se ocituje kao izraZzeno iscrpljenje dostupnih zaliha fibrinogena u plazmi
neophodnih za ucinkovito zgrusavanje krvi prilikom ozljede krvne zile (2,50). Takoder, s
obzirom na prisustvo izrazene proteoliticke aktivnosti, vrlo je izgledno kako
defibrin(ogen)aciji doprinosi i izravni degradacijski ucinak kojeg iskazuju na fibrinogenu i
krvnim ugruscima bogatima fibrinom. Znatan broj istraZzenih fibrin(ogen)aza odlikuje
osjetljivost na plazmatske inhibitore poput o,-makroglobulina, te njihov mozebitni
farmakoloski znacaj u uzrokovanju poremecaja sustava hemostaze jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjen (2). SVMP medudjeluju i s trombocitima, iskazujuéi inhibitorni u¢inak na njihovu
agregaciju koja se naruSavanjem hemostaze odvija istovremeno s aktivacijom ¢imbenika
zgrusavanja krvi. Uslijed ozljede krvne Zile, vVWF kao veliki plazmatski protein dolazi u dodir
s izlozenim subendotelnim kolagenom, istovremeno privlaceci trombocite koji ga reverzibilno
vezu posredstvom svog glikoproteinskog receptora GPIba (25,65). Tijekom doticaja s
oSte¢enim endotelom, trombociti ¢vrsto adheriraju uz kolagen tipa I i/ili III koji na njihovoj
povrsini prepoznaje integrin a,fB; te receptor GPVI. Medudjelovanje trombocita 1 kolagena
poti¢e njihovu aktivaciju, te izraZajnost velikog broja povrSinskih integrina iz skupine
allpBIIL, s kojima medudjeluju 1 fibrinogen 1 vVWF, te posljedi¢no ireverzibilno stvaraju ¢vrste
agregate. Pojedini predstavnici SVMP stupaju u medudjelovanje i s vWF-ovisnom adhezijom
trombocita za ozlijedeni endotel, prvenstveno zahvaljujuéi sposobnosti specifiénog vezanja

i/ili hidrolize samog vWF, te njegovog receptora GPIba.

1.2.1.2. Sekrecijske fosfolipaze A,

Fosfolipaze A, (engl. phospholipases A, PLA;) jedna su od najbolje istraZzenih
sastavnica zmijskih otrova 1 ujedno u prirodi Siroko rasprostranjena proteinska obitel]

esterolitickih enzima koji kataliziraju hidrolizu sn-2 esterske veze glicerolske okosnice 1,2-
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diacil-3-sn-fosfoglicerida uz oslobadanje bioloski aktivnih masnih kiselina i lizofosfolipida
(66,67). Temeljem strukturnih i funkcionalnih osobitosti fosfolipaze A, dijele se u pet glavnih
tipova — sekrecijske, citosolne, lizosomske, Ca2+—neovisne, te acetilhidrolaze ¢imbenika
aktivacije trombocita (engl. platelet-activating factor acetylhydrolase; PAF-AH) (68). Prema
trenutno prihvacenoj klasifikaciji, superobitelj PLA, obuhvaca petnaest grupa (I-XV)
podijeljenih u podgrupe, a ve¢ina do sada istraZzenih Clanova iskazuje bioloSku aktivnost
(68,69). PLA, sisavaca imaju klju¢nu ulogu u brojnim fizioloSkim procesima, ukljucujuci
oplodnju, stani¢nu proliferaciju i kontrakciju glatkih miSi¢a, a posreduju 1 u stanicnim
funkcijama povezanima s biosintezom prostaglandina i leukotriena kao sekundarnih glasnika
u prijenosu signala, kao i u odrzavanju homeostaze biomembrana (22,70). PLA, iz otrova
zmija (engl. snake venom phospholipase A,; sSPLA;) jedne su od najmo¢nijih poznatih toksina
koji uzrokuju Sirok raspon farmakoloSkih ucinaka; samostalno ili u medudjelovanju s
dodatnim molekulama. Naime, iako dijele ¢ak priblizno 40-99% homolognosti u slijedu
aminokiselina, te visok stupanj sli¢nosti u trodimenzionalnoj strukturi, sPLA, odlikuje
izuzetno heterogen nacin iskazivanja brojnih ucinka nastalih nakon otrovanja zbog ¢ega ove
sastavnice i dalje predstavljaju veliki izazov za daljnja istraZivanja (23,25,67,70). Temeljem
aminokiselinskog slijeda, trodimenzionalne strukture i uzorka disulfidnih mostova PLA, kao
sekrecijski enzimi izolirani iz zmijskih otrova pripadaju grupi I, odnosno II PLA, (71).
Clanovi PLA, grupe I, posebno zastupljeni u obiteljima Elapidae i Colubridae, u najveéoj

mjeri homologni su onima iz probavnog soka gusterace (72).

sPLA, djeluju kao jedinstveni Ca**-ovisni esteroliticki enzimi, a tijekom otrovanja
najcesce iskazuju neurotoksi¢nost ili pak miotoksi¢nost na Ziv€ano-misi¢nom sustavu i to
samostalno kao monomeri ili oblikovanjem brojnih oligomernih sastavnica zasluZznih za
izrazajnije iskazivanje toksi¢nog djelovanja (67,72,73). Ovisno o medudjelovanju ovakvih
sastavnica, PLA, kompleksi dijele se na kovalentne i nekovalentne (2). Jedine poznate
kovalentne strukture su B-bungarotoksini karakteristicni za rod Bungarus koje safinjavaju
kataliti€ki aktivni polipeptid A homologan PLA, grupe I i polipeptid B podudaran s
dendrotoksinima i inhibitorima serinskih proteinaza Kunitzovog tipa (74). S obzirom na svoju
funkciju, kao 1 vec¢ina ostalih PLA, kompleksa, 1 B-bungarotoksini farmakoloski djeluju kao
B-neurotoksini, te vezanjem za specificne receptore u presinapti¢koj membrani ireverzibilno
inhibiraju oslobadanje acetilkolina u ziv€ano-misi¢noj spojnici te time uzrokuju potpuni
prekid prijenosa signala u motoneuronima (21,74). Tijekom navedenog djelovanja polipeptid

A neurotoksi¢nost iskazuje svojom fosfolipaznom aktivno$¢u, a polipeptid B blokiranjem K-
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kanala ovisnim o naponu (21,22,74). Nekovalentne komplekse, koji mogu biti heterodimerni,
homodimerni ili oligomerni, u pravilu safinjava najmanje jedna funkcionalna PLA, te iz nje
izvedena molekula koja (ne)posjeduje kataliticku aktivnost (72). Najbolje istrazeni
predstavnici najzastupljenije skupine heterodimera su krotoksin, vipoksin, te viperotoksin F.
Krotoksin predstavlja glavnu toksi€nu sastavnice otrova vrste Crotalus durissus (75).
Vipoksin je toksi¢na sastavnica izolirana iz otrova podvrste V. a. meridionalis, te ujedno
jedini poznati o-neurotoksi¢ni kompleks zasluzan za blokiranje vezanja acetilkolina na
postsinaptickoj membrani ziv€ano-miSi¢ne spojnice, ¢ime predstavlja jedinstveni primjer
modulacije kataliticke i toksi¢ne funkcije jedne podjedinice u kompleksu s drugom, srodnom i
strukturno homolognom, koja zbog zamjene histidinskog ostatka u aktivhom mjestu nije
enzimski funkcionalna (76). Naime, vipoksin ¢ine relativno nestabilna bazi¢na PLA; i njezin
kiseli, prirodni inhibitor koji, dok su medusobno spojeni, smanjuje fosfolipaznu aktivnost i
iskazanu toksi¢nost (76). Dakle, u usporedbi s ostalim oligomernim neurotoksinima gdje
izdvojena toksi¢na sastavnica iskazuje znatno slabiju smrtnost od samog kompleksa
zahvaljujué¢i dodatnom proteinskom ¢imbeniku koji poveéava njezin patofizioloski ucinak,
PLA, podjedinica vipoksina postaje bioloski aktivna tek kad se oslobodi od svog inhibitora
(76). Viperotoksin F, glavna sastavnica otrova vrste Vipera russelli formosensis, takoder
sadrzi bazi¢nu PLA, presinaptickog djelovanja u kompleksu s kiselom, netoksi¢nom i
izuzetno slabo enzimski aktivhom podjedinicom koja, za razliku od one izolirane u vipoksinu,
povecava njezin smrtni u¢inak (66). Poznato je kako porast strukturne slozenosti pojedinih
sastavnica zmijskih otrova znaajno doprinosi stupnju smrtnosti kakvog iskazuju;
najvjerojatnije posredstvom konformacijskih promjena potaknutim formiranjem kompleksa
koje dovode do funkcionalnih promjena aktivnog mjesta ili izlaganja novih bioloski aktivnih

podrucja nedostupnim u pojedinac¢nim podjedinicama (74).

Svaka toksicna PLA, i1z zmijskog otrova usko je specijalizirana za izrazavanje
(ekspresiju) ogranicenog broja specificnih farmakoloskih u¢inaka usmjerenih prema samo
odredenim vrstama tkiva koji su osjetljivi na njihovo toksi¢no djelovanje (16,70). PLA,
podrijetlom iz otrova zmija, uz aktivnho mjesto, posjeduju 1 posebnu farmakolosku regiju s
visokim afinitetom za odgovarajuca receptorska mjesta izloZena na povrSini ciljnih stanica
koja su sukladna u naboju, hidrofobnosti i van der Waalsovim silama na dodirnim povrSinama
(2). Pojedine PLA, mogu iskazati isti farmakoloski ucinak razli¢itim mehanizmima
djelovanja, (ne)ovisnim o enzimskoj aktivnosti koju iskazuju (70). Naime, njihovi specifi¢ni

patofizioloSki ucinci najeS¢e su potaknuti oslobodenim masnim kiselinama 1
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lizofosfolipidima kao prethodnicima u biosintezi medijatora Sirokog raspona bioloskih
aktivnosti, ili pak oSte¢enjem membrane prouzrokovane hidrolizom fosfolipida kao gradevnih
jedinica. Takoder, i kompetitivno agonisticko, odnosno antagonisti¢ko vezanje PLA; za ciljne
proteine, receptore i/ili ionske kanale moZze biti dovoljno za narusavanje njihovog
medudjelovanja s fizioloskim ligandima $to uzrokuje poticanje, odnosno sprjecavanje sinteze
i oslobadanja sekundarnih glasnika, primjerice kalcijevih iona i cAMP, te sprjeCavanje

unutarstani¢nog ili medustani¢nog prijenosa signala (2,23,25,70).

PLA, izolirane iz otrova zmija opisane su uglavnom kao presinapticki, te rjede,
postsinapticki neurotoksini s djelovanjem na razini kolinergi¢nih ZzivCanih zavrSetaka
perifernih motoneurona, odnosno membrana miSi¢nih vlakana Ziv€ano-misi¢ne spojnice Cija
se izrazena toksinost pripisuje udruzenom djelovanju (sinergizmu) njihove
neurospecificnosti i enzimske aktivnosti (77). Prema jednom od molekularnih modela kojima
se pokuSava razjasniti mehanizam presinapticke aktivnosti, do specificnog djelovanja
neurotoksi¢nih PLA, najvjerojatnije dolazi u podruc¢jima aktivne neuroegzocitoze gdje se
posredstvom fosfolipidne hidrolize oslobadaju masne kiseline i lizofosfolipidi (77,78).
Zahvaljujuéi svojim biofizi€kim svojstvima natalozeni hidroliticki produkti najvjerojatnije
poticu lokalnu promjenu sastava i oblika lipidnog dvosloja ¢ime se poti¢e nastanak pozitivnih
uvrtanja (invaginacija) presinapticke membrane, dok se ujedno uzrokuju i oSteCenja u
aksolemi. Uslijed porasta propusnosti membrane, kalcijevi ioni ulaze u citosol, te djeluju kao
signal za neuroegzocitozu. Medutim, kako oblikovana membranska zakrivljenja inhibiraju i
spajanje kao obrnuti proces kljucan za endocitozu i recikliranje sinaptickih vezikula, u
konacnici nastaje njihovo potpuno iscrpljenje i trajno sprjeCavanje provodenja Ziv€anih
podrazaja posredstvom acetilkolina. Takoder, znacajan porast koncentracije kalcijevih iona u
citosolu pokrece 1 cijeli niz drugih patoloskih reakcija, ukljucujué¢i poremecaj rada
mitohondrija i aktivaciju unutarstani¢nih Ca**-ovisnih proteinaza, tzv. kalpaina, i endogenih
PLA; odgovornih za razgradnju neurofilamenata kao klju¢nih sastavnica citoskeleta, odnosno
potpomaganje daljnje hidrolize stanicnih membranskih sustava (2,73). Sve veéi broj
istrazivanja potvrduje kako presinapticke PLA, djeluju i unutar paraliziranog, blokiranog
zivcanog zavrSetka gdje se s visokim afinitetom veZu za razne citoplazmatske 1

mitohondrijske proteine, doprinoseci njegovoj degeneraciji i odumiranju (79).

PLA,; iz zmijskih otrova takoder iskazuju sposobnost uzrokovanja lokalne i/ili sustavne
nekroze skeletnih misic¢a (67,73). Kataliticki aktivni miotoksini uzrokuju hidrolizu fosfolipida

i poti¢u membransku nestabilnost; izravno ili oslobadanjem masnih kiselina 1 lizofosfolipida,
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Sto rezultira slabljenjem cjelovitosti 1 poremecajem organizacije dvosloja plazmatske
membrane, te u konacnici uzrokuje osteéenje i nekrozu miocita. Neovisno o mehanizmu,
miotoksi¢ni u¢inak u osnovi se ispoljava u obliku brzih, izrazenih i ireverzibilnih biofizickih
promjena sarkoleme uslijed rusenja cjelovitosti membrana i poremecaja depolarizacije (2,23).
Porast propusnosti stanicne membrane pracen je gubitkom citoplazmatskih biljega;
mioglobina, kreatin kinaze i laktat dehidrogenaze, te slicno kao i kod neurotoksi¢nog
djelovanja, prodorom kalcijevih iona u citosol §to dovodi do zapodimanja serije
degenerativnih dogadaja — hiperkontrakcije miofilamenata zasluzne za daljnje mehanicko
ostecenje sarkoleme, morfoloskog i1 funkcionalnog propadanja mitohondrija, te smanjenog
stvaranja ATP, kao i aktivacije unutarstani¢nih o Ca**-ovisnih proteinaza i PLA, koji vode

stani¢noj smrti i nekrozi.

Iz otrova podvrste V. a. ammodytes u posljednjih nekoliko godina izolirano je i detaljno
opisano nekoliko Zn**-ovisnih metaloproteinaza (Tablica 7.) (23,25). Unato¢ tome Sto sve do
sada istraZzene iskazuju proteoliticku aktivnost na bioloski sukladnim modelima, VaH1 (engl.
Vipera ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 1), VaH2 (engl. Vipera
ammodytes ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 2), VaH3 (engl. Vipera ammodytes
ammodytes haemorrhagic metalloproteinase 3) 1 VaH4 (engl. Vipera ammodytes ammodytes
haemorrhagic metalloproteinase 4) izravno uzrokuju znacajne hemoragi¢ne ucinke (80-82).
Amoditazi se pripisuje izrazena fibrin(ogen)i¢nost, a sastavnicama oznac¢enima kao VAFXA-I
(engl. Vipera ammodytes ammodytes activating factor X I) i VAFXA-II (engl. Vipera
ammodytes ammodytes activating factor X II) sposobnost aktivacije koagulacijskog ¢imbenika

X (24,83,84).
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Tablica 7. Svojstva Zn>*-ovisnih metaloproteinaza iz otrova V. a. ammodytes (24,80-84).

Sastavnica Grupa Aktivnost Farmakoloski ucinci
Hidroliza a-lanca fibrinogena i
VaH1 P-Illa Hemoragi¢nost
azokazeina
VaH2 P-1lla Hidroliza azokazeina Hemoragi¢nost
Hidroliza protrombina i
¢imbenika X
VaH3 P-Illc Hemoragi¢nost
Proteoliza kolagena tipa 1V,
fibronektina i nidogena
‘ Hemoragic¢nost
VaH4 P-Illc Razgradnja a-lanca fibrinogena ) i
Citotoksicnost
Razgradnja a- i B lanca
fibrinogena, te fibrina
Amoditaza P-IIIa Fibrin(ogen)oliza
Slaba hidroliza kolagena tipa
IV i fibronektina
Hidroliza odredene veze u o _
Aktivacija ¢imbenika X
¢imbeniku X
Slaba hidroliza a-lanca
VAFXA-I P-11Id Inhibicija agregacije
fibrinogena, protrombina,
trombocita inducirana
kolagena tipa IV, fibronektina 1
kolagenom
nidogena
Hidroliza odredene veze u o .
‘ ‘ Aktivacija ¢imbenika X
¢imbeniku X
VAFXA-II P-111d Slaba hidroliza a-lanca Inhibicija agregacije

fibrinogena, protrombina i

fibronektina

trombocita inducirana

kolagenom

Takoder, otrov poskoka sadrzi i nekoliko vrsta funkcionalno razli¢itih PLA; koje su

strukturno podudarne s ostalim pripadnicima grupe IIA medu kojima se osobito isti¢u visoko
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bazi¢ni amoditoksini A, B 1 C (engl. ammodytoxins; Atx-A, B i C) (85). Njihov patofizioloski
ucinak ponajprije dolazi do izrazaja na zivéano-mi$i¢noj spojnici perifernog zivcanog sustava
gdje blokiraju oslobadanje acetilkolina pri ¢emu iskazuju znacajno razli¢itu smrtonosnost.
Amoditoksini predstavljaju izoforme koje se u aminokiselinskom slijedu medusobno razlikuju
samo na pet polozaja od ukupno njih 122, te se Atx-B moze smatrati trostrukim, a Atx-C
dvostrukim prirodnim mutantom amoditoksina A. Atx-A je izrazeno najpotentnija izoforma
amoditoksina (i.v. LDso = 0,021 mg/kg), dok su Atx-B i C prema toksi¢cnom ucinku slabiji ¢ak
28, odnosno 17 puta (85-88). Mjesto na kojem amoditoksini iskazuju svoje neurotoksi¢no
djelovanje rasporedeno je po cijeloj molekularnoj povrSini spojnice, te se smatra kako u tijeku
nastanka patofizioloSkog procesa iskazivanja toksi¢nosti posreduju udaljeni dijelovi toksina
koji stupaju u medudjelovanje s odgovaraju¢im farmakoloski vaznim receptorima (85). Prekid
prijenosa ziv€anog signala u ziv€ano-misi¢noj spojnici potaknut djelovanjem amoditoksina
odvija se u tri glavne faze navedene kako slijedi. Prvu fazu odlikuje vezanje za specifi¢ne
receptore u presinapti¢koj membrani, najvjerojatnije neuronske receptore N-, odnosno M-tipa,
ili pak za slabo istraZzena neproteinska specificna vezna mjesta. Druga faza obiljezena je
znaCajnim porastom oslobodenog acetilkolina koji stupa u medudjelovanje s K'-kanalima
ovisnim o naponu. Tijekom trece faze nastaje potpuna te ireverzibilna paraliza, koja za razliku
od prethodno dviju navedenih faza, nedvojbeno ovisi i o hidrolizi brojnih membranskih
sustava. Do sada je poznato kako amoditoksini ne djeluju samo na izvanstanicnom dijelu
presinapticke membrane, ve¢ se uklapaju 1 u unutraSnjost Ziv€anog zavrSetka u kojem s
visokim afinitetom ulaze u medudjelovanje kalmodulinom zadrzavaju¢i bioloSku aktivnost
unato¢ reduciraju¢em okoliSu citosola (85). Takoder, osim predominirajuc¢e presinapticke
neurotoksi¢nosti, sve tri izoforme amoditoksina iskazuju i izraZen antikoagulacijski ucinak
mehanizmom neovisnim o enzimskoj aktivnosti i egzogenim fosfolipidima kojim ucinkovito
inhibiraju formiranje protrombinskog kompleksa neophodnog za stvaranje fibrinskog ugruska
prilikom ozljede krvne zile, prvenstveno zahvaljuju¢i sposobnosti izravnog vezanja

aktiviranog ¢imbenika X (23,25,89).

Takoder, osim neurotoksi¢nih PLA, iz otrova podvrste V. a. ammodytes izoliran je i
njihov miotoksi¢ni, kataliticki nefunkcionalni Ser49 homolog nazvan amoditin L (engl.
ammodytin L; Atn-L) s kojim dijele znaajan stupanj identiteta; priblizno 74%, kao i dvije
farmakoloski nedjelotvorne izoforme neutralnih amoditina — I; i I, (Atn-I; i Atn-I,), koje

odlikuje naglasena fosfolipazna aktivnost (90,91).
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1.2.2. Hemostatski aktivne sastavnice otrova podvrste Vipera ammodytes ammodytes

U nacelu je dobro poznato kako otrov poskoka sadrzi razlicite sastavnice koje stupaju u
medudjelovanje s hemostatskim sustavom (23,25). Spomenute sastavnice mogu biti
enzimatski aktivne molekule, poput proteinaza, sekretornih fosfolipaza A,, oksidaza L-amino
kiselina i 5-nukleotidaza (23,25). Takoder, otrov V. a. ammodytes sadrzi i proteine bez
enzimske aktivnosti, kao primjerice lektine C-tipa (engl. C-type lectins), disintegrine (engl.
disintegrines) i tzv. troprstne otrove (3FTX). Raznoliki u¢inci na hemostazu posljedica su
djelovanja proteinaza; serinskih ili cink-ovisnih metaloproteinaza. Metaloproteinaze uzrokuju
krvarenja protolizom stani¢nog zida krvne zile, degradacijom sastavnica fibrinogena i
fibrinskog Cepa, te aktivacijom Cimbenika zgruSavanja X 1 protrombina. Odredene
metaloproteinaze iz zmijskog otrova inhibiraju agregaciju trombocita antagonizirajuci
medudjelovanje izmedu receptora trombocitnih glikoproteina Ib, a,f; 1 all, BIIL,, te njihovih

liganda; von Wilebrandova ¢imbenika, kolagena i fibrinogena (23,25).

Serinske proteinaze iz zmijskog otrova (engl. snake venom serine proteinase; SVSP);
molekule nalik na tripsin, formiraju fibrinogen ili ga pak degradiraju, izravno ili neizravno.
SVSP mogu takoder aktivirati ¢imbenike zgrusavanja; ¢imbenik VII (F VII), V (F V), X (F
X), protrombin (F II) kao 1 protein C. Navedene vrste proteina; SVMP 1 SVSP, dokazano
inaktiviraju serpine, inhibitore serinskih proteinaza u ljudskoj plazmi. Protein C i serpini tvore
dio unutarnjeg puta zgruSavanja koji usporava proces zgrusavanja krvi. Za neke je SVSP
opisano da djeluju kao agonisti a-trombin receptora, GPIb i receptora aktiviranih

proteinazama 1 1 4 (engl. proteinase activated receptors 1 and 4).

Sekretorne PLA;, enzimi priblizne molekularne mase 14 kDa, inhibiraju proces
zgrusavanja krvi 1 agregaciju trombocita putem hidrolize fosfolipida trombocita djelujuéi time
na mjesta na kojima se stvaraju kompleksi koagulacije (25). Takoder, navedene mogu
djelovati na hemostazu neovisno o svojoj fosfolipidnoj aktivnosti (25). Disintegrini, obitelj
malih cisteinom bogatih proteina monomerne ili dimerne grade, sadrze posebne Arg-Gly-Asp
dijelove ili dijelove nalik na Arg-Gly-Asp koji im omogucavaju vezanje s integrinima
trombocita, allyBs; 1 aVPs (25). Navedenim nacinom, dezintegrini antagoniziraju povezivanje

fibrinogena i agregaciju trombocita.

Lektini C-tipa iz zmijskog otrova (engl. snake C-type lectins, snacles) su disulfidnim

mostovima premrezeni heterodimeri veli¢ine 25-30 kDa ili oligomerni kompleksi
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heterodimera (25). Navedeni utjecu na hemostazu vezuéi se za ¢imbenik zgrusavanja X i/ili
IX sprjecavajuci time stvaranje koagulacijskog kompleksa ili pak vezuci se za a-trombin ¢ime
posljedi¢no inhibiraju njegovu enzimatsku aktivnost. Snacles u formi dimera inhibiraju
agregaciju trombocita vezujuci se za receptor GPIb ili integrin a,B; (25). Multimerni oblici
snacles mogu takoder uzrokovati aglutinaciju trombocita djelujuéi istovremeno na GPIb

receptore nekoliko trombocita (25).

Zbog specificnih i1 djelotvornih ucinaka sastavnica zmijskog otrova na hemostazu,
pojedine od navedenih koriStene su u razvoju novih lijekova za lijecenje intravaskularnih
tromboza, te u postupku dijagnosticiranja odredenih poremecaja zgruSavanja krvi. S obzirom
na ranije opisane poremecaje hemostaze u osoba otrovanih otrovom poskoka, mnoga
istrazivanja zabiljezila su proteinske sastavnice s jasnim ucinkom na hemostazu, te istaknula
molekule zanimljive za daljnja istrazivanja. Dosadasnja proteomska istrazivanja, razli¢itim
biokemijskim i molekularnim postupcima jasno su opisala izolirane sastavnice otrova V. a.
ammodytes (24,80,81,83,92). Tim slijedom, unutar frakcije A zabiljeZzene su proteinske
sastavnice priblizno velike molekularne mase; 60-110 kDa (24,80,81,83,92). Smatra se kako
su sastavnice s izrazenom hemoragi¢nom aktivnos¢u sadrzane u ovoj frakciji cjelokupnog
otrova V. a. ammodytes i to su uglavnom SVMP P-III grupe. Iz skupine navedenih, VaHI i
VaH2 su monomeri, a amoditagin 1 VaH3 dimeri (24,80,81,83,92). U cilju uzrokovanja
krvarenja, ove molekule razgraduju sastavnice bazalne membrane i izvanstanicnog matriksa,
primjerice kolagen tip IV, fibronektin 1 nidogen, kao 1 pojedine proteine plazme ukljucene u
proces zgruSavanja krvi, kao fibrinogen, protrombin 1 ¢imbenik zgruSavanja X

(24,80,81,83,92)

Osim navedenih hemoragi¢nih, frakcija A sadrzi 1 ne-hemoragi¢ne (engl. non-
haemorrhagic) SVMP. Amoditaza (engl. ammodytase), monomerna SVMP, degradira
fibrinske naslage (24). S obzirom da ne aktivira, a niti degradira plazminogen ili protrombin,
ne pokazuje ucinak na o kolagenu- i/ili ADP-ovisnoj agregaciji trombocita, te ima vrlo dobra
obiljeZja za klini¢ku uporabu kao antitromboti¢na tvar. Druge dvije dobro poznate ne-
hemoragicne SVMP su VAFXA-I i VAFXA-II, molekule iz skupina P-IIld SVMP (83). S
medicinskog glediSta najzanimljivije obiljezje ovih molekula jest njthova sposobnost
aktivacije ¢imbenika zgruSavanja F X u F X,. Ovim putem, VAFXA 11 II troSe ¢imbenik X u
krvi te time povecavaju hemoragi¢nu aktivnost otrova poskoka. Ovakva pak aktivnost moze
biti korisna u poremecajima zgruSavanja krvi nastalim zbog neaktivnih ¢imbenika IX, ili VII,

Sto za posljedicu ima nedostatnu koncentraciju ¢cimbenika X,. Do sada neistraZzene sastavnice
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frakcije A ocito imaju sposobnost aktivirati ¢imbenik IX i/ili protrombin u trombin §to je
mjerljivo u skra¢enju vremena APTV i1 PV pokazanom pri ispitivanju ucinka frakcija A u

medudjelovanju s plazmom.

U frakciji B pronadeni su proteini priblizne molekularne mase 25-40 kDa. Navedeni su
opisani kao SVMP P-I grupe, SVSP, CRISP, snacles i dimeri disintegrini (25). Proteinaze u
velikoj mjeri doprinose visokoj fibrino(geno)litickoj aktivnosti ukupnog otrova V. a.
ammodytes. Spomenute brzo degradiraju a- i B-lance fibrinogena $to onemogucava stvaranje
fibrinskih naslaga (25). Frakcija B takoder iskazuje umjerenu aktivnost u aktiviranju
¢imbenika zgruSavanja IX 1 X, a ovakav ucinak povezuje se s aktivnoS¢u SP jer isti izostaje
davanjem SP inhibitora. Cjelokupno izraZzen antikoagulantni u¢inak frakcije B utemeljen je na
pojavnosti troSenja fibrinogena putem aktivacije koagulacijskog kompleksa F IX/F X (25).
Frakcija B takoder snazno inhibira o vWF-ovisnu aglutinaciju trombocita. Prema dosadasnjim
spoznajama, ovakva aktivnost moZe biti propisana snacles molekulama koje blokiraju
medudjelovanje izmedu trombocitnog receptora GPIb i VWF (2,23,25). S obzirom na
prisutnost disintegrina, frakcija B vrlo ucinkovito blokira o kolagenu- i ADP-ovisnu
agregaciju trombocita. Umjerena sposobnost inhibicije agregacije i aglutinacije trombocita
takoder je zabiljezena u frakciji C i D, no nacin ovakvog djelovanja suprotan je navedenom

unutar frakcija A 1 B (25).
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Tablica 8. Obiljezja otrova podvrste V. a. ammodytes i glavne sastavnice izoliranih frakcija (A, B 1 C) (23-25,80,82-84,89,92,93).

Inhibicija agregacije Vremena
trombocita krvarenja
Frakcija Aktivacija Glavne sastavnice
Aktivacija Aktivacija Kolagen- ADP- vWF-ovisna
Krvarenje  Fibrinogen  Fibrin protrombin APTV PV
FIX FX ovisna ovisna aglutinacija
a
Citav otrov ++ ++ np + ++ - ++ ++ ++ < >>
A ++ ++ + + ++ + + + + < < P-III MP
SP, P-I MP, CRISP,
B - - - + + - + + ++ > >
snaclec, disintegrini
C - - - - - - ++ + ++ >> >> sPLA,, CRISP

Skracenice: —: bez djelovanja; +: blago do umjereno djelovanje; ++: jako djelovanje; <: skrac¢eno vrijeme; >: produljeno vrijeme; F IX: ¢imbenik zgruSavanja I1X; F X:
¢imbenik zgruSavanja X; vWF-ovisna aglutinacija: o von Willebrand ¢imbeniku ovisna aglutinacija; APTV: aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; PV:
protrombinsko vrijeme; P-III MP: engl. metalloproteinases class-I1I; SP: engl. serine protease; P-1 MP: engl. metalloproteinases class-1; CRISP: engl. cysteine-rich secretory
protein; snaclec: engl. snake C-type lectins; SPLA,: engl. secreted phospholypase A,.
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Glavne sastavnice frakcije C su sPLA,, amoditoksini A, B i C (Atn-A, Atn-B i Atn-C),
te amoditini L, I; i [ (Atn-L, Atn-1I; i Atn-I,) (25,85). Osim sPLA,, druge vrste proteina kao
primjerice CRISP pronadeni su takoder unutar frakcije C. Ipak, najzastupljenije sastavnice
unutar frakcije C su sPLA; i to one koje nisu prisutne u frakciji A i B. Izrazito znacajniji
antikoagulantni uc¢inak frakcije C u odnosu na ostale ranije navedene, vjerojatno je posljedica
amoditoksina za koje je poznato kako inhibiraju stvaranje protrombinskog kompleksa vezuci
se za aktivirani ¢imbenik X (89). Peptidi i njihovi analozi temeljem gradenih jedinica s
izrazenom antikoagulantnom aktivno$¢u poput amoditoksina, koji su klju¢ni =za
medudjelovanje s F X,, mozebitno su korisni u sprjecavanju procesa zgrusavanja krvi. Male
molekule sa specificnim 1 ucinkovitim antikoagulantnim djelovanjem nezamjenjivi su u
klinickim stanjima i/ili sluajevima u kojima krvarenje treba biti strogo nadzirano, kao

primjerice prilikom operacijskih postupaka.

Unutar frakcije D utvrden je samo kratki peptid izoliran postupkom ESI-MS (engl.
electrospray ionisation mass spectrometry), te je nazvan pEKW (engl. pyroglutamic acid-
Lysine-Tryptophan; pyroGlu-Lys-Trp). pEKW i njemu sli¢ni peptidi takoder su pronadeni u
otrovima zmija Viperidae, a za koje je poznato da su reverzibilni inhibitori metaloproteinaza
(25). Sveukupno, unutar ukupnog otrova V. a. ammodytes do sada su pronadene sastavnice

¢lanice jedanaest razli€itih proteinskih obitelji (25).

1.3. Klinic¢ka obiljeZja ofidizma

U svijetu ugriz zmije otrovnice godiSnje dozivi viSe od tri milijuna osoba, dok ih umire
priblizno 125 000 (6). U Europi, ukljuc¢ujuéi europski dio Rusije 1 Tursku, zabiljeZzeno je
godisnje priblizno 7 500 zmijskih ugriza, od ¢ega oko 1 000 slucajeva teske klini¢ke slike
sustavnog otrovanja, te cetiri smrtna ishoda (6,7). Smrtnost od ugriza europskih otrovnica

iznosi 0,3-5%, a u Hrvatskoj 0,4-1,8% (6,7,13).

Uslijed velikog medicinskog znaenja otrovanja uzrokovanim ugrizom poskoka, osobito
u djece, istrazivanju u kojem su detaljnije proucavani kardiotoksi¢ni u€inci sastavnica otrova
poskoka na zivotinjskom modelu, prethodilo je istraZivanje u kojem su opisana obiljezja
ofidizma u djece kao razumna klinicka potkrjepa koja prethodi laboratorijskom pokusu u

proucavanju kardiotoksi¢nih u¢inaka otrova poskoka (94).
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Dakle, u spomenutom istrazivanju prikazano je stoSezdesetero djece i adolescenata (N =
160) u dobi od nula do osamnaest (0-18) godina, otrovanih zmijskim otrovom u podrucju
juzne Hrvatske, a koji su bili lijeceni u Klinici za infektologiju u Klini¢kom bolnickom centru
Split tijekom razdoblja od 1. sije€nja 1979. do 31. prosinca 2013. godine. U navedenom
istrazivanju biljezeni su podatci kako slijedi: op¢i 1 epidemioloski, klinicki 1 laboratorijski

pokazatelji, te podatci o primijenjenom lijecenju (94).

Uobicajena klasifikacija otrovanja zmijskim otrovom koja se cCesto koristi u
svakodnevnoj klinickoj praksi u cilju prikaza tezine klini¢ke slike otrovanja, izvorno je
napravljena prema Reidu i modificirana prema Perssonu, a navedena je kako slijedi:

— vrlo blaga reakcija — pojava lokalnog edema, bez op¢ih znakova i simptoma, osim
bolesnikovog straha

— blaga reakcija — pojava lokalnog ili prosirenog edema, s ili bez gastrointestinalnih
znakova i simptoma, ali bez pojave op¢ih simptoma

— srednje teska reakcija — pojava opseznog edema, Soka koji traje manje od dva sata, te
pojava drugih znakova i simptoma srednje teSkog otrovanja

— teSka reakcija — pojava Soka koji traje duze od dva sata ili ponovljena pojava Soka, te
pojava drugih znakova i simptoma teSkog sustavnog otrovanja

— smrtni ishod — ocigledni znakovi sustavnog otrovanja koji zavrSavaju smrtnim

ishodom (95-97).

Klasifikacija teZine klinicke slike koja se takoder vrlo Cesto koristi u Europi, a koja
opisuje tezinu otrovanja nastalog nakon ugriza europskih zmija otrovnica pregledano je

prikazana u Tablici 9. (98-101).
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Tablica 9. Klasifikacija tezine klini¢ke slike otrovanja nastale nakon ugriza europskih zmija

otrovnica (98-101).

. .. Prosjecna
_ Tezina klinicke o o . . N
Stupanj - Klinicka obiljezja Lijecenje koncentracija
slike
otrova u krvi
Vidljiva ugrizna rana, no
0 Suhi ugriz bez lokalnih znakova i Toaleta rane 1,0 £ 0,3 ng/mL
simptoma otrovanja
Bolnost i oteklina uz
odsustvo sustavnih )
1 Blaga o Simptomatsko 5,0 £ 1,8 ng/mL
znakova i simptoma
otrovanja
Izrazena oteklina i/ili
] crvenilo uz hematom s
Umjerena S _
2 ) blagim ili umjerenim Protuotrov 32,0+ 7,0 ng/mL
(srednje teska) . o
sustavnim znakovima i
simptomima otrovanja
Izrazeni sustavni simptomi 126,0 + 50,0
3 Teska Protuotrov
i znakovi otrovanja ng/mL

U navedenom razdoblju lijeCeno je ukupno 114 (71%) djecaka i 46 (29%) djevojcica.

Promatraju¢i raspodjelu zmijskih ugriza prema spolu, u Europi, kao i u svijetu, u nacelu

zabiljezena je veca ucestalost ugriza u muskaraca (6). U pedijatrijskoj populaciji Zrtve

zmijskog ugriza takoder su ceS¢e djecaci Sto je sukladno naSem istraZivanju (6,13,102-104).

Medijan dobi sve djece u prikazanom istrazivanju iznosio je 10,5 godina (min-max: 1-

18 godina); medijan dobi u djecaka bio je 11 godina (min-max: 1-18 godina) i 10 godina

(min-max: 2-18 godina) u djevojcica (94).

U juznoj Hrvatskoj zmije iz podobitelji Viperinae aktivne su od pocetka proljeca do

kasne jeseni, stoga se zmijski ugrizi na ovom podru¢ju najces¢e dogadaju tijekom toplih
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mjeseci kada se ljudi bave poljoprivrednim aktivnostima, a djeca borave u prirodi (13,14).
Osim poljoprivrednih radova, povecane sportske i turistiCke aktivnosti u ruralnim podrucjima
u danasnje vrijeme takoder uzrokuju znatno vecu ucestalost zmijskih ugriza u ljudi, posebice
u djece (6,7). U nacelu, u europskim zemljama sezonska raspodjela ucestalosti zmijskih
ugriza vrlo je sli¢na (6,7,95,96,99,105). U naSem istrazivanju vecina ugriza dogodila se
tijekom toplih mjeseci; od pocetka svibnja do kraja kolovoza (ukupno 80%), a najvise tijekom
svibnja (N = 34) i lipnja (N = 34), te srpnja (N = 32) (94). U veljaci i prosincu nije zabiljezen
niti jedan ugriz otrovnice (Slika 3.). Razlozi za ovakvu razdiobu ucestalosti ugriza su
zemljopisni polozaj opisanog podrucja, blaga klima, zimski san zmija otrovnica i opisane
djelatnosti stanovnisStva tijekom proljeca i ljeta. Najveéa ucestalost ugriza zmija otrovnica u
juznoj Hrvatskoj u odraslih zabiljezena je u takoder svibnju, dok je u Turskoj opisana u lipnju,

u Italiji u kolovozu, a u Francuskoj op¢enito tijekom ljeta (6,13,97,99,102).
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Slika 3. Razdioba zmijskih ugriza u djece prema mjesecima u godini (94).

Promatraju¢i mjesto ugriza, u nasSem istrazivanju c¢eS¢e su zabiljezeni ugrizi za gornje
udove (59%), u odnosu na ugrize za donje udove (40%) i druga podrucja (1%; Tablica 10.)

(94). Ugrizi za gornje udove nesto su ¢esce opisivani od ugriza za donje udove, posebice u
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vrijeme obavljanja poljoprivrednih radova, S§to je u sukladnosti s ranije provedenim
istrazivanjima u Hrvatskoj, Italiji, Svicarskoj i Svedskoj (13,96,97,105,106). Suprotno tome,

drugi istrazivaci zabiljezili su ¢esce ugrize za donje udove (102,104,107,108).

Tablica 10. Raspodjela ucestalosti ugriza prema mjestu injiciranja zmijskog otrova (94).

Mjesto ugriza N (%)
Gornji udovi 94 (59)
Donji udovi 64 (40)

Prsni ko$ 1(0,5)
Vrat 10,5

Sluc¢ajevi izravnog ubrizgavanja otrova u krvotok i/ili drugdje u blizinu srca posebno su
opasni. Inokulacija otrova izravno u krvotok uobicajeno dovodi do nastanka toksicnog Soka
koji moze vrlo brzo zavrsiti smrtnim ishodom, kao S§to se to dogodilo u Cetrdesetpet dana
starog djecaka koji je zabiljeZzen u nasem istrazivanju, a koji je bio ugrizen izravno za vrat, te
koji je preminuo Sest sati nakon ugriza poskoka unato¢ specifi¢nom lijecenju i primjeni svih
potpornih mjera (109). Na podrucju Izraela opisana su dva slucaja u djece koja su dozivjela
ugriz zmije Vipera palestinae za glavu 1 vrat, no nije bilo zabiljeZenih smrtnih ishoda (107). U
istrazivanju Seiferta i sur. provedenom u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama zabiljeZena je
smrtnost od ugriza zmija iz obitelji Viperidae i Elapidae koja je iznosila 0,06%, no u vecini
slucajeva nije bila poznata to¢na vrsta zmije koja je uzrokovala ugriz (110). U Francuskoj De
Haro 1 sur. opisali su tri slucaja (2,0%) odraslih osoba sa smrtnim ishodom nakon ugriza zmije
V. aspis, dok su Jollivet i sur. zabiljeZili jedan slu¢aj smrti (0,4%) nakon ugriza europskih
zmija otrovnica (99,111). U naSem istrazivanju zabiljeZzen je samo jedan slucaj smrtnog
ishoda u djeteta (0,6%) (94). Promatrajuci populaciju u Europi, godiSnje se zabiljeze priblizno
Cetiri smrtna ishoda nakon ugriza zmija otrovnica (6,7). Ipak, navedena istraZivanja
proucavala su opcenito ugrize zmija iz podobitelji Viperinae, stoga se ne izdvajaju posebno

ugrizi V. ammodytes u djece.

Klinicka slika otrovanja uzrokovana otrovom poskoka posljedica je hematotoksi¢nog,

neurotoksi¢nog 1 kardiotoksi¢nog djelovanja otrova (13,23,25,94,109,112). Oteklina, crvenilo
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i krvni podljev na mjestu ugriza uobicajeno se pojavljuju vrlo brzo nakon S$to je otrov
injiciran, ili unutar dva do cCetiri sata od ugriza, te takve klinicke znakove koristimo u
svakodnevnoj klinickoj praksi za razlikovanje ugriza otrovnih zmija od neotrovnih. U
istrazivanju Luksica i sur. provedenom u juznoj Hrvatskoj, oteklina, crvenilo i krvni podljev
zabiljezeni su u gotovo svih zrtava zmijskog ugriza (13). U istrazivanju Tekina 1 sur.
zabiljezena je vrlo slicna pojava navedenih lokalnih znakova otrovanja u odraslih i djece u
Turskoj (102). Oteklina i crvenilo na mjestu ugriza zabiljeZzeni su u sve djece u naSem

istrazivanju, §to je suglasno s gore opisanim istrazivanjima (Tablica 11., Slika 4.15.) (94).

P

Slika 4. Oteklina i krvni podljev nastali nakon ugriza poskoka za dorzum lijeve Sake u

cetverogodis$njeg djeCaka. Izvorna fotografija.

Druga istrazivanja u Europi takoder su opisala iste lokalne znakove i1 simptome
otrovanja, ali bila su provedena u odraslih i uglavnom nakon ugriza zmija iz podobitelji

Viperinae opcenito (6,7,95-97,99,103,105,106).
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Slika 5. Izrazena oteklina desne noge nastala nakon ugriza poskoka za distalnu tre¢inu desne

potkoljenice u SestogodiSnjeg djeteta. Izvorna fotografija.

Krvni podljev, utvrden u 97,5% djece, bio je razliCite veli¢ine; od male i jedva
primjetne u podrucju oko mjesta ugriza, pa do znatno vece u slucajevima kada bi zahvacao

¢itavu ruku ili nogu, a katkad i trup (Slika 6.) (94).
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Slika 6. Krvni podljev nastao nakon ugriza poskoka za tre¢i prst desne Sake koji se proteze

duz citave desne ruke u osamnaestogodisnjeg djeteta. Izvorna fotografija.

Povecani 1/ili bolni regionalni limfni ¢vorovi opisani su u 48% bolesnika, dok je

povracanje zabiljezeno u 21%, te proljev u 2,5% bolesnika (Tablica 11.) (94).

Tablica 11. Klinicki simptomi 1 znakovi ofidizma u djece (94).

Klini¢ki simptomi i znakovi N (%)
Oteklina i/ili crvenilo koze 160 (100,0)
Krvni podljev 156 (97.5)
Povecani limfni ¢vorovi 77 (48,0)
Povracanje 34 (21,0)
Proljev 4(2,5)

Najcesca lokalna komplikacija u naSih bolesnika bila je hemoragi¢na bula, zabiljezena u

20% djece (Tablica 12., Slika 7.), dok je incizija bule, kao postupak izbora lijeCenja,

napravljena u 15,6% djece (94). Luksi¢ i sur. opisali su pojavu nastanka hemoragicne bule u

13% zrtava ugriza zmija otrovnica u juznoj Hrvatskoj (13). Tekin i sur. zabiljezili su nastanak
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ove lokalne komplikacije u 18,6% odraslih, te u 24,4% djece nakon ugriza zmije V. lebetina

(102).

Slika 7. Hemoragicna bula nastala u ¢etverogodiSnjeg djeteta nakon ugriza poskoka za peti

prst desne Sake. Izvorna fotografija.

Nakon hemoragicne bule, sljede¢a po ucestalosti od lokalnih komplikacija u nasih
bolesnika bila je pojava kompartment sindroma (7,5%; Tablica 12.), najozbiljnije kirurSke
komplikacije nakon zmijskog ugriza u djece (94). Nekroza koze i/ili miSi¢a na mjestu ugriza
utvrdena je u 4,4% djece, dok su tromboza i/ili tromboflebitis krvnih Zila u blizini ugriza
rijetko opisivani (0,6%), kao i sekundarne infekcije koZe i/ili mekih tkiva (0,6%; Tablica 12.)
(94).
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Tablica 12. Lokalne i op¢e komplikacije ofidizma u djece (94).

Komplikacije N (%)
Lokalne

Hemoragi¢na bula 32 (20,0)
Sindrom misi¢nih odvojaka 12 (7,5)
Nekroza koze i/ili misica 74,4
Tromboza i/ili tromboflebitis 1(0,6)
Infekcije 1 (0,6)
Opce

Kljenut mozdanih Zivaca 18 (11,2)
(Pred)Sokno stanje 11 (7,0)
Somnolencija 8 (5,0
Sopor ili koma 1(0,6)
Poremecaji zgrusavanja krvi 5(@3,1)
Ostecenje bubrega 4(2,5)
Ostecenje jetre 32,0

Pojavnost navedenih sekundarnih infekcija u nasih bolesnika sukladna je s drugim
istrazivanjima u kojima su celulitis 1 apsces opisani u svega 0,9% ispitanika (13,94). Ovakvi
rezultati posljedica su visokog postotka profilakticke upotrebe antibiotika. Ozay 1 sur. u
Turskoj opisali su visoku ucestalost nastanka nekroze tkiva (13%) u djece na mjestu ugriza
zmije otrovnice (113). Druga istraZivanja opisala su pak nekrozu tetiva miSi¢a i kontrakture
udova (114). U nasem istrazivanju nekroza okolnog tkiva zabiljezena je u 4,4% djece, a
nekrektomija je izvrSena samo u sluCajevima izrazito opseZne nekroze tkiva (94). U
istrazivanju Tekina 1 sur. napravljena je statistiCka usporedba klinicke slike otrovanja u
odraslih i djece, te je opisan statisticki znac¢ajno CeS¢i nastanak nekroze tkiva na mjestu
zmijskog ugriza u djece u odnosu na odrasle (29,3% prema 9,6%), a zabiljezen je 1 statisticki
znacajno ucestaliji nastanak lokalnih komplikacija u djece u usporedbi s odraslim bolesnicima

(33,3 % prema 7,8%) (102).

Najucestalije op¢e komplikacije sustavnog otrovanja, nastale uslijed neurotoksi¢nog

djelovanja zmijskog otrova, u naSem istrazivanju bile su kljenuti mozdanih Zivaca (11,2%;
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Tablica 12.), i to najceSc¢e treceg mozdanog Zivca, Sto se klinicki manifestiralo obostranom

ptozom kapaka, opisanom u sve djece (Slika 8.) (94).

Slika 8. Obostrana ptoza kapaka u cetverogodi$njeg djeteta nastala dva sata nakon ugriza

poskoka. Izvorna fotografija.

Osim ptoze kapaka, 4,4% bolesnika imalo je i opftalmoplegiju, 2,0% disfagiju, a jedno
dijete (0,6%) imalo je i disfoniju i disfagiju (94). NeuroloSka oStecenja uobiCajeno su se
javljala dva do Sest sati nakon ugriza, te bi u potpunosti nestala nakon 72 sata (94). Bolesnici
koji su imali druga navedena neuroloSka oStec¢enja, osim ptoze kapaka, potpuno su se

oporavila nakon prosjecno Cetiri do Sest dana od trenutka ugriza (94).

Luksi¢ 1 sur. u Hrvatskoj opisali su 16,0% bolesnika s parezom mozdanih Zivaca, te
5,9% bolesnika s izoliranom depresijom srediSnjeg ziv€anog sustava nastaloj bez pojave Soka
i/ili druge hemodinamske nestabilnosti (13). U navedenom istraZivanju opisana je i pareza i/ili

paraliza VI. i IX. moZzdanog Zivca klinicki iskazana kao oftalmoplegija, disfagija i disfonija
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(13). De Haro 1 sur. zabiljezili su 8% bolesnika s neurotoksi¢no iskazanim djelovanjem otrova
zmije V. aspis, dok su Jollivet i sur. opisali 1,8% bolesnika s neuroloskim oSte¢enjem
nastalim nakon ugriza europskih zmija otrovnica u Francuskoj (99,111). U istrazivanju De
Haro 1 sur. ptoza kapaka zabiljezena je u svih bolesnika s neuroloskim ispadom, a vecina
bolesnika imala je i oftalmoplegiju, a manji broj osoba imao je i disfoniju i disfagiju, dok su
paraliza mi$i¢a usnica, slabost misi¢a udova i parestezije bile manje ucestale (99). Malina i
sur. zabiljezili su sluc¢aj nastanka neuroloskih simptoma otrovanja u prethodno zdrave
dvanaestogodisnje djevojcice nakon ugriza zmije V. berus u Madarskoj (115). U navedenom
prikazu slu¢aja opisane su umjereno proSirene zjenice, blazi poremecaj akomodacije zjenica,
obostrana ptoza kapaka i fotosenzitivnost (115). Lonati i sur. opisali su ukupno 24 slucaja
neurotoksi¢nih manifestacija nastalih nakon ugriza europskih zmija otrovnica u Italiji, od
kojih je bilo devetnaestero odraslih i petero djece (106). U sve djece zabiljeZeni su ptoza
kapaka i poremecaji vida, dok je dvoje djece imalo oftalmoplegiju, opéu misi¢nu slabost, te
slabost zva¢nih misi¢a (106). U spomenutom istrazivanju nije bilo zabiljeZzenih slucajeva
disfagije i disfonije (106). U suprotnosti s navedenim istrazivanjima, Boels i sur. tijekom
desetogodisnjeg razdoblja u Francuskoj opisali su 268 slucajeva umjerene i teske klinicke
slike sustavnog otrovanja, no bez =zabiljeZzenih slucajeva neurotoksi¢nih manifestacija

otrovanja nakon ugriza europskih zmija otrovnica (116).

U naSem istrazivanju klinicki vidljive manifestacije neurotoksi¢nog djelovanja otrova
poskoka bile su jasno uocljive dva do Sest sati od trenutka ugriza, $to je u sukladnosti s
drugim provedenim istrazivanjima (13,94,106). Trajanje neuroloskih oSteCenja u nasih
bolesnika trajalo je priblizno 72 sata, $to je jednako opisanom u istraZivanju autora Lonati i
sur. (94,106). Sastav otrova europskih zmija otrovnica sloZena je mjeSavina brojnih proteina s
enzimatskim, poglavito neurotoksi¢nim, hematotoksicnim 1 kardiotoksi¢nim djelovanjem
(25). Neurotoksini s djelovanjem poput fosfolipaze A, na Ziv€ano-miSi¢noj spojnici ometaju
prijenos signala pre- 1 postsinapticki uzrokuju¢i klini¢ki vidljiva neuroloska oStecenja (11,85).
Fosfolipaza A, koja ucinak iskazuje presinapticki, kao primjerice amoditoksin sa svojim
izoformama, te heterodimerni neurotoksini s djelovanjem na postsinaptickom dijelu spojnice,
kao primjerice vipoksin 1 vaspin, ve¢ su ranije izolirani uglavnom iz otrova zmija V. a.
ammodytes 1 V. aspis (11,23,25,84,85,92,106). Razli¢ita koli¢ina ubrizganog otrova, te
promjenjiv udio fosfolipaze A, u ukupnom otrovu, kao i osobitosti pojedinca Zrtve doprinose

razliito iskazanoj klinic¢koj slici neuroloskog oStec¢enja (11,13,106).
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Kvantitativni poremecaji svijesti u nasem istraZzivanju zabiljezeni su u ukupno 5,6%
djece; somnolencija je zabiljezena kao najucestalija (5,0%), dok je jedno dijete bilo
soporozno, a potom u komi (0,6%; Tablica 12.) (94). Suprotno navedenom, druga istrazivanja
nisu opisala poremecaje stanja svijest ni depresiju srediSnjeg Ziv€anog sustava u odsustvu
Soknog stanja ili stanja prijete¢eg Soka, u odraslih 1 djece nakon ugriza europskih otrovnica
(102-104,107,116). S obzirom da su u nasem istrazivanju opisani vec¢inom slucajevi
uzrokovani ugrizom poskoka, za razliku od ostalih navedenih istrazivanja koja su proucavala
ugrize europskih otrovnica opcenito, pokazana razlika mogla bi biti rezultat izravnog

djelovanja neurotoksi¢ne sastavnice cjelokupnog otrova poskoka na sredi$nji ziv€ani sustav.

Simptomi Soka ili prijete¢eg Soka praceni tahikardijom, hipotenzijom, tahidispnejom, te
teskim poremecajima opcéeg stanja zabiljezeni su u 7% djece u naSem istrazivanju (Tablica
12.) (94). Ozay i sur. u Turskoj opisali su pojavu Soka u 5,2% djece, §to je vrlo sli¢no (5,1%) s
istrazivanjem provedenim u Hrvatskoj (13,113). Malina 1 sur. u Madarskoj opisali su jedan
sluc¢aj nastanka Soka nakon ugriza poskoka, no bez jasno navedene dobi zrtve (103). Drugi
autori u Europi ne istiCu nastanak Soka u osoba koje su dozivjeli zmijski ugriz (102,107).
Poremecaji zgrusavanja krvi, kao izraz hematotoksi¢nog djelovanja otrova poskoka,
zabiljezeni su u 3,1% naSih bolesnika (Tablica 12.) (94). Najmanje ucestale i1 blage opce
komplikacije bile su oStec¢enja bubrega (2,5%) i jetre (2,0%) zabiljeZzene kao prolazan porast

specifi¢nih laboratorijskih biljega (Tablica 12.) (94).

Doza otrova injicirana u ljudski organizam ovisna je o veli¢ini zmije, lokalizaciji ugriza
1 obiljezjima zZrtve. Zbog relativno manje tjelesne mase, djeca dobivaju vecu dozu otrova na
jedinicu tjelesne mase. lako ugrizi zmija otrovnica imaju sli¢nu klini¢ku sliku u odraslih i
djece, tezina klini¢ke slike otrovanja ozbiljnija je u djece, te su komplikacije zmijskog

otrovanja ¢eS¢e u djecjoj dobi (6,7).

U naSem istrazivanju teSka klinicka slika otrovanja opisana je u 24,4% sve djece, a u
dobnoj skupini od 0-7 godina, zabiljeZen je najveca ucestalost teSke i srednje teske kliniCke
slike otrovanja (Tablica 13.) (94). Paret i sur. u Izraelu opisali su isti postotak (40,5%) djece
sa teSkom 1 srednje teSkom klinickom slikom ofidizma i to nakon ugriza zmije V. palestinae

(107).
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Tablica 13. Prikaz tezine klinicke slike ofidizma u djece (94).

) Dobna skupina (godine) Trajanje
Tezina
‘ hospitalizacije
otrovanja 0-7 8-14 15-18 Ukupan N (%) ) )
(prosjek u danima)
Blaga 2 7 6 1594) 3
Umjerena 10 28 18 56 (35,0) 6
Srednje teska 18 17 14 49 (30,6) 9
Teska 19 14 6 39 (24,4) 13
Smrtni ishod 1 0 0 1(0,6) 1

Tekin 1 sur. u Turskoj zabiljezili su 56,9% slu¢ajeva umjereno teskog otrovanja u djece
nakon ugriza zmije V. lebetina, te 8,1% djece s blagom klinickom slikom otrovanja (102). De
Haro i sur. u Francuskoj zabiljezili su ukupno 25% slucajeva blage klinicke slike otrovanja u
djece, te 58% slucajeva umjerene 1 17% slucajeva teske klinicke slike otrovanja nakon ugriza
zmije V. aspis (99). U naSem istraZivanju opisano je 30,6% djece s umjerenom, te 9,4% s
blagom klinickom slikom otrovanja (94). Prosje¢no trajanje hospitalizacije bilo je trinaest
dana u slucajevima teSke klinicke slike otrovanja, te devet dana prilikom umjereno iskazane
klinicke slike ofidizma u djece (Tablica 13.). Prosjecno trajanje hospitalizacije u nasem
istrazivanju bilo je neSto duZe nego S$to je to opisano u drugim istraZivanjima, $to korelira s
tezinom klinicke slike otrovanja 1 dobi djece (94,96,97,99,106,116). U nasem istraZivanju
smrtno je stradalo jedno dijete (0,6%) u kardiorespiratornoj insuficijenciji i hemoragijskom

Soku, 1 to nakon $to je dozivjelo izravan ugriz poskoka za vrat (94,109).

Otrovanje zmijskim otrovom medicinsko je stanje koje zahtijeva hitno zbrinjavanje. U
trenutku ugriza Zrtva bi trebala mirovati, ugrizno mjesta bi trebalo ocistiti, te u sluaju ugriza
za udove, ekstremitet bi trebao biti imobiliziran. Nije preporucen ikakav drugi oblik
alternativne 1/ili laicke pomo¢i ili samopomoci na terenu. Ukupno 26% djece u nasem
istrazivanju primilo je prvu medicinsku pomo¢ u izvanbolnickim uvjetima, dok je 74% istih
prvu stru¢nu pomo¢ primilo u bolnickoj ustanovi (94). Odredeni broj nasih bolesnika primio
je prvu pomo¢ na mjestu dogadaja od strane nestru¢ne osobe 1/ili si je pruzio samopomo¢, a
raspodjela navedenog zabiljeZzena je kako slijedi; 74,4% djece nije primilo nikakvu pomo¢
prije dolaska u medicinsku ustanovu, dok je 16,2% djece dovedeno lije¢niku s postavljenim

podvezom (94). U 3,2% slucajeva opisano je isisavanje otrova iz ranica, te je u 6,2%
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sluc¢ajeva prethodno isisan otrov uz naknadno stavljanje podveza (94). Zanimljivo je istaknuti
kako imobilizacija ekstremiteta nakon ugriza otrovnice nije primijenjena niti u jednog djeteta.
Ovakav oblik laicke prve pomo¢i nakon ugriza otrovnice koristi se vrlo rijetko u praksi, iako
je primjena istog opravdana i vrlo vazna. Naime, imobilizacijom se ekstremitet drzi u mirnom
polozaju ¢ime se sprjeCava brzo Sirenje otrova s mjesta ugriza u krvotok. Malina i sur. u
Madarskoj takoder su opisali razli¢itu ucestalost nestru¢ne pomoci Zrtvama na terenu (103).
Kada je zrtvi pruzena prva nestru¢na pomo¢ na mjestu dogadaja, bolesnika treba prevesti u
najblizu zdravstvenu/medicinsku ustanovu kako bi se pruzila stru¢na medicinska pomo¢ i

lijecenje.

U medicinskoj ustanovi bolesnik treba biti stalno nadziran (monitoriran) kako bi se na
vrijeme uoc¢ili znakovi i simptomi otrovanja koji bi ukazali na razvoj umjerenog ili teSkog
sustavnog otrovanja, te kako bi se procijenila tezina klinicke slike otrovanja i poduzele
potrebne mjere lijecenja. Prilikom dolaska u bolnicu svi nasi bolesnici primili su antiviperini
serum 1 antitetanicku profilaksu, a gotovo svi bolesnici primili su i antibiotike (96%),
kortikosteroide (84%), te antihistaminike (71%; Tablica 14.) (94). Raspodjela bolesnika
prema dozi antiviperinog seruma bila je sljedeca; 78,1% bolesnika primilo je jednu, 20,6%

dvije i 1,3% djece primilo je tri doze specificnog seruma (94).

Tablica 14. Raspodjela primijenjenog lijeenja u slucajevima ofidizma u djece (94).

Primijenjeno lijecenje N (%)
Antiviperini serum 160 (100)
Antitetanicka profilaksa 160 (100)
Antibiotici 153 (96)
Kortikosteroidi 135 (84)
Antihistaminici 113 (71)
Kirurska intervencija 41 (26)

U naSem istrazivanju zabiljezena je neSto ¢eS¢a primjena protuotrova nego §to je to
zabiljezeno u drugim istrazivanjima i preporukama u drugim zemljama (6,7,94,104,107,108).

U naSem podrucju primjena antiviperinog seruma preporuca se u sluc¢ajevima srednje teske 1
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teske kliniCke slike otrovanja, posebno u djece, stoga je uporaba istog zabiljezena nesto ¢esce
nego S$to je to u sukladnosti s tezinom klini¢ke slike otrovanja. U istrazivanju LukSica i sur.
sve zrtve zmijskog ugriza primile su antiviperini serum, a komplikacije nakon njegove
primjene bile su rijetke (13). Druga brojna istrazivanja opisala su razli¢ite preporuke za
primjenu specificnog protuotrova, kao i pojavu komplikacija nakon davanja istog. U
istrazivanju Tekina 1 sur. sve zrtve koja su dozivjela ugriz zmije V. lebetinae primila su
protuotrov, dok ih je dvoje dozivjelo alergijsku reakciju na primjenu istog (102). U
suprotnosti s navedenim, druga istrazivanja opisala su nisku ucestalost davanja protuotrova.
Paret 1 sur. opisali su primjenu antivenoma u 43% zrtava koji su dozivjeli ugriz zmije V.
palestinae (107). Malina i sur. u Madarskoj lijecili su 31,1% zrtava specificnim protuotrovom,
a dva bolesnika (3,3%) dozivjela su anafilakticku ili anafilaktoidnu reakciju nakon primjene
seruma (103). Boles 1 sur. u Francuskoj koristili su antiviperini serum Viperfav® u svim
slucajevima umjerene i teSke klinicke slike otrovanja u odraslih i djece, te nisu zabiljezili
anafilakticke reakcije na primijenjeni serum, dok je dvoje bolesnika 9-11 dana nakon
primanja seruma dozivjelo serumsku bolest (116). De Haro i sur., kao i Jollivet i sur., nisu
zabiljezili niti jednu ranu kao ni kasnu alergijsku reakciju nakon primjene antiviperinog
seruma Viperfav® (99,111). U ovom istraZivanju koristen je antiviperini serum kojeg je
proizvodio Imunoloski zavod u Zagrebu, te nije zabiljezena niti jedna rana i/ili kasna

komplikacija nakon njegove primjene (94).

Izrazita oteklina na mjestu ugriza povecava tkivni tlak unutar tijesnog kostano-misi¢nog
prostora Sto moZe uzrokovati nastanak sindrom misi¢nih odvojaka, tzv. kompartment sindrom
(13,14,117). Kompartment sindrom u odraslih i djece uobi¢ajeno nastaje ¢eS¢e nakon ugriza
za gornje udove (102,103). Ukupno 26% djece u naSem istraZivanju bilo je podvrgnuto
kirurSkoj intervenciji (94). Najucestaliji kirurSki zahvat bila je incizija hemoragi¢ne bule
(15,6%), a potom je slijedila fasciotomija (7,5%) koja je bila izvrSena u svim sluc¢ajevima

nastanka kompartment sindroma (Slika 9.) (94).
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Slika 9. Fasciotomija na podrucju desne podlaktice izvrSena u trinaestogodiSnjeg djecaka koji

je doZivio ugriza poskoka. Izvorna fotografija.

Malina i sur. u Madarskoj zabiljezili su izvodenje fasciotomije u 8,3% bolesnika koji su
dozivjeli ugriz egzoticne zmije, te nisu zabiljezili niti jedan slucaj nastanka kompartment
sindroma u Zrtava izloZenih ugrizu zmija V. berus i V. ursinii u op¢oj populaciji (103). Ozay i
sur. u Turskoj opisali su takoder relativno visok postotak nastanka kompartment sindroma
(9,1%) i to nakon ugriza europskih zmija otrovnica u djece (113). U istraZivanju Tekina 1 sur.
kompartment sindrom bio je najceS¢a zabiljezena komplikacija zmijskog ugriza u odraslih
nakon ugriza V. lebetine; opisan u 3% slucajeva, dok su Paret i sur. u Izraelu zabiljezili 5,4%

slucajeva nastanka kompartment sindroma u djece nakon ugriza V. palestinae (102,107).
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Nasuprot tome, Campbell i sur. u Sjedinjenim Americkim Drzavama opisali su vrlo nisku
ucestalost izvodenja fasciotomije (1,8%) u djece izloZzene zmijskom ugrizu opcéenito (104).
Luksi¢ 1 sur. u Hrvatskoj opisali su pojavu nastanka kompartment sindroma u 1,8% Zzrtava
ugriza europskih otrovnica, te je u svih napravljena fasciotomija (13). Izvodenje kirurSkih
intervencija samo po sebi u nacelu moze uzrokovati komplikacije i trajna oStecenja, stoga se
trebaju racionalno Kkoristiti 1 primjenjivati samo u bolesnika s objektivnim indikacijama.
Fasciotomija bi trebala biti napravljena u svih bolesnika s klinickom slikom kompartment
sindroma u kojih je isti procijenjen neurovaskularnim pregledom, te potvrden mjerenjem tlaka
u misi¢nom odvojku koji iznosi vise od 30 mmHg (13,104). U nasih bolesnika procjena
nastanka kompartment sindroma izvrSena je samo kliniCkom procjenom neurovaskularnog
statusa, dok tlak miSi¢énog odvojka nije bio mjeren zbog nedostupnosti uredaja (94).
Nekrektomija (2,5%) je u naSih bolesnika radena samo u slu€ajevima izrazito opsezne
nekroze koze 1 miSi¢a na mjestu ugrizne rane (94). U naSem istraZivanju nije zabiljeZeno
izvodenje amputacije dijela ili ¢itavog ekstremiteta (94). Svi bolesnici koji su bili lije¢eni

kirur§kim postupcima uspjesno su se oporavili (94).

1.4. Kardiotoksi¢ni uc¢inak cjelokupnog otrova Vipera ammodytes ammodytes

Kardiovaskularni Sok jedan je od najozbiljnijih posljedica ugriza poskoka, te je opisan
kao druga po wucestalosti najzastupljenija komplikacija sustavnog otrovanja u djece
(94,99,113). Do sada opisani slucajevi teSke klinicke slike otrovanja i smrtnih ishoda,
svjedoCe o vaznosti mozebitnog izravnog kardiotoksi¢nog djelovanja otrova (94,109). Naime,
sr¢ana insuficijencija 1 pojava Soka, patofizioloSka su objasnjenja nastanka smrtnih slucajeva
uz patohistolosku potvrdu izravnog oStecenja srca (13,94). U srednje teSkoj i/ili teskoj
klini¢koj slici sustavnog otrovanja uzrokovanim ugrizima zmija podobitelji Viperinae do sada
su opisani 1 razliiti poremecaji (kardio)vaskularne funkcije, kao primjerice poremecaji
sr€anog ritma, hipertenzivne krize, infarkt miokarda s uzdignu¢em ST spojnice, nebakterijski
tromboti¢ni endokarditis, tamponada srca, kao i stanja prijete¢eg Soka (13,94,109,118-120).
Tocna sastavnica otrova V. a. ammodytes odgovorna za navedene (kardio)toksi¢ne
manifestacije otrovanja, do sada nije izolirana, no postoje teorije prema kojima su proteini iz
skupine sekretornih fosfolipaza A,, kao §to su primjerice amoditini — poznate miotoksicne

sastavnice otrova, mozebitne tvari odgovorne za sr¢ana oStecenja (85,121).
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U pretklinickim istrazivanjima uobiCajeno su nakon izlaganja Zivotinjskih modela
otrovima zmija podobitelji Viperinae zabiljezeni nagli pad arterijskog tlaka pracen
nespecifiénim promjenama sréanog ritma (122-126). Navedena oskudna istrazivanja bila su
izvodena u tehnicki nekontroliranim uvjetima uz uporabu nestandardiziranog otrova poskoka
¢ime su u danasnjima vremenima zastarjela 1 time nedovoljno predstavljajuca. Luksi¢ 1 sur.
ve¢ su ranije opisali o dozi ovisne kardiotoksi¢ne ucinke nastale nakon izlaganja Stakorskog
srca Citavom, standardiziranom otrovu poskoka, naglasavajuci depresiju sréane kontraktilnosti
i elektrofizioloSku nestabilnost (127). Kako bi se pomnije istrazili ovi ucinci, u ovom
istrazivanju, biokemijskim postupcima razdijeljen je cjelokupni otrov poskoka na pojedine
sastavnice, te su u razli¢itim dozama primijenjene iste na modelu izoliranog Stakorskog srca s
ciljem istrazivanja koja sastavnica, te s kakvim u¢inkom djeluje na mjerene pokazatelje sréane
funkcije. Naime, do sada nisu poznate sastavnice otrova poskoka koje uzrokuju izravna sréana

ostecenja.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:
— usporediti razlike u srcanoj funkciji i/ili oSte¢enju na modelu izoliranog Stakorskog
srca izlozenom razli¢itim izoliranim (pod)frakcijama cjelokupnog otrova poskoka

— utvrditi razlike u pribliznoj molekularnoj masi izoliranih (pod)frakcija otrova.

Sporedni ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:
— utvrditi o dozi ovisan kardiotoksi¢ni ucinak pojedinih izoliranih (pod)frakcija
cjelokupnog otrova poskoka

— istraziti u¢inak amoditina L na sr¢anu funkciju na modelu izoliranog Stakorskog srca.

Hipoteze u ovom istrazivanju su sljedece:
— jedna od izoliranih sastavnica cjelokupnog otrova poskoka ¢ija molekularna masa
iznosi priblizno 14-15 kDa uzrokuje znacajna oSteéenja srca na modelu izoliranog

Stakorskog srca u odnosu na druge sastavnice, te je ta tvar, vjerojatno amoditin,

mozebitni vodeci kardiotoksin u cjelokupnom otrovu poskoka

— mozebitno izolirana kardiotoksi¢na tvar iskazuje o dozi ovisan ucinak.
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3. MATERIJALI I POSTUPCI
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3.1. Ustroj istrazivanja

U svrhu istrazivanja ucinaka pojedinih izoliranih sastavnica cjelokupnog otrova
poskoka na pokazatelje sr¢ane funkcije i/ili oSte¢enja na modelu izoliranog Stakorskog srca
provedeno je prema pristupu i specificnom ustroju temeljno eksperimentalno, a prema razini i
namjeni primijenjeno istrazivanje. Prema nacinu dobivanja podataka ovo istrazivanje je
intervencijsko, a u odnosu na vremensku orijentaciju prospektivno. Ukljucivanje u
istrazivanje bilo je randomizirano. Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su primarni izvori

podataka; rezultat su prikupljanja vlastitih podataka.

3.2. Ishodi istrazivanja

S obzirom kako je glavni cilj ovog istrazivanja usporediti razlike u sr¢anoj funkciji i/ili
ostecenju izmedu razlicitih izoliranih sastavnica ¢itavog otrova poskoka, glavna mjera ishoda
je kardiotoksi¢nost. Takoder, cilj je i utvrditi razlike u pribliznoj molekularnoj masi (kDa)

(pod)frakcija Sto je provedeno elektroforezom izoliranih sastavnica otrova poskoka.

Kardiotoksi¢nost je u ovom istrazivanju iskazana elektrofizioloSkim, kontraktilnim i
biokemijskim pokazateljima oSte¢enja na nacin kako slijedi.

— Elektrofizioloski pokazatelji srcane funkcije i/ili oSteenja — vrsta sréanog ritma i
pojava aritmija (sinus ritam, atrijsko-ventrikularni blok, ventrikularna tahikardija i
fibrilacija, asistolija; broj 1 postotak), kao i sr€ana frekvencija (otkucaj/min).

— Mjereni pokazatelji kontraktilne funkcije — tlakovi u lijevoj klijetci (sistolicki,
razvijeni tlak lijeve klijetke, te dijastolicki tlak — mmHg), kao i vrijednosti koronarnog
protoka (mL/min).

— Biokemijski pokazatelji sr€anog oStecenja iz odljeva sréanog perfuzata — kreatin
kinaza — CK (IU/L), laktat dehidrogenaza — LDH (IU/L), aspartat aminotransferaza —
AST (IU/L) i troponin I (ng/L).

S obzirom kako je sporedni cilj istraZivanja utvrditi o dozi ovisan moZebitni
kardiotoksi¢ni uc¢inak pojedinih (pod)frakcija, svaka od izoliranih sastavnica ispitivana je na

modelu izoliranog Stakorskog srcu u tri razli¢ite koncentracije. Takoder, cilj je istraZiti 1
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u¢inak amoditina L na modelu izoliranog Stakorskog srca S§to je provedeno mjerenjem

navedenih elektrofizioloskih, kontraktilnih i biokemijskih pokazatelja sr¢ane funkcije.

3.3. Protokol ¢itavog istrazivanja

Protokol cjelokupnog istrazivanja izveden je kako slijedi:

1. Pretrazivanje literature i plan istraZzivanja
Biokemijski postupci razdiobe cjelokupnog otrova poskoka
Elektroforeza izoliranih sastavnica otrova poskoka
Priprema razli¢itih koncentracija izoliranih sastavnica otrova poskoka
Mjerenja na modelu izoliranog Stakorskog srca
Prikaz i statisti¢ka ras¢lamba dobivenih podataka

Tumacenje rezultata

S A

Izrada izvornih znanstvenih radova.

3.4. Snaga istraZivanja

Procjena potrebne veli¢ine uzorka, uz a-gresku od 0,05 i snagu istraZivanja od 80%,
sukladna je radu LuksSi¢a 1 sur. na ¢ije zakljuCke se 1 nastavlja ovo istrazivanje (3,127). Za
svaku ispitivanu koncentraciju svake pojedine izolirane sastavnice otrova koriSteno je po

deset Stakora. Kontrolnu skupinu Zivotinja ¢inilo je deset Stakora.

3.5. Materijali

3.5.1. Kemijske tvari i otopine

Sve kemijske tvari, otopine i puferi upotrebljavani u ovom istraZivanju navedeni su

abecedno 1 prikazani u Tablici 15.
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Tablica 15. Kemijske i bioloSke tvari upotrebljavane u ovom istraZivanju.

Tvar

Proizvodac, grad i zemlja podrijetla proizvodaca

Acetonitril

AcOH, 100% (v/v)

Agaroza
AgNO;3
Akrilamid
APS

BSA

CaCl,

DTT

EDTA

EtOH, 96% (v/v)
Formaldehid
Glicin

Glicerol
Glukoza

HCl, 37% (v/v)
Heparin
Imidazol
Inzulin

KCl

KH,PO4

Limunska kiselina

Manitol

MgCl,

MgSO,

NaCl

Na,CO;
NaHCO;
NaOH

Natrijev piruvat

Otrov poskoka

Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
Merck, Darmstadt, Njemacka
Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
Serva, Heidelberg, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka
Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
BioVectra Inc., Charlottetown, Kanada
Serva, Heidelberg, Njemacka

Carlo Erba, Rodano, Italija

Merck, Darmstadt, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka

Carlo Erba, Rodano, Italija

Merck, Darmstadt, Njemacka

AllpiChem GmbH, Darmstadt, Njemacka
Hospitalia, Zagreb, Hrvatska
Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
Hospitalia, Zagreb, Hrvatska

Merck, Darmstadt, Njemacka

Merck, Darmstadt, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka

Kemika, Zagreb, Hrvatska

Merck, Darmstadt, Njemacka

Merck, Darmstadt, Njemacka

Merck, Darmstadt, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka

Serva, Heidelberg, Njemacka

Merck, Darmstadt, Njemacka
Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka

Imunoloski zavod, Zagreb, Hrvatska
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Tvar Proizvodac, grad i zemlja podrijetla proizvodaca

Proteinski standardi Fermentas, Vilnius, Lithuania

Saharoza Serva, Heidelberg, Njemacka

SDS Serva, Heidelberg, Njemacka

TEMED Merck, Darmstadt, Njemacka

TFA ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD

Tiurea AllpiChem GmbH, Darmstadt, Njemacka

Trietilamin Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD

Tripsin Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD

TRIS Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD

Urea Kemika, Zagreb, Hrvatska

Uretan Kemika, Zagreb, Hrvatska

ZnCl, Sigma-Aldrich, St. Louis, Montana, SAD
3.5.2. Otrov poskoka

Cjelokupni standardizirani otrov poskoka (V. a. ammodytes) dobiven je iz Imunoloskog

zavoda u Zagrebu. Otrov je prikupljan ru¢nom muznjom poskoka (Slika 10.).

KoriStene su zmije s krapinskog 1 samoborskog podrucja u navedenom omjeru: 70%
otrova (0,7 g) dobiveno je iz Krapine (Krapina — Krapina, Krapinsko-zagorska Zupanija,
Republika Hrvatska), a 30% (0,3 g) iz Samobora (Brezje — Sveta Nedelja, Zagrebacka
zupanija, Republika Hrvatska). Ukupan otrov u kristaloidnom obliku (1 g) bio je pohranjen u
tamnim 1 suhim bocCicama, te cuvan na tamnom i hladnom mjestu pri temperaturi + 4 °C sve
do daljnje uporabe u istrazivanju. Otopine otrova koriStene u pokusima na izoliranom srcu
pripremane su prije svakog pojedinog pokusa otapanjem suhog otrova u 1 mL modificirane
Krebs-Henseleitovoj otopine sljedeceg sastava: 120 mM NaCl, 23 mM NaHCOs, 2 mM
natrijevog piruvata, 1,2 mM KH,PO,, 5,9 mM KCI, 1,2 mM MgSO,, 1,4 mM CaCl,, 11,5
mM glukoze, 16 mM manitola, te 5 IU/L inzulina.
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Slika 10. Manualna muznja otrova poskoka. Izvorna fotografija.

3.5.3. Pokusne Zivotinje

U ovom istraZzivanju koriSteni su laboratorijski Stakori roda Rattus, vrste Rattus
norvegicus, bijele (albino) boje krzna koji su bili standardizirani nesrodeni sojevi. Sve
pokusne Zivotinje bili su muZzjaci, tjelesne mase 300 + 20 g, starosti 12-15 tjedana. Hranili su
se svakodnevno s 12-20 g suhe hrane nabavljene od registriranog proizvodaca te 40-50 mL
vode. Hranu i vodu uzimali su ad libitum. Pokusne Zivotinje boravile su u nastambi za
zivotinje na Katedri za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Mostaru, te su bile podjednako
izlozene dnevnom svjetlu 1 tami (12 sati/12 sati) pri sobnoj temperaturi od 24 + 0,2 °C.
Tijekom pokusa Zivotinje su bile postedene bilo kakvog nepotrebnog stresa 1/ili boli, a vode¢i
brigu o istima u pokuse je bio uklju¢en minimalan broj Zivotinja potreban za znanstvena

zakljuc€ivanja.
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3.5.3.1. Eti¢ka nacela

Ovo znanstveno istraZzivanje sukladno je svim primjenjivim svjetskim i europskim
smjernicama i preporukama ¢iji je cilj osigurati pravilno ophodenje i rukovanje s pokusnim
zivotinjama. Takoder, sukladno je dokumentu Medunarodni pregled principa za
biomedicinska istrazivanja u kojima se koriste laboratorijske Zivotinje koje je donijelo Vijece
medunarodnih organizacija za medicinske znanosti (Council for International Organization of
Medical Sciences; CIOMS), a §to je u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja i Zakonom o
zastiti Zivotinja 1 vazeéim zakonima u Republici Hrvatskoj i drzavi u kojoj se istrazivanje
provodi te s pravilnicima, smjernicama i zakonima Europske unije. Ovo istrazivanje odobrilo
je Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Mostaru (Ur. br.: 01-1-359/16), a sukladno
odredbi c¢lanka 16. Etickog kodeksa Medicinskog fakulteta u Splitu Eti€¢ko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta u Splitu (Ur. br.: 2181-198-03-04-16-0014) potvrdilo je suglasnost
kako je ovo istrazivanje u skladu s odredbama Etickog kodeksa koji uskladuje istrazivanja na

ljudima i zivotinjama u znanstvenom, istrazivac¢kom i strucnom radu i etickim nacelima

Helsinske deklaracije.

3.5.4. Laboratorijska oprema

Sva laboratorijska oprema upotrebljavana u ovom istraZivanju navedena je abecedno i

prikazana u Tablici 16.
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Tablica 16. Laboratorijska oprema upotrebljavana u ovom istrazivanju.

Naziv uredaja Proizvodac, grad i zemlja podrijetla proizvodaca

Acidobazni uredaj IL-1610 Instrumentation Laboratory, Milano,
Italija

BioRad Bio-Rad, Hercules, California, SAD
Dimension Xpand Plus Siemens Siemens Inc., Malvern, Pennsylvania, SAD
Amersham Biosciences AB, Uppsala, Svedska

GMI, Ramsey, Minnesota, SAD

Fraction Collector Frac-100

Hewlett-Packard Series 1100

MiVac Duo Concentrator
NaNoDrop 2000c UV/VIS
Spectrophatometer
Olympus AU 2700

Rotina 380/380R

RP-C4 kolona
Sepharcyl S-200 Superfine

Supradex 75 10/300 GL

Vaga

Vakuumski koncentrator

SP Scientific Industries, Warminster,
Pennsylvania, SAD

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD

Diamond Diagnostic, Holliston, Massachusetts,
SAD

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Njemcka

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, SAD
GE Healthcare Bio-Science, Pittsburgh,
Pennsylvania, SAD

GE Healthcare Bio-Science, Pittsburgh,
Pennsylvania, SAD

Tehtnica, Slovenija

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, SAD

3.6. Postupci

3.6.1. Biokemijski postupci razdiobe cjelokupnog otrova poskoka

3.6.1.1. Kolonska gelska kromatografija

U ovom istrazivanju citav otrov poskoka mase 1 g u kristaloidnom obliku bio je

rastopljen u 15 mL otopine pufera sljede¢eg sastava: 20 mM TRIS, 2 mM CaCl,, 300 mM
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NaCl, pH 7,0. Ovakva neutralna otopina ¢itavog otrova potom se analizirala kolonskom
gelskom kromatografijom, te su dobivene pojedine sastavnice — frakcije otrova; u ovom
istrazivanju nazvane frakcija A, B, C i D (vidjeti poglavlje Rezultati). Dakle, navedena
otopina Citavog otrova poskoka stavljena je na kolonu Sephacryl-S200 Superfine duljine 100
cm i promjera 4 cm, te je prolazila navedenom kolonom protokom 0,56 mL/min. Citav proces
odvijao se tijekom no¢i pri temperaturi okoline od + 4°C. Pomocu kolektora Fraction
Collector Frac-100 svakih 15 minuta u pojedinu epruvetu odvajao se odredeni volumen
otopine (mL) za pojedinacni uzorak. Potom je svakom uzorku iz epruvete posebno mjerena
apsorbanca na valnoj duljini od 280 nm (Ajg9) na uredaju NaNo Drop 2000c UV/VIS
Spectrophatometer. Ovakvim postupkom uzorci sli¢nih apsorbanca — istog vrha, udruzeni su u
jedan, zajednicki vrh na kromatogramu, u ovom istrazivanju redom nazvan; frakcija A, B, C i
D (vidjeti poglavlje Rezultati). Takoder, tijekom izvodenja kolonske gelske kromatografije
prilikom eluiranja frakcije C zabiljezena su Cetiri razli¢ita vrha; u ovom istrazivanju nazvani

podfrakcija C1, C2, C3 i C4 (vidjeti poglavlje Rezultati).

3.6.1.2. RP HPLC

U ovom istrazivanju u svrhu razdvajanja podfrakcija C1-4 na pojedine sastavnice
koristen je postupak tekucinske kromatografije pod visokim tlakom na obrnutoj fazi (engl.
reverse phase high performance liquid chromatography; RP HPLC) izvrSen na uredaju

Hewlett-Packard Series 1100, koji je prikazan na Slici 11.

Podfrakcije C1-4 analizirane su na RP-C4 koloni (Aquapore BU-300, 30 x 4,6 mm, 7
cm), koja je prethodno bila uravnoteZena ispiranjem s 0,1% (v/v) otopinom TFA u vodi
(otopina A). 500 pL svake podfrakcije razrijedeno je otopinom A do 1 mL i stavljeno na RP-
C4 kolonu uz protok od 1 mL/min. Vezane sastavnice eluirale su se otopinom B (90%
acetonitril u otopini A) uz isti protok koristec¢i sljedece linearne gradijente: 0 — 20% u 5 min;
20 —45% u 15 min; 45 — 60% u 5 min; 60 — 100% u 5 min. Proteini i peptidi zabiljezeni su
pracenjem apsorbance na 215 nm. Frakcije su ru¢no prikupljane i suSene u vakuumskom

koncentratoru. Razdioba je izvrSena na sobnoj temperaturi pri 24 £ 0,1 °C.
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Slika 11. Uredaj za RP HPLC koristen u ovom istrazivanju. Izvorna fotografija.
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3.6.2. Izracun koriStenih koncentracija izoliranih sastavnica otrova poskoka

U cilju utvrdivanja o dozi ovisnih mozebitnih kardiotoksi¢nih ucinaka pojedinih
sastavnica otrova poskoka na modelu izoliranog Stakorskog srca, svaka izolirana frakcija i
podfrakcija priredena je u tri razli¢ite koncentracije i to na sljede¢i na¢in. U radu LukSica i
sur. opisan je o dozi; koristenjem tri razli¢ite doze (3, 9 1 15 mg/mL), ovisan kardiotoksi¢ni
ucinak cjelokupnog standardiziranog otrova poskoka (3,127). Otapanjem suhog otrova u 1 mL
modificirane Krebs-Henseleitovoj otopine, otopina otrova injicirala se u srcani perfuzat
tijekom deset minuta kao 1% od ukupnog koronarnog protoka, stoga je svako pojedino srce

tijekom pokusa bilo izloZzeno kona¢nim koncentracijama od 30, 90 1 150 pg/mL (3,127).

Iz kromatograma izradenog u ovom istrazivanju (vidjeti poglavlje Rezultati) vidljivo je
kako svaka pojedina izolirana frakcija (A, B, C i D) ¢ini udio od 25% od ukupnog otrova
poskoka, te su u ovom istrazivanju koristene doze od 0,75, 2,25 i 3,75 mg/mL za svaku
izoliranu frakciju, stoga je svako ispitivano srce naposljetku bilo izlozeno konacnim
koncentracijama od 7,5, 22,5 i 37,5 ug/mL svake izolirane frakcije otrova. Takoder, iz
kromatograma izradenog u ovom istrazivanju razvidno je kako podfrakcija C1 €ini 30% od
ukupne frakcije C, podfrakcija C2 16%, podfrakcija C3 21%, a podfrakcija C4 33% od
cjelokupne frakcije C otrova poskoka (vidjeti poglavlje Rezultati). Temeljem navedenog
izraCunate su doze za svaku podfrakciju C1-4. Jasan prikaz konac¢nih koncentracija

podfrakcija kojima je bilo izlozeno svako izolirano Stakorsko srce naveden je u Tablici 17.

Tablica 17. Pregledni prikaz kona¢nih koncentracija podfrakcija otrova poskoka.

Koncentracija (pg/mL)

Podfrakcija
Najniza Srednja Najvisa
Cl1 2,3 6,8 11,3
C2 1,2 3,6 6,0
C3 1,6 4,7 7,9
C4 2,5 7,4 12,4
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3.6.3. Elektroforeza izoliranih sastavnica otrova poskoka

U cilju istrazivanja molekularne mase proteinskih sastavnica otrova poskoka izolirane
frakcije 1 podfrakcije analizirane su gel elektroforezom u prisutnosti natrij-dodecil sulfata —
SDS-PAGE na 12,5% (w/v) poliakrilamidnom gelu u redukcijskim i neredukcijskim uvjetima
(128).

Gel za elektroforezu napravljen je na sljede¢i nacin (ukupan volumen otopine 10 mL):
3,175 mL 4% akrilamida, 2,5 mL 1,5 M TRIS/HCI, pH 8,8, 100 pL 10% natrij-dodecil
sulfata, 7,5 uL TEMED, 50 uL. APS, te 4,1675 mL destilirane vode, a pufer takoder kako
slijedi (ukupan volumen otopine 1 L): 30,3 g TRIS, 144 g glicina, 10 g SDS, te destilirana

vode koliko je potrebno do kona¢nog volumena.

SDS-PAGE analiza izvrSena je na uredaju BioRad s jakos¢u struje od 20 mA pri sobnoj
temperaturi 24 + 0,1 °C tijekom 45 min. Potom je gel tijekom 30 min fiksiran u otopini koja
se sastojala od 100 mL 30% etanola i 100 mL 10% octene kiseline, a zatim je tijekom 10 min
ispiran destiliranom vodom. Tada je gel tijekom narednih 30 min stavljen u otopinu koja je
sadrzavala 100 mL destilirane vode sa 500 uL. DTT, a potom je isti tijekom 60 min stavljen u
otopinu koja se sastojala od 100 mL destilirane vode 1 100 mg srebrovog nitrata. Razvijanje
gela izvrSeno je u otopini koja je sadrzavala 3% Na,COs i 0,05% formaldehid, a reakcija je
prekinuta sa 5 g limunske kiseline u trenutku kada su linije postale dovoljno jasno vidljive.
Koristeni proteinski standardi za odredivanje priblizne molekularne mase izoliranih sastavnica
nabavljeni su od tvrtke Fermentas. Proteini su obojani srebrovim nitratom prema uputi

proizvodaca (128).

3.6.4. Amoditin L iz cjelokupnog otrova poskoka

Amoditin L dobiven je kao ve¢ izolirana tvar iz cjelokupnog standardiziranog otrova
poskoka 1 koriSten je u koncentraciji od 100 pg/mL (90,129,130). S obzirom na prikazani
model izoliranog Stakorskog srca svako srce je tijekom pokusa bilo izloZzeno kona¢noj

koncentraciji amoditina L u iznosu od 1,0 pg/mL.
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3.6.5. Model izoliranog Stakorskog srca

Citav sustav na kojem su radena mjerenja na Langendroffovom modelu izoliranog

Stakorskog srca prikazan je na Slici 12.

Slika 12. Sustav za mjerenje na Langendorffovom modelu srca (3).
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Pokusne Zivotinje su nakon intraperitonealne primjene uretana (1,2 g/kg) i 1000 U
heparina postale neosjetljive na bolni podrazaj, stoga je zapocet postupak izolacije
(ekstripacije) srca. Kanulirala se aorta distalno od aortalnih zalistaka i odmah je zapoceta
retrogradna perfuzija. Gornja i donja Suplja vena podvezale su se, te potom distalno od

podveza i presjekle, a srce se oslobodilo i izvadilo iz tijela Stakora.

Sva Stakorska srca tijekom ovog pokusa bila su perfundirana modificiranom Krebs-
Henseleitovom otopinom pri stalnom perfuzijskom tlaku od 50 mmHg koji je bio mjeren na
razini aortne kanule. Sastav perfuzat naveden je kako slijedi: 120 mM/L NaCl, 23 mM/L
NaHCOs, 2 mM/L natrijevog piruvata, 1,2 mM/L KH,PO4, 5,9 mM/L KCl, 1,2 mM/L
MgSO,, 1,4 mM/L CaCl,, 11,5 mM/L glukoze, 16 mM/L manitola te 5 IU/L inzulina. Prije
utoka u srce perfuzat je bio filtriran na disk filterima s porama veli¢ine 5 um. Temperatura
perfuzata i kupelji u koju je srce bilo uranjano tijekom pokusa bila je 37 + 0,2 °C, a odrzavala
se termostatom i zagrijanom cirkulirajuéom vodom. U perfuzat se neprekidno dovodila
smjesa plinova 96% O; i 4% CO,. Parcijalni tlak kisika u otopini iznosio je 580-610 mmHg, a
pH otopine bio je 7,35-7,45.

Tlakovi u lijevoj klijetci mjerili su se izovolumetrijskim pretvaratem spojenim na lateks
balon ispunjen tekué¢inom koji je kroz otvor na lijevoj pretklijetci, te kroz mitralni zalistak bio
uvucen u lijevu klijetku i tu pri¢vr§éen. Volumen balona namjestao se tako da dijastolicki tlak
lijeve klijetke tijekom pocetnog razdoblja bude 0 mmHg (3,131). Temeljem izmjerenog
sistolickog 1 dijastolickog tlaka lijeve klijetke izraCunata je vrijednost pulsnog tlaka koja je
predstavljala razliku izmedu navedenih tlakova (mmHg). Tlak otopljenog O, i pH perfuzijske
otopine mjerio se u odredenim vremenskim toCkama na acidobaznom uredaju. U ovom
istrazivanju mjereni su sljedeci tlakovi u lijevoj klijetci (engl. left ventricular pressure; LVP)
izrazeni u mmHg; sistolicki (engl. systolic left ventricular pressure; sLVP), razvijeni tlak
lijeve klijetke (engl. developed left ventricular pressure; devLVP), te dijatolicki tlak lijeve
klijetke (engl. diastolic left ventricular pressure; dLVP).

Elektrokardiografska aktivnost pretklijetki 1 klijetki, prikazana na Slici 13., pratila se
putem dva para bipolarnih srebrnih elektroda obloZenih teflonom, promjera 125 pm, koje su
se subepikardijalno postavile na desnu pretklijetku i desnu klijetku. Iz elektrokardiografskog
zapisa odredivali su se srcani ritam 1 frekvencija, vrsta aritmije, te atrijsko-ventrikularno (AV)
vrijeme provodenja (ms). Elektronski pojacani signali iz elektroda biljezili su se i1 usporedno

prikazivali na osciloskopu i zaslonu racunala. Ritam 1 frekvencija pretklijetki odredivala se
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mjerenjem vremenskog razdoblja izmedu otkucaja pretklijetki zabiljezenih kao otkucaj/min.
AV vrijeme provodenja (ms) predstavljao je vrijeme izmedu biljezenja signala desne
pretklijetke i desne klijetke. U cilju analiziranja sr¢anog ritma biljezene su sljedece fizioloske
1/ili patoloske promjene ritma (broj, %): sinus ritam, AV blok, ventrikularna tahikardija i

fibrilacija, te sr€ani arest (asistolija).

Slika 13. Primjer elektrokardiografske aktivnosti srca na koriStenom modelu srca. Izvorna

fotografija.

Sinus ritam definiran je kao pravilna ritmi¢na aktivnost srca. AV blok oznacavao je
djelomic¢no ili potpuno razdvajanje elektrokardiografske aktivnosti pretklijetki i klijetki.
Ventrikularna tahikardija definirala se kao prisutnost cetiri i/ili viSe uniformnih 1/ili
multiformnih signala iz klijetki s frekvencijom veéom od frekvencije pretklijetki
(otkucaj/min). Prisutnost kaoti¢ne elektricne aktivnosti klijetki uz odsutnost mjerljive
kontraktilne aktivnosti lijeve klijetke smatrala se ventrikularnom fibrilacijom. Sr€ani arest
(asistolija) bio je definiran kao odsutnost mjerljive elektricne 1 mehanicke aktivnosti

pretklijetki 1 klijetki (3,131).
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Koronarni protok (engl. coronary flow; CF) — mL/min, mjerio se ultrazvu¢nim
mjeracem smjeStenim u liniji koronarnog utoka (Slika 14.). Perfuzijski tlak otopine (mmHg)

stalno se, radi provjere, mjerio pretvaracem u razini srca.
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Slika 14. Model izoliranog Stakorskog srca (3).

Prikupljanje perfuzata iz koronarnog sinusa vrSilo se cjev€icom uvedenom u desnu
klijetku kroz usc¢e pluéne arterije, a uz ve¢ podvezanu gornju i donju Suplju venu (3,131). U
prikupljanim uzorcima odljeva sréanog perfuzata, radi utvrdivanja biokemijskih pokazatelja
mozebitnog sréanog ostecenja ili pracenja srcane funkcije, mjereni su sljede¢i pokazatelji;
kreatin kinaza — CK (IU/L), laktat dehidrogenaza — LDH (IU/L), aspartat aminotransferaza —
AST (IU/L) 1 troponin I (ug/L). Uzorci odljeva iz sr¢anog perfuzata prikupljani su u trecoj
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minuti od pocetka davanja mozebitno toksicne tvari. Za odredivanje enzima CK, LDH i AST
u navedenim uzorcima koristio se dijagnosticki test tvrtke Olympus (Cork, Irska) na uredaju
Olympus AU 2700. Za odredivanje vrijednosti troponina I u uzorcima odljeva iz srca koristio
se dijagnosticki test tvrtke Dade Behring (Be€, Austrija) na uredaju Dimension Xpand Plus

Siemens.

Elektrokardiografska aktivnost, koronarni protok, te kontraktilni pokazatelji pomocu
analogno — digitalnog pretvaraca, prikazivali su se na zaslonu 1 biljezili u raCunalu za kasniju

detaljniju rasclambu (Slika 15.).

ory [ Meswang! Bnsbais  Hobebo

Slika 15. Prikaz mjerenih pokazatelji na zaslonu racunala. Izvorna fotografija.

U prvom dijelu istrazivanja ispitivan je ucinak svake izolirane frakcije (A, B i C) na

modelu izoliranog srca Stakora u tri razli¢ite koncentracije kako je i ranije navedeno. Nakon
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Sto je ispitan ucinak svih izoliranih frakcija, a kako se ucinak Citave frakcije C pokazao kao
sastavnica koja ima najizrazeniji kardiotoksi¢ni u¢inak (vidjeti poglavlje Rezultati), u drugom
dijelu istrazivanja ispitivan je ucinak svake od izoliranih podfrakcija C1-4 takoder u tri
razli¢ite koncentracije. Takoder, u drugom dijelu istrazivanja ispitivan je 1 u¢inak amoditina L

u jednoj koncentraciji kako je ranije navedeno.

Frakcija D zbog svoje male molekularne mase (< 0,5 kDa) bila je nestabilna za Cuvanje
u puferu, te nije koriStena u ovom istrazivanju. Takoder, unutar frakcije D ve¢ je ranije
izolirana samo jedna sastavnica; kratki peptid nazvan pEKW (engl. pyroglutamic acid-Lysine-
Tryptophan; pyroGlu-Lys-Trp) za kojeg je poznato kako je reverzibilni inhibitor

metaloproteinaza (23).

3.6.6. Protokol primjene izoliranih sastavnica otrova poskoka

Kontrolna skupina izoliranih srca (N = 10) nije bila izloZena niti jednoj ispitivanoj tvari,

a pokazatelji sr¢ane funkcije promatrani su tijekom sedamdeset minuta (Slika 16.).

Razdoblje prilagodbe = ® Razdoblje izloZenosti otrovu M Razdoblje nakon izloZenosti

Kontrolna

Skupine izoliranih $takorskih srca

0 10 20 30 40 50 60 70
Vrijeme (min)

Slika 16. Protokol primjene izoliranih sastavnica na modelu izoliranog srca.
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U skupinama srca koja su bila izlozena sastavnicama otrova (skupina ispitivanih srca),
tijekom 30 minuta mjereni su pocetni pokazatelji sr€ane funkcije (razdoblje prilagodbe), a
potom su primijenjene izolirane sastavnice otrova; frakcije, podfrakcije i amoditin L, u
planiranim koncentracijama, tijekom deset minuta (razdoblje izlozenosti otrovu). Nakon
razdoblja izlozenosti slijedilo je razdoblje promatranja (razdoblje nakon izloZenosti) koje je
trajalo ukupno trideset minuta i u kojem srca nisu bila izloZena niti jednoj sastavnici otrova,

ve¢ su bila perfundirana modificiranom Krebs-Henseleitovom otopinom.

Svi pokazatelji sr¢ane funkcije mjereni su u poc¢etku davanja pojedine sastavnice, §to je
u ovom istrazivanju oznaceno kao nulta minuta (0 min) u razdoblju izloZenosti, a predstavlja i
tridesetu minutu ukupnog trajanja pokusa. Potom su isti sr¢ani pokazatelji mjereni i u trecoj
minuti (3. min) izlozenosti otrovu, §to je predstavljalo Cetrdeset i tre¢u minutu od pocetka
pokusa. Naposljetku su navedeni sr¢ani pokazatelji mjereni i u trinaestoj minuti (13. min) od
pocetka davanja otrova, $to je ujedno predstavljalo treCu minutu nakon prestanka davanja
otrova, odnosno tre¢u minutu u razdoblju nakon izloZenosti ispitivanim sastavnicama (Slika

16.).

3.7. Statisticka ras¢lamba podataka

Kategorijske varijable (sr€ani ritam, aritmije) iskazane su kao broj i postotak (N, %).
Kvantitativne varijable (srcana frekvencija — broj otkucaja/min; koronarni protok — mL/min;
sistolicki 1 dijastoliCki, te razvijeni tlak lijeve klijetke — mmHg; CK, LDH, te AST — IU/L, i
troponin I — pg/L) prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SV * SD).
D'Agostino-Pearsonov i Kolmogorov-Smirnov test koriSteni su za provjeru raspodjele
kvantitativnih podataka. Imajué¢i u vidu relativno mali uzorak, ali i simetri¢nu raspodjelu
podataka, u ovom istraZivanju koristili smo parametrijske testove te neparametrijske inacice

za nezavisne uzorke u prikladnim testiranjima.

Za izradun statisticke znaGajnosti uGestalosti mjerenih aritmija koridten je y’-test za
nezavisne uzorke. Dvosmjerna analiza varijance (engl. two-way ANOVA) i Kruskal-Wallisov
test koriSteni su za usporedbu kvantitativnih varijabli. Od post-hoc testova koriSteni su
Bonferoni i Tukeyev test. Podatci su biljezeni u programu Microsoft Office Excel 2007

(Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD), a za izracun statisticke znacajnosti
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koristeni su programi SPSS Statistics (verzija 14.0, SPSS INC., Chicago, Illinois, SAD), te
GraphPad Prism (verzija 6.00 za Windows, GrafPad Software, San Diego, California, SAD).
Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki. Razina statisticke znacajnosti navedena je kao P <

0,01.
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4. REZULTATI
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4.1. Kolonska gelska kromatografija

Kolonskom gelskom kromatografijom cjelokupnog otrova poskoka dobivene su Cetiri
razli¢ite frakcije; u ovom istrazivanju nazvane frakcije A, B, C i D, koje su razdvojene

temeljem veliCine sastavnica u pojedinoj frakciji (Slika 17.).

Apsorbanca (A,g,)
[\

45 65 85 105 125 145 165
Vrijeme (min)

Slika 17. Kolonska gelska kromatografija cjelokupnog otrova poskoka.

Tijekom eluiranja otopine ¢itavog otrova poskoka prva je izolirana frakcija A, a potom
su slijedile frakcije B, C i D. Svaka od navedenih frakcija ¢inila je priblizno 25% od ukupnog,
¢itavog otrova poskoka (Slika 17.).

Takoder, cjelokupna frakcija C kolonskom gelskom kromatografijom raspodijelila se na
cetiri podfrakcije; u ovom istrazivanju nazvane podfrakcije C1, C2, C3 i C4 (Slika 18.). 1z

kromatograma je vidljivo da je prvo eluirana podfrakcija C1, a potom su redom slijedile
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podfrakcije C2-4. Podfrakcija C1 ¢ini 30% od ukupne frakcije C, podfrakcija C2 16%,
podfrakcija C3 21%, a podfrakcija C4 33% od ukupne frakcije C (Slika 18.).

5 - B
45 - h
4_
3,5 - D
C
7 A I\ ~ J

Cl C2 C4

Apsorbanca (A,g,)
(91 o \'L[\J)l W (W)

0,5 - ‘
0 T T T T T T

35 45 55 65 75 85 95 105 115 125
Vrijeme (min)

Slika 18. Kolonska gelska kromatografija frakcija A-E te prikaz podfrakcija C1-4.

Na modelu izoliranog Stakorskog srca ispitivani su ucinci frakcija A-C, kao 1 ucinci
podfrakcija C1-4 primijenjeni u tri razli¢ite koncentracije (vidjeti poglavlje Kardiotoksicni
ucinci frakcija otrova poskoka, te Kardiotoksicni ucinci podfrakcija otrova poskoka i

amoditina L).
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4.2. Elektroforetski prikaz frakcija otrova poskoka

Nakon $to su izolirane cetiri glavne sastavnice (frakcije A-D) iz ukupnog otrova
poskoka, veli¢ina svake pojedine ispitivana je na SDS-PAGE elektoroforezi izvedenoj

postupkom redukcije i neredukcije (Slika 19a. 1 19b.).
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Slika 19a. Slika 19b.

Slika 19. SDS-PAGE elektroforeza frakcija (A-D) otrova poskoka; Slika 19a.) postupak
redukcije, Slika 19b.) postupak neredukcije.

Unutar frakcije A zabiljeZene su sastavnice otrova priblizne molekularne mase oko 60-
100 kDa, koje su bile najbrojnije (Slika 19a. i 19b.). Vecina sastavnica frakcije B imala je
pribliznu molekularnu masu izmedu 30-40 kDa. Prilikom izvodenja postupka redukcije
pojedine sastavnice (proteini) frakcije C 1 D nisu bile vidljive jer su manje od 10 kDa (Slika
19b.), no nakon postupka neredukcije zabiljeZene su sastavnice frakcije C ¢ija je molekularna
masa iznosila priblizno 14-15 kDa, jednako kao i sastavnice frakcije D koja je takoder
sadrzavala proteine priblizno takve molekularne mase (oko 14 kDa), no u manjoj koli¢ini

(Slika 19a.1 19b.).
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4.3. RP HPLC

Podfrakcije C1-4 koriste¢i postupak RP HPLC razdijeljene su na pojedine sastavnice na

temelju razlika u hidrofobnosti (Slika 20.).
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Slika 20. Podfrakcije C1-4 razdijeljene RP HPLC postupkom.

U prvih deset minuta kromatografije eluirali su se peptidi, gdje smo N-terminalnim
sekvencioniranjem i maseno-spektrometrijskom analizom odredili natriuretine peptide 1
tripeptidni inhibitor metaloproteinaza (Slika 20.). Vrhovi, koji su se eluirali od dvanaeste
minute 1 dalje, sadrzavaju uglavnom razli¢ite PLA,, amoditoksine i amoditine, te sekretorne

proteine bogate s cisteinima (25).
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4.4. Elektroforetski prikaz podfrakcija otrova poskoka

SDS-PAGE elektroforezom izvedenom postupkom neredukcije zabiljeZene su sljedece

veli¢ine proteina (Slika 21.).

C3 UKkupni otrov poskoka Standard (kl\l/[):\)
55
43
34
— 26
17
10

Slika 21. SDS-PAGE elektroforeza podfrakcija (C1-4) i ¢itavog otrova poskoka izvedena

postupkom neredukcije.

Cjelokupni otrov poskoka sadrzavao je najveci dio proteina pribliZzne molekularne mase
u rasponu od 26-80 kDa (Slika 21.). Unutar podfrakcije C1 i C2 zabiljeZeni su oligomerni
proteini priblizne molekularne mase oko 26 kDa. Takvi proteini zabiljeZeni su 1 unutar
podfrakcija C3 i C4, ali u mnogo manjoj koli€ini. Proteini priblizne molekularne mase oko 17

kDa bili su prisutni unutar podfrakcija C2-C4 (Slika 21.).
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4.5. Kardiotoksi¢ni ucinci frakcija otrova poskoka

4.5.1. Elektrofizioloski pokazatelji

Sinus ritam bio je vodec¢i ritam u svih srca u razdoblju prilagodbe tijekom pokusa, te
nije bilo statisticki znacajne razlike u vrijednostima sréane frekvencije u pocetku mjerenja
(Tablica 18.). Promjene sréane frekvencije tijekom izloZenosti izoliranim frakcijama A, B1 C
otrova poskoka (vidjeti detaljnije Sliku 17.) u tri razli¢ite koncentracije prikazane su u Tablici

18., a za frakciju B i C takoder i graficki na Slici 22. i Slici 23.

Frakcija C uzrokovala je najznacajniju promjenu broja srcanih otkucaja na modelu
izoliranog Stakorskog srca (Tablica 18. i Slika 22.). Srca izloZena kona¢nim koncentracijama
od 7,5 pg/mL frakcije C doZivjela su statisticki znacajan pad srcane frekvencije u trecoj i
trinaestoj minuti od pocetka primjene navedene sastavnice u odnosu na pocetne vrijednosti
frekvencije (255,0 £ 3,6 1 221,5 £ 4,2 prema 292,0 + 2,2 otkucaj/min, P < 0,01). Osobito je
znacajan pad broj otkucaja u trinaestoj naspram tre¢e minute (221,5 + 4,2 prema 255,0 £ 3,6
otkucaj/min, P < 0,01; Tablica 18. i Slika 22.), Sto su rezultati mjerenja zabiljezeni tri minute

nakon zavrSetka izlozenosti frakciji C.

> O PIO O P13 O P B e e v oG rossrrnnns Oresssesssssssssss Precsessssnncncas 0

Frekvencija (otkucaj/min)

1.50+4 --e- Kontrola
1e —— C7,5ug/mL
100+ —e— C 22,5 pg/mL
. =%+« C 37,5 ug/mL
50-
() p—tbimapninngssiys —p L — ¥

0 5 10 15 20 25 30
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Slika 22. Promjene vrijednosti sr¢ane frekvencije tijekom izloZenosti frakciji C.
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Tijekom ovih mjerenja sinus ritam bio je vode€i, te promjene vrste ritma nisu
zabiljezene. Sr¢ana frekvencija koja je bila niza tijekom razdoblja izlozenosti frakceiji C ostala
je takoder niska i nakon ovog razdoblja, te se nije oporavila do kraja pokusa (Slika 22.).
Nakon primjene frakcije C u kona¢nim koncentracijama od 22,5 i 37,5 ng/mL, zastoj rada
srca zabiljezen je u svih izloZenih srca 1 to nakon priblizno dvije minute od pocetka dovodenja
ove sastavnice (Slika 22.), §to je potvrdeno statistickom znacajnoséu (P < 0,01; Tablica 18.).
U svim navedenim slucajevima sréanog zastoja (N = 20), ventrikularna tahikardija (N = 20) i

fibrilacija (N = 20) prethodile su asistoliji (Slika 24.).

i Ventrikularna tahikardija ~ ® Ventrikularna fibrilacija ~ H Asistolija
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(ukupan broj slucajeva)
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Koncentracija (pug/mL)

Slika 24. Ucestalost svih zabiljeZenih aritmija u skupini srca izloZenih frakcijama B1 C u

koncentracijama od 22,5 1 37,5 pg/mL.

Frakcija B u konacnoj koncentraciji od 7,5 pg/mL uzrokovala je klini¢ki neznacajne
promjene sr¢ane frekvencije (Tablica 18. i Slika 23.). Koncentracija pak od 22,5 ug/mL
frakcije B uzrokovala je statisticki znacajno 1 reverzibilno snizenje broja sr¢anih otkucaja (P <

0,01; Tablica 18. i Slika 23.), no aritmije nisu zabiljeZene.
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Tablica 18. Mjereni pokazatelji sr€ane funkcije na modelu izoliranog Stakorskog srca tijekom

ispitivanja ucinaka izoliranih frakcija A, B1 C.

Frakcija

Vrijeme

Sréani pokazatelji (SV = SD)

(ug/mL) (min) HR* _ CF*_ sLVP? devLVP* dLVP'
(otkucaj/min) (mL/min) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Kontrola 289.6 + 1,6 11,1 £0,1 116,0 2,3 116,0 £2.,3 0
A (7,5)
0 289.8 + 1,5 11,1 £0,1 116,5+2,5 116,5 2,5 0
3 2883+ 1,5 11,1£0,1 1158+ 1,7 1158+ 1,7 0
13 286,3+ 1,5 11,1£0,1 116,0+2.2 116,0+2.2 0
A (22,5)
0 2958 +2,5 11,2402 116,8 +2.8 1168 +2.8 0
3 291,8 +2,9 11,2402 1153+ 13 1153+ 1,3 0
13 289,5+ 2,6 11,2+0,1 114,8+ 1,7 114,8 £ 1,7 0
A (37.,5)
0 2928+ 1,7 11,1 £0,2 117,8 £ 1,7 117,8 £ 1,7 0
3 291,5+ 1,3 11,1 £0,3 1153+ 1,3 1153+ 1,3 0
13 288,0+ 2,2 11,1 £0,2 1145+ 13 1145+ 1,3 0
Kontrola 293.1+2,5 11,1 0,1 116,0 £ 1,8 116,0 £ 1,8 0
B (7,5)
0 2933+ 3,0 11,1 0,2 116,5+ 1,3 116,5+ 1,3 0
3 290,8 +2,1 11,2+0,2 116,3+ 1,3 116,3 £ 1,3 0
13 287,5+2,1 11,0£0,1 1145+ 13 1145+ 1,3 0
B (22,5)
0 293,8+3,9 11,0£0,3 117,0+2,2 117,0+2.2 0
3 2758 + 4,6 9.4+1,1 1153 +2,1 114,0+2.2 1,3£0,5
13 250,3 +4,3" 8,1+02" 97,0 £ 2,27 955+2,1" ,5£0,6
B (37,5)
0 2933 +3,9 11,2+0,2 116,8 £ 1,0 116,8 £ 1,0 0
3 2350+6,7"  9,1+1,0" 132,8 £2,2° 92,5+1,31 40,3+ 1,0
13 1,0 £ 0,0 4,6 +0,3" 1295+ 1,7 92,8+1,00  36,8+1,0"
Kontrola 2922424 11,1 £0,1 1159+1.2 1159+1.2 0
C (7,5
0 292,0+2,2 11,1£03 1158+ 1,0 1158+ 1,0 0
3 255,0 +3,6" 9,9+0,7 96,8 + 1,0 94,0 £0,8" 2,8+05
13 221,5+ 42" 8,6+0,7" 97,0 + 1,6' 94,3 +1,3" 2,840,5
C (22.,5)
0 2933+32 11,1 0,2 1155+ 1,3 1155+ 1,3 0
3 1,0 £ 0,0 4,5+0,7" 47,8+ 1,5 1,3+0,5" 46,5+ 1,3"
13 1,0 £ 0,0" 3,8+02" 47,0+ 1,87 1,5+ 0,6 45,5+ 13"
C (37,3)
0 292,5+4,2 11,1+0,1 1175+ 1,3 1175+ 1,3 0
3 1,0 £ 0,0 4,5+0,3" 52,0+ 1,6 1,340,5" 50,8 + 1,37
13 1,0 £ 0,0" 3,7+0,5" 52,3+ 1,07 1,0 £ 0,07 51,3+ 1,0

"HR — sréana frekvencija (engl. heart rate); 'CF — koronarni protok (engl. coronary flow); *sLVP — sistoli¢ki tlak

u lijevoj klijetci (engl. systolic left ventricular pressure); ‘devLVP — razvijeni tlak u lijevoj klijetci (engl.

developed left ventricular pressure); 'dLVP — dijastoli¢ki tlak u lijevoj klijetci (engl. diastolic left ventricular

pressure); p < 0,01 prema kontroli.
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Suprotno navedenom, koncentracija od 37,5 pg/mL frakcije B uzrokovala je znacajni
pad broja otkucaja u tre¢oj minuti od pocetka izloZenosti ovoj frakciji, a potom je tijekom
dvanaeste minute nastupio srcani zastoj (235,0 £ 6,7 prema 1,0 £+ 0,0 otkucaj/min, P < 0,01;
Tablica 18. i Slika 23.). Nakon prestanka izlozenosti navedenoj koncentraciji, niti jedno srce

nije se oporavilo, stoga je arest bio ireverzibilan (Slika 23.).

Frekvencija (otkucaj/min)

v
\
1504 ' -0+ Kontrola
| 3 —— B 7.5 ug/mL
1004 % —e— B22.5 pg/mL
4 % =%+ B37.5 pg/mL
50+ \
X
b \
0 — Y= r———f Y -+ Y -

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Vrijeme (min)

Slika 23. Promjene vrijednosti sr¢ane frekvencije tijekom izloZenosti frakciji B.

U navedenim slucajevima, prije prestanka sr€anog rada, sinus ritam promijenio se u
ventrikularnu tahikardiju (N = 7), a potom 1 u ventrikularnu fibrilaciju (N = 8) koja je u
konacnici presla u asistoliju zabiljeZzenu u svim slucajevima (N = 10). Pregledni prikaz svih

zabiljeZenih aritmija prikazan je na Slici 24.

Sinus ritam bio je takoder vodeci ritam u srcima nakon razdoblja izloZenosti frakciji A.
Tijekom ispitivanja frakcije A u svim koncentracijama nije zabiljeZena statisticki 1 klinicki
znaCajna promjena vrijednosti srcane frekvencije (Tablica 18.). Takoder, frakcija A nije

uzrokovala aritmije u niti jednom izvedenom pokusu.
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Sve zabiljezene aritmije statistiCki su bile znacajno ucestalije tijekom pokusa s
frakcijama B i C, u koncentracijama od 37,5 ug/mL u odnosu na iste u dozi od 22,5 pg/mL
(Slika 24. i Slika 25.). Od ukupno 85 svih slucajeva zabiljezenih aritmija, frakcija C
uzrokovala je 71%, a frakcija B 29% istih (P < 0,01). U ovom dijelu istraZivanja nije
zabiljeZena pojava AV blokova (Slika 24). Ukupan broj svih zabiljezenih aritmija nastalih

tijekom ispitivanja razlicitih koncentracija frakcija B i C prikazan je na Slici 25.

Slika 25. Prikaz ucestalosti svih aritmija zabiljezenih tijekom ispitivanja razlicitih

koncentracija izoliranih frakcija B i C.

Ucestalost ventrikularne tahikardije nastale tijekom ispitivanja razli¢itih koncentracija

izoliranih frakcija B 1 C prikazana je na Slici 26.
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Slika 26. Prikaz ucestalosti ventrikularne tahikardije nastale tijekom ispitivanja razlicitih

koncentracija izoliranih frakcija B i C.

Ucestalost ventrikularne fibrilacije nastale tijekom ispitivanja razli¢itih koncentracija

izoliranih frakcija B i C prikazana je na Slici 27.

Slika 27. Prikaz ucestalosti ventrikularne fibrilacije nastale tijekom ispitivanja razlicitih

koncentracija izoliranih frakcija B i C.
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Ucestalost asistolije nastale tijekom ispitivanja razliCitih koncentracija izoliranih

frakcija B 1 C prikazana je na Slici 28.

Slika 28. Prikaz ucestalosti asistolije nastale tijekom ispitivanja razlicitih koncentracija

izoliranih frakcija B i C.
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4.5.2. Kontraktilni pokazatelji

Promjene vrijednosti koronarnog protoka tijekom pokusa na izoliranim srcima
izlozenim frakcijama A, B 1 C otrova V. a. ammodytes (vidjeti detaljnije Sliku 17.)
primijenjene u tri razli¢ite koncentracije prikazane su u Tablici 18., a za frakciju B i C takoder
i graficki na Slici 29. i Slici 30. Tijekom pocetka mjerenja koronarni protok bio je priblizno

jednak u svih izoliranih srca (Tablica 18.).

Najznacajnije promjene koronarnog protoka zabiljezene su tijekom izlozenosti frakciji

C pri svim ispitivanim dozama (Tablica 18. i Slika 29.).

+o+  Kontrola

== (C7.5pg/mL
—a— (22,5 pg/mL
=%+ (C37.5 ng/mL

Koronarni protok (mL/min)

O ~ L] ” | . T * | T = T ) 1

0 5 10 15 20 25 30 40
Vrijeme (min)

O8]
wn

Slika 29. Promjene vrijednosti koronarnog protoka tijekom izlozenosti frakciji C.

Sva srca izloZena kona¢nim koncentracijama od 22,5 1 37,5 pg/mL frakcije C dozZivjela
su ireverzibilnu kontrakturu u priblizno drugoj minuti od pocetka izloZenosti navedenim
koncentracijama (Slika 29.). Spomenuto je rezultiralo prekidom koronarnog protoka S$to je

iskazano znaCajnim padom vrijednosti koronarnog protoka (P < 0,01; Tablica 18.). Nakon
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primjene najnize doze frakcije C; 7,5 pg/mL, koronarni protok takoder je znacajno pao (P <

0,01), te ostao nizak sve do kraja mjerenja (Slika 29.).

Tijekom izloZenosti kona¢noj koncentraciji od 7,5 pg/mL frakcija B u srcima nisu
zabiljezene klinicki znaCajne promjene koronarnog protoka (Slika 30.), no doza od 22,5
ug/mL frakcije B uzrokovala je znaCajan pad vrijednosti protoka u trinaestoj minuti (P <
0,01), sto je tri minute nakon prestanka dovodenja navedene stvari. Zanimljivo, od tog
trenutka pa sve do kraja promatranja koronarna cirkulacija polako se oporavljala (Slika 30.).
Pri najvisoj koristenoj dozi frakcije B; 37,5 ng/mL, koronarni protok znacajno je pao uslijed,
u dvanaestoj minuti nastalog, sréanog zastoja (Slika 30.). Naravno, pad protoka bio je

statistiCki znacajan (P < 0,01), te su sva izlozena srca trajno bila u kontrakturi (Slika 30.).

»+o+  Kontrola

—— B 7.5 pg/mL
—8— B 225 pg/mL
=%+ B37.5 png/mL

Koronarni protok (mL/min)

o

0 5 10 15 20 25 30 40
Vrijeme (min)

(%)
N

Slika 30. Promjene vrijednosti koronarnog protoka tijekom izlozenosti frakciji B.

Frakcija A pri ispitivanju svih koncentracija nije uzrokovala znaajnu promjenu

vrijednosti koronarnog protoka (Tablica 18.).
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Promjene vrijednosti razvijenog i dijastolickog tlaka lijeve klijetke tijekom izlozenosti
frakcijama otrova V. a. ammodytes (vidjeti detaljnije Sliku 17.) prikazane su u Tablici 18., te
graficki za frakciju C i B. Frakcija A nije iskazala nikakav uc¢inak na navedene tlakove u

lijevoj klijetci, dok je frakcija C uzrokovala najznacajnije promjene navedenih pokazatelja
(Tablica 18.).

Pri ispitivanju ucinaka najnize koncentracije; 7,5 pg/mL, frakcija C uzrokovala je
nezamjetno smanjenje vrijednosti razvijenog tlaka lijeve klijetke, no koncentracije od 22,5 i
37,5 pg/mL iskazale su izrazen pad ovih pokazatelja na nemjerljive vrijednosti ve¢ dvije

minute nakon primjene navedenih koncentracija (Slika 31.).

120

........... R T

100

-¢-  Kontrola

—— (7.5 pg/mL
=e= (22,5 pg/mL
==+« (C37.5 pg/mL

Razvijeni tlak lijeve klijetke (mmHg)

O' T r ? T 1 T * r 1 d 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Vrijeme (min)

Slika 31. Promjene vrijednosti razvijenog tlaka lijeve klijetke tijekom izlozenosti frakciji C.

U pokusima s kona¢nom koncentracijom od 37,5 ug/mL frakcije B smanjenje
razvijenog tlaka lijeve klijetke bilo je priblizno jednako kao i u istima pri ispitivanju
koncentracije od 7,5 png/mL frakcije C (Tablica 18. i Slika 32.). Zanimljivo, pri promatranju

ucinaka srednje doze frakcije B; 22,5 pg/mL, razvijeni tlak lijeve klijetke u pocetku mjerenja
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se smanjivao, te se potom priblizno oko desete minute vratio na pocetne vrijednosti (Slika
32.).

60+

»+o« Kontrola

40 —— B 7.5 pg/mL
—8— B 225 pg/mL
=%- B37.5 pg/mL

204

Razvijeni tlak lijeve klijetke (mmHg)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Vrijeme (min)

Slika 32. Promjene vrijednosti razvijenog tlaka lijeve klijetke tijekom izlozenosti frakciji B.

Promjene vrijednosti dijastolickog tlaka lijeve klijetke mijenjale su se suprotno od
razvijenog tlaka pri ispitivanju ucinaka frakcija B 1 C u rastu¢im koncentracijama (Tablica
18., Slika 33. i Slika 34.). Vrijednosti dijastolickog tlaka lijeve klijetke rasle su se s
ispitivanjem visih koncentracija frakcija B 1 C, uz mnogo izrazajniji u¢inak same frakcije C
(Tablica 18.). Znacajno smanjenje sistolickog 1 razvijenog tlaka lijeve klijetke u treCoj minuti
od pocetka ispitivanja ucinka pojedine tvari, te u tre¢oj minuti nakon prestanka djelovanja
mozebitne otrovne sastavnice bilo je povezano s poviSenjem dijastolickog tlaka lijeve klijetke
cak 1 pri ispitivanju najniZze koncentracije frakcije C; 7,5 pg/mL (P < 0,01; Slika 31. i Slika
33.). U pokusima na srcima u kojima su koriStene konacne koncentracije od 22,5 1 37,5
pg/mL frakcije C, razvijeni tlak lijeve klijetke bio je gotovo nemyjerljiv uslijed izrazenog
porasta 1 dijastolickog tlaka (Slika 31. i 33.), §to je zabiljeZeno statistiCkom znacajno$¢u u

usporedbi s pocetnim vrijednostima spomenutih pokazatelja (P < 0,01; Tablica 18.).
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Navedeno je u suglasnosti s ireverzibilnom kontrakturom sr¢anog misi¢a zabiljezenom

tijekom primjene frakcije C u navedenim koncentracijama.

Arrprier--F---cc" Pommmm=-- Fommmm———- H

e

++o+  Kontrola

—— (C7.5 pg/mL
—a— (22,5 pg/mL
=%« C37.5 pg/mL

Tlak lijeve klijetke u dijastoli (mmHg)

| | ] T L) T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Vrijeme (min)

Slika 33. Promjene vrijednosti dijastolickog tlaka lijeve klijetke tijekom izlozenosti frakeiji C.

Frakcija B uzrokovala je znacajne te ireverzibilne promjene vrijednosti sistolickog i
razvijenog tlaka lijeve klijetke, kao 1 zamjetno poviSenje razvijenog tlaka samo pri ispitivanju
ucinaka najviSe koncentracije; 37,5 pg/mL (P < 0,01), kada su sva srca trajno ostala u
ireverzibilnoj kontrakturi, te u konacnici doZivjela zastoj u priblizno dvanaestoj minuti od
pocetka primjene ove sastavnice (Slika 32. i 34.). Tijekom ispitivanja u€inaka frakcije B u
koncentraciji od 22,5 pg/mL, u treCoj minuti pokusa zabiljezen je nezamjetan porast
vrijednosti dijastoli¢kog tlaka lijeve klijetke koji je trajao do priblizno tri minute nakon
prestanka izloZenosti spomenutoj sastavnici (Tablica 18. i Slika 34.). Ovakvi ucinci bili su
praceni znaajnim smanjenjem vrijednostima sistolickog (97,0 £ 2,2 prema 117,0 £ 2,2
mmHg, P < 0,01) i razvijenog tlaka lijeve klijetke (95,5 £ 2,1 prema 117,0 £ 2,2 mmHg, P <
0,01; Tablica 18.) Svi navedeni ucinci bili su reverzibilni (Slika 32. i 34.).
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Slika 34. Promjene vrijednosti dijastolickog tlaka lijeve klijetke tijekom izlozenosti frakciji B.

Pri ispitivanju ucinaka svih izoliranih frakcija u najmanjoj dozi; 7,5 pg/mL, nisu

zabiljeZene promjene u vrijednostima mjerenih tlakova u lijevoj klijetci (Tablica 18.).
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4.5.3. Biokemijski pokazatelji

Pocetne vrijednosti biokemijskih pokazatelja sr¢ane funkcije i sr€ana oStecenja nastala
uslijed primjene izoliranih frakcija A, B i C prikazane su u Tablici 19. Frakcija C primijenjena
u svim koncentracijama uzrokovala je najistaknutija, statisticki znacajna sréana oStecenja Sto
je u sukladnosti s drugim mjerenim pokazateljima sréane funkcije (Tablica 18. i Tablica 19.).
Frakcija B u koncentracijama od 22,5 i 37,5 pg/mL uzrokovala je statisti¢ki znacajan porast
biokemijskih biljega sr¢anog oStecenja (Tablica 19.). Jednako kao i u drugim mjerenim
pokazateljima, frakcija A nije uzrokovala klini¢ki znac¢ajna sréana oStecenja (Tablica 18. 1

Tablica 19.).

Tablica 19. Biokemijski pokazatelji sr€ane funkcije i/ili oSte¢enja mjereni u tre¢oj minuti od

pocetka izlozenosti srca razli¢itim koncentracijama izoliranih frakcija A, B i C.

Biokemijski pokazatelji (SV = SD)

Koncentracija ,
Frakcija CK’ LDH' AST* Troponin I’

(ug/mL)

(IU/L) (IU/L) (TU/L) (ug/L)

Kontrola 2,13+ 0,69 0,27 +0,13 3,13+ 0,92 0,01 +0,01
A

7,5 2,34+0,70 0,78 0,11 4,18+ 1,16 0,03 + 0,01

22,5 2,41 40,81 0,92 + 0,30 7,32+0,98 0,07 + 0,02

37,5 2,50 + 0,89 0,98 + 0,43 11,60 + 1,75 0,12 +0,03
Kontrola 2,23 +0,40 0,53 +0,20 3,49 + 1,01 0,02 + 0,01
B

7,5 2,27 £0,41 426+1,70"  6425+2,28" 1,22 £0,02

22,5 1517+ 1,13 17,91+£0,69" 17534+3,28" 4,01 +0,03"

37,5 61,23 +1,75" 92,73 +1,28" 321,43+£6,26" 4,24+0,03"
Kontrola 2,37 +0,73 0,49 0,17 3,57 0,70 0,03 + 0,01
C

7.5 1922+197"  12,69+121" 289,62+4,96" 4,78 £0,05

22,5 6537 +2,017  164,32+1,33" 37381+531" 6,23+0,07

37,5 71,49+1,99" 181,89+ 1,71" 378,62+5,79" 7,95 +0,08'

"CK — kreatin kinaza; 'LDH — laktat dehidrogenaza; *AST — aspartat aminotransferaza; “Troponin I — specifi¢an

sréani biljeg; TP < 0,01 prema kontroli.



4.6. Kardiotoksic¢ni ucinci podfrakcija otrova poskoka i amoditina L

Promjene mjerenih pokazatelja sr€ane funkcije tijekom izloZenosti

1zoliranim

podfrakcijama C1-4 otrova poskoka (vidjeti detaljnije Sliku 18.) u tri razli¢ite koncentracije,

te amoditina L u koncentraciji od 1 pg/mL prikazane su u Tablici 20. i 21.

Tablica 20. Mjereni pokazatelji sr€ane funkcije na modelu izoliranog Stakorskog srca tijekom

ispitivanja ucinaka izoliranih podfrakcija C1 1 C2.

Srcani pokazatelji (SV = SD)

Podfrakcija  Vrijeme TS CF T 5 u
(ug/mL) (min) - . sLVP devLVP dLVP
(otkucaj/min) (mL/min) (mmHg) (mmHg) (mmHg)

Kontrola 289,6 + 1,6 11,1 +£0,1 116,0 £2,3 116,0+2,3 0
C1(2,3)

0 2888+ 1,4 11,3+0,2 116,3+2,4 116,3+2,4 0

3 2875+ 14 11,2+0,1 1156+ 1,5 1156+ 1,5 0

13 2862+ 1,3 11,1 +0,1 115,1 £2,0 115,1 £2,0 0
Cl1 (6,8)

0 296,4 +2,1 11,2+0,2 116,6 2,6 116,6 +2,6 0

3 2932 +2,7 11,2+0,1 1151 +1,2 1151 +£1,2 0

13 289,3+2,5 11,1 +£0,1 1145+ 14 1145+ 14 0
C1(11,3)

0 291,2+3,9 11,2+0,2 1164+1,2 1164+1,2 0

3 1,0 £ 0,07 43+0,2" 60,4 + 1,4 1,2+04" 59,2 +1,21

13 1,0 £ 0,07 3,6+04" 62,3+ 1,07 1,0+ 0,0 532+1,11
Kontrola 293,1+£2,5 11,1 +£0,1 116,0 £ 1,8 116,0 + 1,8 0
C2(1,2)

0 291,2+2,7 11,2+0,2 1162 +1,2 1162+1,2 0

3 288,8+2.4 11,2+0,1 1158+ 1,3 1158+ 1,3 0

13 286,5+ 1,9 11,0+0,1 1153+1,2 1153+1,2 0
C2 (3,6)

0 289223 11,0+0,3 116,9 £2,3 116,9 +2.3 0

3 287,9+2,1 10,9+0,1 116,6 £ 2,1 116,6 2,1 0

13 286,5+2,3 10,9 +0,2 1153 +£2,0 115,3£2,0 0
C2 (6,0

0 292.1+3,7 11,1 +0,2 116,7+£1,2 116,7+1,2 0

3 2350+ 6,7 9,3+1,0 94,3+2,11 91,2 +1,2" 3,1+0,6

13 233,7+5,6' 8,0+0,1" 94,0 + 1,31 91,1 £1,1" 2,9+04

"HR — sréana frekvencija (engl. heart rate); 'CF — koronarni protok (engl. coronary flow); *sLVP — sistoli¢ki tlak
u lijevoj klijetci (engl. systolic left ventricular pressure); ‘devLVP — razvijeni tlak u lijevoj klijetci (engl.
developed left ventricular pressure); 'dLVP — dijastoli¢ki tlak u lijevoj klijetci (engl. diastolic left ventricular

pressure); p < 0,01 prema kontroli.
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Najznacajniju promjenu vrijednosti sréane frekvencija uzrokovala je podfrakcija C1
prilikom primjene najvise koncentracije; 11,3 pg/mL (Tablica 20.). Sva srca izlozena
navedenoj koncentraciji dozivjela su ireverzibilni sréani zastoj u tre¢oj minuti od pocetka
davanja toksicne sastavnice. Takoder, u svih izlozenih srca zabiljezena je pojava ventrikularne
tahikardije (N = 10) i fibrilacije (N = 10) koje su prethodile pojavi asistolije (N = 10).
Sukladno opisanom, zabiljezeno je znacajno smanjenje vrijednosti koronarnog protoka u
treCoj minuti (11,1 £ 0,1 prema 4,3 + 0,2 mL/min, P < 0,01), kao i smanjenje vrijednosti
razvijenog tlaka lijeve klijetke (116,0 = 2,3 prema 1,2 £ 0,4 mmHg, P < 0,01), te poviSenje
dijastolickog tlaka lijeve klijetke (59,2 £ 1,2 prema 0 mmHg, P < 0,01; Tablica 20.).
Podfrakcija C1 prilikom primjene srednje i najmanje doze nije uzrokovala bitnije promjene

mjerenih sréanih pokazatelja (Tablica 20.).

Podfrakcija C2 samo je pri testiranju najviSe koncentracije; 6,0 ug/mL, uzrokovala
statisticki znacajne promjene sréane funkcije, 1 to smanjene sréane frekvencije u trecoj i
trinaestoj minuti, kao 1 pad vrijednosti koronarnog protoka u odnosu na pocetne vrijednosti
(Tablica 20.). Navedeno je bilo praceno statisticki znacajnim smanjenjem vrijednosti
razvijenog tlaka lijeve klijetke i neznaCajnim povisenjem dijastolickog tlaka u lijevoj klijetci
(Tablica 20.). Tijekom svih pokusa s podfrakcijom C2 nisu zabiljezene promjene vrste

sréanog ritma.

Podfrakcije C3 i C4 koriStene u svim koncentracijama nisu uzrokovale znacajnije

promjene mjerenih pokazatelja sr¢ane funkcije (Tablica 21.).

Amoditin L uzrokovao je znac¢ajno smanjenje vrijednosti sr¢ane frekvencije u trecoj i
trinaestoj minuti u odnosu na pocetne vrijednosti (221,0 £4,31219,4 £ 5,1 prema 292,1 £ 3,7
otkucaj/min, P < 0,01), kao i vrijednosti koronarnog protoka u navedenim odnosima (8,1 +
0,217,7%0,1 prema 11,0 £ 0,1 mL/min, P <0,01; Tablica 21.). Takoder, u tre¢oj 1 trinaestoj
minuti zabiljezeno je znacajno smanjenje razvijenog tlaka lijeve klijetke praceno povisenjem
tlaka lijeve klijetke u dijastoli (Tablica 21.). Tijekom pokusa s amoditinom L zabiljeZena je
pojava AV bloka u svih izlozenih srca (N = 10) u tre¢oj minuti od pocetka primjene istog.
Prilikom izlaganja srca koncentraciji amoditina L od 1 pg/mL niti jedno srce nije dozivjelo

drugu vrstu aritmije, kao ni sr¢ani zastoj.
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Tablica 21. Mjereni pokazatelji sr€ane funkcije na modelu izoliranog Stakorskog srca tijekom

ispitivanja u¢inaka izoliranih podfrakcija C3 1 C4, te amoditina L (Atn-L).

Sréani pokazatelji (SV = SD)

Podfrakcija  Vrijeme IR o T 5 u
(ug/mL) (min) - ' sLVP devLVP dLVP
(otkucaj/min) (mL/min) (mmHg) (mmHg) (mmHg)

Kontrola 289.6 + 1,6 11,1 +0,1 116,0 £2,3 116,0 £2,3 0
C3(1,6)

0 286,8+ 1,5 11,2+0,1 116,3+1,9 116,3+1,9 0

3 2847+ 1,4 11,1+0,2 1158+ 14 1158+ 1,4 0

13 2832+ 14 11,1+0,1 1149+2,0 1149+2,0 0
C3 (4,7

0 2947422 11,1 +0,2 115,8 +2,7 1158 £2,7 0

3 292,.8+2,5 11,2+0,1 1153+13 1153+ 1,3 0

13 288,5+2,1 11,2+0,1 114,8+ 1,6 1148+ 1,6 0
C3(7,9)

0 291,7+ 1,7 11,3+0,2 116,6 + 1,6 116,6 + 1,6 0

3 290,5+ 1,6 11,3+0,2 1155+1,2 1155+ 1,2 0

13 289,7+2,3 11,1+0,1 1157+ 1,5 1157+1,5 0
Kontrola 293,1+2,5 11,1+0,1 1160+ 1,8 116,0+ 1,8 0
C4 (2,5)

0 2922+2.8 11,1 +0,1 115,7+1,2 1157+1,2 0

3 290,7 +2,4 11,2+0,1 1159+ 1,3 1159+1,3 0

13 288,6 £2,3 11,0+0,1 1148+ 1,3 114,84 1,3 0
C4 (7.4)

0 292,7+2.9 11,0£0,3 116,3+2,3 116,3+23 0

3 289,6 £2,3 10,9+ 1,1 116,6 2,1 116,6 +2,1 0

13 291,1+3,1 11,1+0,2 1156 +2,7 1156 +2.7 0
C4 (12,4)

0 293,1+2,6 11,2+0,2 1159 +2,0 1159 +2,0 0

3 287,5+2,7 11,0£0,1 1160+ 1,8 116,0+ 1,8 0

13 291,0+2,1 11,1+0,2 1158 +2.2 1158+2.2 0
Kontrola 292,6 £2,3 11,1 +£0,2 1162+ 1,7 1163+ 1,4 0
Atn-L (1,0)

0 292,1+3,7 11,0+0,1 1158+ 1,3 1158+ 1,3 0

3 221,0 £4,3 8,1+02" 90,1+ 1,6 77,8+ 1,5 12,3+04"

13 2194 +5,1" 7,7+0,17 89,2 + 1,2 76,2+ 1,81 13,1 £0,6

"HR — sréana frekvencija (engl. heart rate); 'CF — koronarni protok (engl. coronary flow); *sLVP — sistoli¢ki tlak

u lijevoj Klijetci (engl. systolic left ventricular pressure); ‘devLVP — razvijeni tlak u lijevoj klijetci (engl.

developed left ventricular pressure); 'dLVP — dijastolicki tlak u lijevoj klijetci (engl. diastolic left ventricular

pressure); Tp < 0,01 prema kontroli.
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Biokemijski pokazatelji sr¢anog ostecenja oCekivano su znacajno povisili za vrijeme

izlozenosti podfrakcijama C1 1 C2 u najvis§im koncentracijama, a isto je zabiljezeno i prilikom

mjerenja ucinaka amoditina L (Tablica 22.).

Tablica 22. Biokemijski pokazatelji sr¢ane funkcije i/ili oSteenja mjereni u tre¢oj minuti od

pocetka izlozenosti srca razli¢itim koncentracijama izoliranih podfrakcija C1-4, te amoditina

L (Atn-L).
.. Biokemijski pokazatelji (SV £ SD)

Podfrakcija Koncentracija CK’ LDH' AST* Troponin I’

(hgfmb) (IU/L) (IU/L) (IU/L) (ug/L)
Kontrola 2,11+0,65 0,24 +0,16 3,18 +0,88 0,01 £ 0,01
Cl

2.3 2,22 +0,98 0,77 +0,15 323+ 1,11 0,02 + 0,01

6,8 2,43+0,88 0,91 +0,34 6,65 + 0,99 0,07 £ 0,02

11,3 79,14 +2,02" 198,08 +1,88" 399,78 +4.43" 7,78 +0,04
Kontrola 2,22+0,51 0,33 +0,20 3,94+ 1,11 0,02 + 0,01
C2

1,2 2,25+0,62 1,27 £ 1,34 3,88+ 1,28 0,03 + 0,01

3,6 3,17+ 1,15 1,91 £ 0,69 5,03+2,32 0,07 £ 0,03

6,0 14,68 +2,10"  19,71+124" 17834+2,78" 5,01 £0,02"
Kontrola 2,36 +0,76 0,54+ 0,19 3,76 + 0,68 0,03 + 0,01
C3

1,6 2,22+0,97 0,79+ 0,13 3,77+ 1,15 0,03 £ 0,01

4,7 3,46+ 1,01 0,99 + 0,43 4,43 +0,97 0,02 + 0,01

7,9 3,73+ 0,99 1,21 £0,37 4,73 £ 1,01 0,01 £ 0,01
Kontrola 2,88 +0,27 0,44 +0,16 3,79 + 0,74 0,03 + 0,01
C4

2,5 2,61 +0,62 0,86 +0,14 3,98+ 1,19 0,03 £ 0,01

7.4 2,46+ 1,11 1,13+0,55 439+ 1,10 0,02 + 0,01

12,4 2,73+ 1,13 1,26 + 0,26 4,53 +1,13 0,01 £ 0,01
Kontrola 2,76 £ 0,23 0,45+0,11 3,26 + 0,66 0,02 + 0,01
Atn-L

1,0 1537+2,137  2423+2,16" 173,64+4,26" 5,78 £0,04"

"CK — kreatin kinaza; 'LDH — laktat dehidrogenaza; *AST — aspartat aminotransferaza; “Troponin I — specifi¢an

sréani biljeg; 'P < 0,01 prema kontroli.
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5. RASPRAVA
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Imajuéi u vidu znacajan medicinski problem koji predstavljaju otrovanja uzrokovana
otrovom V. a. ammodytes u odredenim podrucjima Europe, kao primjerice u mediteranskim
zemljama (13,94), cilj ovog rada bio je detaljnije razloziti u€inak otrova za kojeg je ranije

opisano kako cjelokupan uzrokuje znacajnu kardiotoksicnost (127).

Inokulacija zmijskog otrova izravno u krvotok i/ili drugdje u blizinu srca uobi¢ajeno
uzrokuje teSku klini€ku sliku sustavnog otrovanja koja moze rezultirati hemodinamskom
nestabilnoS¢u s razvojem toksi¢nog Soka i posljedicnim smrtnim ishodom (109). Klinicki
slucajevi u kojima je opisan smrtni ishod u djece i odraslih nastao nakon ugriza zmija Vipera
aspis 1 V. a. ammodytes svjedo€e o velikoj medicinskoj vaznosti teSkog sustavnog otrovanja
(99,109). Unato¢ pravovremenoj primjeni protuotrova i drugim potpornim mjerama lijecenja,
smrtni ishod u ovim slucajevima rezultat je udruzenih poremecaja, najcesce tesSkog
poremecaja hemostaze i izravnog sréanog ostecenja. U prilog tome govore i patohistoloske
promjene otkrivene na srcu pri obdukciji odraslih osoba Zrtava ugriza zmija V. aspis (99). U
osoba s teSkom klinickom slikom sustavnog otrovanja nastalom nakon ugriza zmija iz
podobitelji Viperinae uobiCajeno su opisana stanja prijeteeg Soka, promjene u
elektrokardiografskoj aktivnosti srca, po zivot ozbiljna krvarenja, poremecaji disanja, te

oSte¢enja bubrega i jetre (13,94,102,106,116).

Potaknuti klinickim znacajem spomenutih otrovanja, znanstvenici temeljnih znanosti
pokuSavali su napraviti sustav s ciljem analiziranja izravnih uc¢inaka zmijskih otrova na
zivotinjskim modelima s posebnim naglaskom na ucinak istih na kardiovaskularni sustav.
Kinjo i sur. proucavali su znacajke otrova Trimeresurus flavoviridans na Stakorima in vivo te
na izoliranim aortnim prstenovima in vitro (125). Alloatti 1 sur. istrazivali su pak ucinak
otrova zmija Vipera nasicornis na izoliranom srcu odrasle svinje (126). Oba navedena
istrazivanja opisala su uglavnom samo nespecifi¢ne promjene u elektrokardiografskom zapisu
srane aktivnosti, bez naglasavanja ozbiljnith hemodinamskih aritmija, te samo s nekoliko
mjerenih pokazatelja sr€ane funkcije koji imaju klinicko obiljeZje kardiotoksi¢nosti (125,126).
Takoder, ova istrazivanja ispitivala su ucinak nestandardiziranog otrova u nekontroliranom
sustavu, a uglavnom su za cilj imala ispitati moZebitne zaStitne tvari za srce kao farmakoloske

alate za neutralizaciju otrova (125,126).

Model srca kakav je koriSten u ovom istraZivanju, primjer je istog u kontroliranim
uvjetima u kojem se koristi izolirano perfundirano Stakorsko srce (127). Medutim, ovakav

model takoder ima nekoliko nedostataka o kojima treba razmisljati prilikom tumacenja
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rezultata dobivenih na izoliranom srcu. Naime, ovakav sustav ne moze prikazati u potpunosti
sustavni odgovor Citavog organizma u trenutku otrovanja, jer se primjerice u slucaju
hemodinamske nestabilnosti aktiviraju potporni (kompenzacijski) mehanizmi kao S$to su
bubrezne arterije 1 periferna cirkulacija koji pomazu podrzati sranu nedostatnost u
odrzavanju sustavne cirkulacije. Iz navedenog je razvidno kakve nedostatnosti obiljezavaju

model izoliranog srca.

U cilju detaljnijeg proucavanja izravnih kardiotoksi¢nih ucinaka V. a. ammodytes
otrova, koriste¢i kolonsku gelsku kromatografiju razdijelili smo cjelokupni otrov poskoka na
cetiri frakcije (127). MozZebitni kardiotoksi¢ni u€inak izoliranih sastavnica (frakcija A, B 1 C)

pretpostavljen je temeljem poznatog proteinskog sastava svake od navedenih frakcija (15,25).

U naSem istrazivanju frakcija A nije iskazala kardiotoksi¢nost na prikazanom modelu.
Sastavnice ove frakcije su proteini priblizne molekularne mase 60-100 kDa, i to uglavnom
metaloproteinaze grupe III; (ne)hemoragi¢ne metaloproteinaze i oksidaze L-amino kiselina

(23-25,81,83,84).

Frakcija B, sastavljena od proteina priblizne molekularne mase 30-40 kDa, iskazala je
kardiotoksi¢nost u punini samo u najvis$oj ispitivanoj koncentraciji; 37,5 pg/mL. Svako srce
koje je bilo izlozeno ovoj koncentraciji frakcije B doZivjelo je maligne aritmije, te u konacnici
1 asistoliju. Aritmogeni u¢inak moze biti uzrokovan (mio)toksi¢nim sastavnicama ove frakcije
s posljedi¢nom hiperkontrakturom i zastojem srca, te nastankom promijenjenih, neuobic¢ajenih
(aberantnih) provodnih puteva u oSteCenom srcu. Srednja doza frakcije B; 22,5 pg/mL,
reverzibilno je utjecala na sranu funkciju. Ovakav ucinak moze se objasniti prvenstveno
hematotoksi¢nim obiljezjem frakcije B (25). Reverzibilne promjene srcanih pokazatelja
opisane su 1 u radu LukSi¢a 1 sur. prilikom ispitivanja najmanje doza cjelokupnog otrova
poskoka; 30 pg/mL (127). ZabiljeZene promjene na srcu, ireverzibilne i rezervibilne, mogu
biti posljedica razli¢itih ucinaka svih sastavnica unutar ukupnog otrova V. a. ammodytes.
Spomenuta ireverzibilna sr€ana oSte¢enja sukladna su istrazivanju De Haro i sur. u kojem su
opisane patohistoloske promjene na srcu odrasle osobe smrtno stradale od ugriza zmije V.
aspis, vrlo srodne poskoku (99). Suprotno tome, rezervibilnost kardiotoksi¢nih u¢inaka ovisi 1

o koncentraciji (kardio)toksi¢nih tvari u cjelokupnom otrovu.

Proteini razli¢itth skupina sastavni su dio frakcije B; serinske proteaze,
metaloproteinaze grupe I, sekretorni proteini bogati cisteinom, lektini C-tipa prisutni u

zmijskim otrovima i disintegrini (25). Miotoksi¢na aktivnost frakcije B, mozebitni uzrok
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zabiljezene kardiotoksi¢nosti, moze biti posljedica CRISP proteina koji inhibiraju
depolarizacijom uzrokovanu kontrakciju glatkih miSica stupajuci u medudjelovanje s voltazno
ovisnim Ca®*- i K*-kanalima, te blokiraju kanale ovisne o cikli¢kim nukleotidima (132-134).
Miotoksi¢na aktivnost ove frakcije moze biti uzrokovana i amoditinom L, glavnim
miotoksinom ukupnog otrova V. a. ammodytes. Amoditin L, zapravo je vrsta sekretorne
fosfolipaze A, c¢ija priblizna molekularna masa iznosi 14 kDa, a kako se Cesto nalazi u formi
dimera sigurno je u odredenoj mjeri prisutna i u frakciji B (25,90). Prema dosadasnjim
istrazivanjima, SVSP, SVMP, snacles 1 disintegrini u frakciji B utjeCu prvenstveno na
hemostatski sustav, no mozebitna kardiotoksi¢na aktivnost nekih od navedenih molekula ne

moze se u potpunosti iskljuciti (23,25).

U ovom istrazivanju glavnina kardiotoksi¢nih u¢inaka na prikazanom modelu povezena
je s djelovanjem izolirane frakcije C. Kardiotoksi¢nost je iskazana kao znacajno smanjene
sr¢ane frekvencije i koronarnog protoka zajedno s povecanjem dijastolickog te smanjenjem
sistoli€¢kog 1 razvijenog tlaka lijeve klijetke, uz znacajno povisenje biokemijskih pokazatelja
sréanog osteéenja. Stakorska srca izlozena koncentracijama frakcije C od 22,5 i 37,5 pg/mL
dozivjela su ireverzibilni sréani zastoj; asistoliju, ve¢ nakon priblizno dvije minute od pocetka
primjene ove frakcije. Takoder, frakcija C uzrokovala je znacajno ucestaliju pojavu sré¢anih
aritmija u odnosu na druge frakcije. Kardiotoksi¢ni ulinci frakcije C sukladni su ucinku
cjelokupnog otrova koriStenog u istom pokusnom modelu temeljem cega je kardiotoksi¢na
aktivnost oCita sastavnica unutar frakcije C (127). NajnaglaSeniji opisani ucinak bio je
depresija sréane kontraktilnosti zna¢ajno povezan s o dozi ovisnom porastu biokemijskih
pokazatelja sr¢anog oSteCenja (127). Takoder, u istom istraZivanju zabiljeZeni su 1
elektrofizioloSki poremecaji src¢anog ritma iskazani kao kratko, prolazno razdoblje ubrzanja
srcane frekvencije praceno potom o dozi ovisnom usporenju src¢anih otkucaja (127). Ovakav
uc¢inak zabiljezen je 1 s ukupnim otrovom zmija Vipera lebetina 1 Bitis nasicornis
(126,135,136). S obzirom kako su pozitivni kronotropni ucinci poniSteni upotrebom
propanolola i ranitidina, B-adrenergi¢kim 1 histaminskim blokatorima, pretpostavljeno je kako
su ovakvi ucinci posredovani katekolaminima i1 histaminom otpuStenim iz sréanog tkiva.
(126,135,136). Poremecaji sr€anog ritma, kao primjerice AV blokovi i ventrikularne maligne
aritmije koje su prethodile asistoliji takoder su zabiljezene 1 u istrazivanju LukSica i sur. u
kojem je produljenje AV vremena provodenja sr¢anih podrazaja tijekom razdoblja otrovanja
bilo stalno; ovisno o dozi cjelokupnog otrova (127). U naSem istraZivanju zabiljezeno je

produljenje AV vremena samo u pokusima s amoditinom L, no ventrikularna tahikardija i
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fibrilacija, te asistolija zbile su se ucestalije no Sto je to prikazano u istrazivanju LukSica 1 sur.
pri uporabi ¢itavog standardiziranog otrova poskoka (127,137). Ovakve uocene razlike u
pojavi i1 uCestalostima aritmija prilikom ispitivanja u¢inaka ¢itavog otrova i izolirane frakcije
C vjerojatno su posljedica udruzenog medudjelovanja razli¢itih sastavnica unutra ukupnog
otrova od kojih neke nisu pak zastupljene u frakciji C. PoviSenje dijastolickog i sniZenje
sistolickog tlaka lijeve klijetke zabiljezeno u ovom istrazivanju pri pokusima s frakcijom C u
suglasnosti je s rezultatima opisanim u istrazivanju LukSica i sur., pri ispitivanju u¢inaka
cjelokupnog otrova na navedene sréane pokazatelje (127,137). Izrazito smanjenje koronarnog
protoka zabiljezeno u ovom istrazivanju tijekom promatranja uc¢inaka frakcije C, kao 1 ¢itavog
otrova, vjerojatno nije posljedica izravnog oSte¢enja koronarnih arterija, veé rezultat
kontrakture sr¢anog mis$ica i zaustavljanja koronarne cirkulacije (127). Pretpostavljeni nacin
za pojaSnjavanje ucinaka frakcije C na sr¢anu kontraktilnost jest oSte¢enje unutarstani¢nih
kalcijskih kanala koje uzrokuje nekontrolirani ulazak kalcijevih iona i poviSenje citosolnog
Ca”™ u miocitima, prvenstveno kao posljedica o$tecenja stani¢ne cjelovitosti, §to u konaénosti
rezultira kontrakturom miokarda i poviSenjem potrosnje energije S$to dodatno doprinosi
kontrakturi klijetke, uz poviSenje biokemijskih biljega sréanog oStecenja u odljevu sréanog
perfuzata (73,127). LukSi¢ i sur. zakljucili su kako je potrosnja kisika bila relativno visoka u
usporedbi s depresijom kontraktilnosti ukazuju¢i na potrosnju kisika i energije u modelima

izoliranog srca izloZenom ¢itavom otrovu poskoka (127).

Frakcija C sadrzi proteine priblizne molekularne mase 14 kDa. Sastavnice ove frakcije
uglavnom su sPLA,, neurotoksi¢ni amoditoksini, netoksi¢ni amoditin, te enzimatski neaktivni
miotoksin amoditin L (85,90,91). S obzirom kako klasi¢ni kardiotoksini, toksini priblizne
molekularne mase 6 kDa sa strukturom tzv. troprstnog toksina (3TFX), nisu sastavni dio
otrova V. a. ammodytes, vrlo vjerojatno je kardiotoksi¢nost cjelokupnog otrova posljedica
djelovanja jedne ili viSe sPLA; u otrovu (15,25,138). S obzirom na o dozi otrova ovisnom
porastu biokemijskih pokazatelja sréanog oSte¢enja zaklju€ujemo o citolitickom te
kardiotoksi¢énom djelovanju otrova poskoka (127). Temeljem neizravnih pokusnih dokaza,
miotoksicni analog — amoditin L vrlo vjerojatno je jedan od proteina s kardiotoksi¢nim
djelovanjem. Medudjelovanje nekih sPLA, unutar zmijskog otrova s razli¢itim vrstama
izoliranih stanica dobro su poznata, a izravan uc¢inak navedenih na srce takoder je istrazivan
(70,139). Tako je primjerice, sPLA, iz otrova zmije Bothrops marajoensis uzrokovala
hipotenziju i tahikardiju s blokom u provodenju sranih podrazaja, a spomenuta sPLA; iz

otrova Naja nigricollis skracenje, neovisno o enzimatskoj aktivnosti, amplitude membranskog
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potencijala mirovanja i trajanje akcijskog potencijala umanjuju¢i na ovakav nacin
kontraktilnost desne klijetke izoliranog Stakorskog srca (140,141). IzloZenost otrovu zmije
Bothrops jararacussu uzrokuje ireverzibilnu, o dozi ovisnu kontrakturu izolirane pretklijetke
Stakora Sto je 1 kvantitativno potvrdeno razinom povisenja kreatin kinaze iz sr€anog misica, te
histoloskim promjenama oSte¢enih miocita (142). Navedena kardiotoksi¢nost neutralizirana je
prethodnom primjenom inhibitora sSPLA, (142). Takoder, miotoksi¢nost i kardiotoksi¢nost
otrova zmije Bungarus fasciatus moze biti antagonizirana tvarima koje inhibiraju aktivnost

sPLA,; pretpostavljajuci time kako toksi¢nost Citavog otrova potjee od sPLA; (143).

Neurotoksi¢no 1 hematotoksi¢no djelovanje otrova V. a. ammodytes dobro je poznato,
no kardiotoksi¢nost do sada je slabo istrazena. Pretklinic¢ka istrazivanja s razliitim frakcijama
cjelokupnog otrova dobivenim gelskom kromatografijom na izoliranom perfundiranom
Stakorskom srcu pokazala su kako kardiotoksi¢nost sastavnica ukupnog otrova u daljnjem
istrazivanjima treba biti ispitivana vjerojatno unutar skupine sPLA, (137). Frakcija ¢itavog
otrova V. a. ammodytes koja uglavnom sadrZzava sPLA, molekule uzrokovala je znac¢ajan pad
sr¢ane frekvencije 1 koronarnog protoka, povisenje dijastolickog, te smanjenje sistolickog i
razvijenog tlaka lijeve klijetke, uz znacajno povisenje biokemijskih biljega sréanog ostecenja.
Ova frakcija uzrokovala je 1 brzi ireverzibilni zastoj srca, asistoliju te prethodne ventrikularne
fibrilacije i tahikardije. U skupini sSPLA,, amoditin L. — miotoksi¢ni analog sPLA,, ¢ini se kao
mozebitno zanimljiva tvar za daljnja istrazivanja kardiotoksi¢ne aktivnosti cjelokupnog otrova

V. a. ammodytes.
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6. ZAKLJUCCI
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Temeljem usporedivanja razlika u sréanoj funkciji i/ili oste¢enju na modelu izoliranog
Stakorskog srca izlozenom razli¢itim izoliranim frakcijama cjelokupnog otrova poskoka
zakljucujemo kako sastavnica otrova priblizne molekularne mase 14 kDa, u ovom istrazivanju
nazvana frakcija C, iskazuje kardiotoksi¢no djelovanje u svim ispitivanim koncentracijama, te
je ucinak ovisan o dozi. Takoder, frakcija B ¢ija je priblizna molekularna masa 30-40 kDa,

iskazuje kardiotoksi¢ni uc¢inak u koncentracijama od 22,51 37,5 pg/mL.

Rezultati dobiveni istrazivanjem ucinka podfrakcija C1-4 na modelu izoliranog
Stakorskog srca nisu dovoljno specificni kako bi se detaljnije razlozilo koja sastavnica; tvar

unutar cjelokupnog otrova, frakcije 1/ili podfrakcije uzrokuje kardiotoksi¢na oStecenja.

Amoditin L u odredenoj mjeri, kao i podfrakcije C1 i C2, iskazuje kardiotoksi¢no
djelovanje na modelu izoliranog srca, a ujedno je i jedina sastavnica otrova poskoka koja je na

prikazanom modelu uzrokovala pojavu AV bloka.

Potrebna su daljnja istrazivanja u kojima bi se potvrdio ili opovrgnuo kardiotoksi¢ni
ucinak sekrecijskih fosolipaza A, u cjelokupnom otrovu poskoka, imaju¢i u vidu blisko
medudjelovanje svih do sada poznatih sastavnica otrova poskoka i njihovih nadopunjuju¢ih

ucinaka na organizam i srce.
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Poskok (lat. Vipera ammodytes ammodytes) najotrovnija je europska zmija. Otrov
poskoka uobiCajeno iskazuje hematotoksi¢no, miotoksi¢no 1 neurotoksicno, kao i
kardiotoksi¢no djelovanje. U cilju detaljnijeg istrazivanja kardiotoksi¢nosti, biokemijskim
postupcima razdijeljen je cjelokupni otrov poskoka na Cetiri frakcije (A-D) i podfrakcije (C1-
4). Uéinci frakcija A, B i C, kao i navedenih podfrakcija, te amoditina L, ispitani su na

modelu izoliranog Stakorskog srca.

Sréana frekvencija (HR), ucestalost aritmija (atrijsko-ventrikularni (AV) blok,
ventrikularna tahikardija (VT), ventrikularna fibrilacija (VF) i asistolija), koronarni protok
(CF), sistolicki (sLVP), razvijeni (devLVP) 1 dijastolicki tlak lijeve klijetke (dLVP), mjereni
su prije, za vrijeme i nakon primjene izoliranih sastavnica otrova poskoka u tri razlicite
koncentracije. Biokemijski pokazatelji sr€anog ostecenja (kreatin kinaza — CK, laktat
dehidrogenaza — LDH, aspartat aminotransferaza — AST, i troponin I) takoder su mjereni

tijekom razdoblja izloZenosti spomenutim sastavnicama.

Frakcija A koja je sadrzavala proteine priblizne molekularne mase 60-100 kDa nije
pokazala nikakav ucinak na izoliranom srcu Stakora. Frakcije B 1 C poremetile su sréanu
funkciju na sli¢an nacin, ali s razli¢itim potencijalom, te je posljednje navedena pokazala
snazniji u¢inak na srce. Spomenuto se manifestiralo znac¢ajnim padom vrijednosti HR i CF, te
povisenjem dLVP, kao i snizenjem devLVP i sLVP, uz znaajno povisenje biokemijskih
biljega srcanog oStecenja. Sva srca izloZena frakciji C u kona¢nim koncentracijama od 22,5 1
37,5 ng/mL dozivjela su brz i ireverzibilan nastanak asistolije bez AV bloka, ali uz prethodni
nastanak ventrikularne tahikardije 1 fibrilacije. Frakcija B samo prilikom primjene najvece
koncentracije uzrokovala je asistoliju u svih srca, ventrikularnu fibrilaciju u 80%, te
ventrikularnu tahikardiju u 70% izloZenih srca. Frakcija C potaknula je nastanak ukupno 71%
svih biljeZenih poremecaja srcanog ritma, Sto je bilo znacajnije nego $to je to uzrokovala

frakcija B (29%).

Sekretorne fosfolipaze A, najzastupljenije su sastavnice unutar frakcije C, te bi daljnja
istrazivanja trebala detaljnije istraZiti moZebitne kardiotoksi¢ne tvari unutar ove skupine

proteina.
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The nose-horned viper (Vipera ammodytes ammodytes) is the most venomous European
snake. Its venom is known as haematotoxic, myotoxic and neurotoxic, but it exerts also
cardiotoxic effects. To further explore the cardiotoxicity of the venom, with biochemical
methods we separated it into four fractions (A-D) and four subfractions (C1-4). Three
fractions that contain polypeptides (A, B, and C), and four mentioned subfractions, along with

ammodytin L, were tested for their effects on the isolated rat heart.

Heart rate (HR), incidence of arrhythmias (atrioventricular (AV) blocks, ventricular
tachycardia, ventricular fibrillation, and asystolia), coronary flow (CF), systolic (sLVP),
developed (devLVP), and diastolic left ventricular pressure (dALVP) were measured before,
during, and after the application of venom (sub)fractions in three different concentrations.
Biochemical markers of myocardial damage (creatine kinase — CK, lactate dehydrogenase —
LDH, aspartate aminotransferase — AST, and troponin I) were also analyzed during exposure

to mentioned compounds.

Fraction A, containing proteins of 60-100 kDa, displayed no effect on the rat heart.
Fractions B and C disturbed heart functioning in similar way, but with different potency that
was higher by the latter. This was manifested by significant decrease of HR and CF, the
increase of dLVP, and the decrease of sLVP and devLVP, accompained with significant
increase of biochemical heart damage values. All hearts treated with fraction C in the final CF
concentrations 22.5 and 37.5 mg/mL suffered rapid and irreversible asystolia without AV
blockade. They underwent also ventricular fibrillation and ventricular tachycardia. Fraction B
affected hearts only at the highest dose inducing asystolia in all hearts, ventricular fibrillation
in 80%, and ventricular tachycardia in 70% of the hearts. Venom fraction C induced 71% of
all recorded heart rthythm disturbances, significantly more than fraction B, which induced

29%.

Most abundant proteins in fraction C were secreted phospholipases A, among which the

venom component acting on the heart is most probably to be looked for.
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