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Strupene kace v Sloveniji - sestava

in delovanje njihovega strupa

Venomous Snakes in Slovenia - Composition and Action of Their

Venoms

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: katji ugriz, kagji strup, Viperidae spp., protiserum

V Sloveniji Zivijo tri avtohtone vrste strupenih kac iz druZine gadov: navadni gad (lat.
Vipera berus), modras (lat. Vipera ammodytes) in laski gad (lat. Vipera aspis). Njihov strup
je kompleksna zmes Stevilnih beljakovin z zelo zapletenim in Se ne docela pojasnjenim
delovanjem. V osnovi so strupi vseh treh ka¢ podobno sestavljeni. [zzovejo lahko lokalne
(oteklina, podplutbe, bolecina), pa tudi sistemske znake zastrupitve (bole¢ine v trebuhu,
bruhanje, driska, padec krvnega tlaka, motnje hemostaze in nevroloske izpade), ki se lahko
v izjemnih primerih koncajo tudi s smrtjo. Najbolj podrobno so raziskane komponente
strupa z nevrotoksi¢nim delovanjem (sekretorne fosfolipaze A2) in komponente, ki vpliva-
jo na sistem hemostaze (sekretorne fosfolipaze A2, metaloproteinaze, serinske proteaze,
L-aminokislinske oksidaze, disintegrini in beljakovine, podobne lektinom tipa C). Pozna-
vanje sestave strupov in delovanja njihovih komponent ima pomembno vlogo pri izde-
lavi u€inkovitih protiserumov in snovanju novih farmakolo8kih ucinkovin.

ABSTRACT

KEY WORDS: snake bite, snake venom, Viperidae spp., antivenom

There are three indigenous species of venomous snakes of the Viperidae family in Slo-
venia: common adder (lat. Vipera berus), nose-horned viper (lat. Vipera ammodytes) and
aspic viper (lat. Vipera aspis). Their venoms are complex mixtures of proteins with dif-
ferent and not yet fully understood functions. Basically, all three vipers have similar ve-
nom compositions. Snake venom can elicit local (edema, suffusions, pain) and systemic
effects of envenomation (abdominal pain, vomiting, diarrhea, hypotension, bleeding di-
sorders, and neurotoxic effects), which can be fatal in severe cases. The most thoroughly
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studied are the neurotoxic (secreted phospholipase A2) and haemostatically-active venom
components (secreted phospholipases A2, metalloproteinases, serine proteases, L-amino
acid oxidases, disintegrins and C-type lectin-like proteins). Knowing venom composition
and understanding functional properties of venom components are important prerequi-
sites for the production of effective antisera and the development of innovative pharma-

cological agents.

uvoD

V Evropi Zivi 13 vrst strupenih kac. V dru-
Zini goZev (Colubridae spp.) so Sibko stru-
pene vrste ¢rnostrel ali macjeoka kaca (Te-
lescopus fallax) in dve vrsti juZnoevropski
zrv (Malpolon monspessulanus, Malpolon
insignitus). Ugrizi so redki, pa Se ti po vecini
niso nevarni, saj imajo te kace strupnike na-
meS3Cene v zadnjem delu ustne votline in
do zastrupitve pride le ob neprimernem ro-
kovanju z osebki - ¢e potisnemo prst glo-
boko v njihova usta (1-3). Cloveku nevarnej-
Se evropske strupene kace spadajo v druZino
gadov (Viperidae spp.), ki imajo razli¢no ve-
lika obmocja poselitve: navadni gad oz. Vi-
pera berus (razsirjen po skoraj celi Evropi),
la8ki gad oz. Vipera aspis (juzna in zahod-
na Evropa, predvsem Francija in Italija), mo-
dras oz. Vipera ammodytes (severo-vzhodna
Italija, Balkan), Vipera latastei (Iberski po-
lotok), Vipera seoanei (severni del Iberske-
ga polotoka), Vipera ursinii (del Francije, Ita-
lije in Balkanskega polotoka), Vipera renardi
(vzhodna Ukrajina, juZzna Rusija, severna
obala Crnega morja), Vipera graeca (Gréija,
Albanija) in Macrovipera lebetina ter Mon-
tivipera xanthina (Gr¢ija, Turcija) (2, 4).

V Sloveniji lahko na €rnostrela in juZno-
evropsko zrvo naletimo v priobalnem pasu
juZne Primorske (1). Navadni gad je pri nas
zastopan z dvema podvrstama (Vipera be-
rus berus in Vipera berus bosniensis), modras
(Vipera ammodytes ammodytes) in laski gad
(Vipera aspis francisciredi) pa vsak le z eno
podvrsto (1, 5). Modras je splos$no razsirjen
po vecjem delu drZave, navadni gad Zivi
v gorskem svetu Julijskih in KamniSko-Sa-
vinjskih Alp, Karavank, Trnovskega gozda,
Javornikov in SneZnika, v niZinah pa je re-
dek in vezan na vlaZen Zivljenjski prostor.
Laski gad je Se bistveno redkejsi, saj ga naj-
demo zgolj v skrajnem zahodnem delu Slo-
venije (Breginjski kot, Kobari8ki Stol, Ko-
rada, Sabotin, GoriSko, PluZne pri Bovcu).
Razsirjenost omenjenih kac¢ prikazujemo na
sliki 1 (1, 6-8).

Raz§irjenost in Stevilénost posamezne
vrste sta glavna dejavnika, ki vplivata na po-
gostost ugrizov ka¢ v Sloveniji. Medtem
ko na svetu po nekaterih ocenah kace letno
ugriznejo pribliZzno 5.000.000 ljudi (40.000-
96.000 jih umre), so kacji ugrizi v Evropi
bistveno redkej3i. Na obmocju Evrope,
evropskega dela Rusije in Turcije je v ob-
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Slika 1. Razsirjenost modrasa (Vipera ammodytes), navadnega gada (Vipera berus) in laskega gada (Vipera

aspis) v Sloveniji (8).
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dobju 1970-2010 v povprecju priblizno 8.000
ugrizov letno, med njimi 1.000 primerov
s sistemskimi znaki zastrupitve in Stirje
smrtni primeri (4, 9). V Sloveniji je bilo po
podatkih Registra posvetov Centra za kli-
nicno toksikologijo in farmakologijo v letih
1999-2008 zabeleZenih 39 ugrizov kac,
med njimi deset ugrizov gada, sedem ugri-
zov modrasa, Stirje ugrizi nestrupenih kac
in 18 ugrizov neprepoznanih vrst kac (10).
Ugrizi laSkega gada so pri nas redkost, po-
memben deleZ pa predstavljajo med kac¢jimi
ugrizi v Franciji, Italiji in Svici (11, 12). Vedi-
na ugrizov pri nas se je pripetila v zahod-
nem delu Slovenije (79 %) (10).

TOKSIKOKINETIKA IN KLINICNA

SIMPTOMATIKA OB UGRIZU KACE
Kace ¢loveka obicajno ugriznejo v okoncine.
Strup izbrizgajo pod pritiskom, saj ugriz tra-
ja le nekaj desetink sekunde. Na mestu ugri-
za najveckrat najdemo dve majhni, priblizno
5mm oddaljeni ranici, razdalja pa se z veca-
njem otekline lahko poveca na ve¢ kot 1 cm.
Redkeje je na mestu ugriza prisotna le ena
ali ve€ ranic, v€asih pa samo praska. Strup
je viskozen kot jajéni beljak. Obi¢ajna ko-
licina izlo€enega strupa pri ugrizu naSih
strupenih kac je priblizno 15-20 mg suhe
snovi, ki bi jo dobili, ¢e bi strup posusili.
Vecina strupa ostane na mestu ugriza v koZi
in podkoZju, od koder se §iri v limfni si-
stem in krvne Zile. V krvi ga lahko zazna-
mo 30 min po ugrizu, njegova koncentracija
doseZe vrh v dveh urah po ugrizu in nato
postopno upada nekaj dni. Strup laskega
gada, ki so ga vbrizgali v podkoZje, se do-
bro porazdeli po telesu, kar kaZe tudi visok
volumen porazdelitve (V, = 21/kg), posledi-
ca pa je dolg razpolovni ¢as. Visok volumen
porazdelitve je posledica dobrega prehaja-
nja skozi stene Zil (13). V 10-50 % prime-
rov kaca ob ugrizu strupa ne izloci - takemu
ugrizu pravimo suhi ugriz (10, 14). Toksi-
kokinetika strupa narekuje tudi klini¢no
obravnavo zastrupljenca. Zado3¢a namre¢
dveurno opazovanje bolnikovega stanja.

Ce v tem &asu ne razvije lokalnih ali sistem-
skih znakov zastrupitve, lahko sklepamo, da
gre za ugriz nestrupene kace ali pa za suhi
ugriz.

K izraZenosti klini¢ne slike poleg ko-
licine vbrizganega strupa prispevajo tudi
mesto ugriza, vrsta kace in pridruZena bo-
lezenska stanja. Glavni organski sistemi,
na katere delujejo kacji strupi, so Zivcevije,
miSicje, kri in krvoZilni sistem. Lokalnim
znakom zastrupitve (kot so bolec¢ina, otekli-
na, podkoZne podplutbe z mehurji ali s he-
moragi¢no nekrozo in vnetje bezgavk) se
lahko z zakasnitvijo pridruZijo tudi sistem-
ski, med katerimi so najpogostejsi zapleti
na prebavilih (bolecine v trebuhu, bruha-
nje in driska), redkej$i pa so motnje zavesti,
padec krvnega tlaka, motnje srénega ritma,
motnje strjevanja krvi in nevroloski izpa-
di. Izredno redko se zastrupitev konc¢a smrt-
no (10). NajpogostejSe klini¢ne simptome
in znake pri ugrizu nas$ih strupenih kac pri-
kazuje slika 2.

Molekularna sestava kacjega
strupa

Kagji strupi so kompleksne meSanice zelo
razli¢nih polipeptidov in beljakovin, krat-
kih peptidov, aminoksilin, lipidov, nukleoti-
dov, kovinskih ionov in ogljikovih hidratov
v obliki glikoproteinov (10). Beljakovinske
sestavine, ki so lahko encimsko aktivne ali
pane, so se razvile tekom evolucije z name-
nom, da imobilizirajo ali ubijejo Zrtev ter
sodelujejo pri prebavljanju plena. Sklepajo,
da imajo strupene kace (ki pripadajo trem
omenjenim razli¢nim druZinam) po celem
svetu skupen razvoj strupnih Zlez, zato so
tudi nekatere beljakovine v kacjih strupih
splo3no prisotne. Najbolj sploSno razsirje-
ne so sekretorne fosfolipaze A2 (angl. secre-
tory phospholipase A2, SPLA2). Pri razli¢nih
skupinah kac so se pod vplivom genetskih
mutacij in naravnega izbora postopno raz-
vile razli¢ne komponente, ki so oblikovale
sestavo strupa vsake vrste v zmes z opti-
malnimi toksi¢nimi lastnostmi glede na
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LOKALNI SISTEMSKI

« boletina Vpliv na prebavila Vpliv na Zivéevje

« oteklina * slabost » motnje zavesti

- modrordete lise po koZi KRV_Nl 0BTOK * bruhanje « vrtoglavica

« serozni mehurji * poskodba » driska « misicni kréi

« hemoragicna nekroza [ Zilnestene N/ . poletina v trebuhu « okvara perifernega
koZe in podkoZja [ « porast jetrnih encimov  Zivevja (ptoza,

* limfangitis {} » hematemeza oftalmoplegija,

« limfadenitis KRI . melepgv - motnje poziranja)

« rabdomioliza « motnje strjevanja . sscr?tlét;cm ileus

krvi
« trombocitopenija
» hemoliza

Vpliv na krvoZilni sistem

* levkocitoza « bledica
-ZA|PL“EbT| * hipotenzija
okuzba « tahikardija
« tetanus g
: o * Sok
« utesnitveni sindrom

« spremembe v EKG (motnje reperfuzije,

« dispneja, zadusitev
* akutna ledvi¢na okvara
» miokardni infarkt

dvig spojnice ST, preddvorna fibrilacija,
preddvorno-prekatni blok II. stopnje,
druge motnje ritma)

Slika 2. Lokalni in sistemski simptomi ter znaki in zapleti, ki se lahko razvijejo po ugrizu navadnega gada,
modrasa in laskega gada (70). EKG - elektrokardiogram.

prehranski spekter, ki je odvisen od okolja,
v katerem Zivijo (15). Ve€ino strupenih kom-
ponent predstavljajo polipeptidi, ki so lahko
encimsko aktivni ali pa ne. Ti imajo pogo-
sto sinergisti¢no usmerjeno delovanje, da
zagotovijo hiter ucinek na plen. Prehrana
kace obicajno vsebuje razli¢ne Zivalske
vrste. Zato vsebuje kagji strup tako kompo-
nente, ki delujejo univerzalno na $irok na-
bor razli¢nih organizmov, kot tudi kompo-
nente, usmerjene v specifi¢no molekulsko
tarco pri dolo¢enem organizmu (16). Belja-
kovine v ka¢jem strupu so pogosto pod-
vrZene potranslacijski modifikaciji, kar po-
meni, da se pogosto pod vplivom ostalih
sestavin v strupu spremenijo po tem, ko se
s pomocjo ribonukleinskih kislin prevede-
jo iz genskega zapisa (16). Sestava kacjega
strupa je odvisna od vrstne in podvrstne pri-
padnosti, spola, Zivljenjskega okolja, sezo-
ne, starosti in prehrane kace; vendar pa ve-
lja, da imajo sorodne kace tudi podobno
sestavo in mehanizem delovanja strupa, kar
velja tudi za kace, ki Zivijo pri nas (16-18).

Najbolje proucena sta strupa navadnega
gada in modrasa, za katera sta doloCena tudi
proteoma (16, 19, 20). Oba strupa vsebujeta
beljakovine, ki jih uvr§¢amo v 11 razli¢nih
beljakovinskih druZin (15, 21). Strup navadne-
ga gada je enostavnejsi od strupa modrasa,
saj je bil pod enakimi pogoji gadov strup
z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo
locen v 160 razli¢nih beljakovinskih lis, mo-
drasov pa v 260. Gadov strup vsebuje pred-
vsem manj sPLA2 in beljakovin, podobnih
lektinom tipa C (angl. C-type lectin-like pro-
teins, CLP) (20).

Z razlikami v sestavi strupa lahko do neke
mere razloZimo tudi razlike v klini¢ni sliki za-
strupitve. NevroloSke motnje so razmeroma
pogoste pri ugrizih modrasa, a redke pri ugri-
zih gada, saj strup slednjega ne vsebuje amo-
ditoksinov (angl. ammodytoxins, Atx) oz. ne-
vrotoksi¢nih sPLA2. Ceprav ima navadni gad
gene, ki kodirajo nevrotoksi¢ne sPLA2, se ti
izraZajo le redko in v zelo omejenem obsegu.
Tudi krvavitev in motnje strjevanja krvi so obi-
¢ajno huje izraZene pri ugrizih modrasa (22).
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SESTAVA IN DELOVANJE
MODRASOVEGA STRUPA

Modrasov strup je zelo kompleksna zmes
Stevilnih beljakovin in peptidov iz skupine
metaloproteinaz (MP) in njihovih tripep-
tidnih zaviralcev, sPLA2, serinskih proteaz
(SP), disintegrinov, CLP, L-aminokislinskih
oksidaz (angl. L-aminoacid oxidase, LAAO),
s cisteinom bogatih izlo¢evalnih beljakovin
(angl. cysteine-rich secretory protein, CRISP),
zaviralcev proteaz Kunitzovega tipa in Zil-
nih rastnih dejavnikov (angl. vascular endot-
helial growth factor, VEGF) (20, 21, 23, 24).

Lokalni ucinki

Modrasov strup na mestu ugriza pogosto
povzroci oteklino, ki jo spremljata bolecina
in podplutba razli¢nega obsega. PridruZeni
so lahko tudi serohemoragi¢na nekroza koZe
in podkoZja s seroznimi mehurji, vnetje
mezgovnic in podro¢nih bezgavk, ki so ote-
kle in bolece, ter razpad miSi¢nine. Omenje-
ni lokalni u¢niki so predvsem posledica de-
lovanja encimsko aktivnih beljakovin, kot
so MP (10, 25). Ka¢je MP skupaj s cloveski-
mi beljakovinami ADAM (angl. a disintegrin
and metalloproteinase) in ADAMTS (angl.
a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) tvorijo poddruZino
reprolizinov (M12B) druZine MP M12, ki je
podklan metcinkinov, ki vsebujejo vezavno
mesto za cinkove Zn?* ione ter strukturno
ohranjen motiv, imenovan Met-obrat (24).

Nevrotoksicnost

Za nevrotoksicni u¢inek strupa, ki se poja-
vi po ugrizu modrasa, so odgovorne pred-
vsem sPLA2. Njihovo delovanje na mole-
kularni ravni so podrobno proucevali KriZaj
in sodelavci (26-32). sPLA2 so ene glavnih
komponent kacjih strupov. Katalizirajo od
kalcija odvisno hidrolizo estrske vezi na po-
loZaju 2 v 1,2-diacil-3-sn-fosfogliceridih, pri
cemer se sprosc¢ajo maScobne kisline in lizo-
fosfolipidi (22). Med sPLA2 uvr§¢amo AtxA,
AtxB, AtxC in amoditine (angl. ammodytins,
Atn): AtnL, Atnl1, AtnI2, ki povzrocajo tok-

miSici in zavirajo strjevanje krvi (20, 33-35).
Na samega modrasa sPLA2 ne ucinkujejo
toksi¢no, saj ima ta v serumu specifi¢ne gli-
koproteinske zaviralce Atx, ki oblikujejo oli-
gomere (30).

Atx delujejo predvsem na periferno Ziv-
Cevje, ob neposrednem injiciranju pa so zelo
toksi¢ni tudi za osrednje ZivCevje. Poskusi
na Zivéno-miS$i¢nih preparatih so pokazali,
da Atx zavirajo posredno spodbujeno krce-
nje miSic, ne vplivajo pa na neposredno iz-
zvano miSicno kréenje (21). Po vnosu v telo
se lokalizirajo na mestu Zivéno-miSi¢nega
stika, kjer se veZejo na doslej Se neprepozna-
ne receptorje na presinapti¢ni membrani
motori¢nega Zivca (37). V njenem zunanjem
sloju nato hidrolizirajo fosfolipide, kar spre-
meni lastnosti aksoleme in olaj$a zlivanje
sinapti¢nih meS$ickov z aksolemo, na kateri
se pojavijo vbokline v obliki gr8ke ¢rke Q.
Dodatno se poveca tudi prevodnost neka-
terih kalcijevih kanalckov, kar Se dodatno
spodbuja sprostanje acetilholina. Stevilo si-
napti¢nih meSickov v Zivénem koncicu se
zmanj3a (38, 39).

Atx ne delujejo le na aksolemo, ampak
vstopajo tudi v Zivéni koncic (38, 39). V ci-
tosolu se veZejo na kalmodulin, kar poveca
njihovo stabilnost in posredno encimsko
aktivnost, ter na beljakovino 14-3-3, ki Atx
predvidoma usmeri na mesto, kjer poteka
endocitoza sinapti¢nih meSickov (21, 40).
Tam Atx hidrolizirajo fosfolipide notranje-
ga sloja plazemske membrane, tako spre-
menijo njeno lokalno ukrivljenost in ovirajo
funkcijo amfifizina, s tem pa zavrejo pro-
ces endocitoze sinapti¢nega meSicka. V ci-
tosolu se Atx veZejo tudi na mitohondrije,
povzrocijo odprtje tranzicijskih por in raz-
klop mitohondrijev, s ¢imer se prekine na-
stajanje ATP. Mitohondriji nabreknejo, se
vakuolizirajo in poSkodujejo. Povec¢ana fos-
folipoliza celi¢nih membran porusi uravna-
vanje koncentracije kalcijevih Ca?* ionov
v citosolu. PoviSana koncentracija Ca?* io-
nov poveca aktivnost celi¢nih hidrolaz (npr.
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citosolne fosfolipaze A2 in kalpainov), kar
ob pomanjkanju ATP vodi v obseZno dege-
neracijo Ziv€nega koncica oz. v apoptozo
motoricnega Zivca (21, 41).

V modrasovem strupu je bil odkrit tudi
modrasov kimotripsinski zaviralec (angl. Vi-
pera ammodytes ammodytes chymotrypsin in-
hibitor, VaaChi), ki tvori komplekse z AtxA.
VaaChi spada med zaviralce proteaz Ku-
nitzovega tipa. Kaksna je vloga teh kom-
pleksov, e ni znano, moZno pa je, da vezava
VaaChi povecuje strupenost AtxA (42-44).

K nevrotoksi¢nosti modrasovega stru-
pa bi lahko prispevali tudi CRISP. Nekateri
od teh namrec vplivajo na prevajanje raz-
liénih ionskih kanalckov, npr. kalijevih
kanalckov, kalcijevih kanalckov tipa L ali ka-
nalckov, ki so sklopljeni s cikli¢nimi nukleo-
tidi (16, 45). Iz modrasovega strupa je bil
izoliran VaaCRISP-1 (angl. Vipera ammodytes
ammodytes cysteine-rich secretory protein 1),

ki je zaenkrat brez dokazane farmakoloSke
aktivnosti (20). Predlagani molekularni me-
hanizem delovanja Atx je prikazan na sliki 3.

V klini¢ni praksi se je delovanje nevro-
toksi¢nih sestavin modrasovega strupa
izrazilo s poveSenostjo vek, oftalmoplegi-
jo, disfagijo, disfonijo in oslabelostjo miSic
(25, 46, 47).

Kardiotoksicnost

Kardiotoksi¢ne u¢inke modrasovega strupa
(npr. spremembe frekvence utripanja srca,
zmanjSanje pretoka krvi skozi koronarne
arterije in motnje srénega ritma), ki so bili
dokazani v ex vivo poskusih na izoliranih
podganjih srcih, pripisujemo predvsem de-
lovanju miotoksi¢nega AtnL, encimsko
neaktivne sPLA2. Lahko pa imajo delno vlo-
go tudi CRISP z delovanjem na katerega od
ionskih kanal€kov, kar pa eksperimentalno
Se ni bilo dokazano (34, 35).

hidroliza
aksoleme

receptor na
aksolemi

A

amoditoksin

vezana na
citosolne beljakovine

ca
ca

zavora
endocitoze

i prehod skozi
2 aksolemo
Ca -

A

Slika 3. Predlog molekularnega mehanizma nevrotoksi¢nega delovanja amoditoksina iz strupa modrasa (27).
ACh - acetilholin, CaM - kalmodulin, 14-3-3p - beljakovina 14-3-3.



Med Razgl. 2019; 58 (1):

61

Ucinki na hemostazo in krvozilni
sistem

Hemostatsko aktivne beljakovine modraso-
vega strupa vplivajo neposredno na krvne
Zile (vpliv MP), vazokonstrikcijo (vpliv
VEGF in SP), koagulacijo (vpliv MP, SP in
SsPLA2) in agregacijo trombocitov (vpliv MP,
sPLA2, CLP in disintegrini) in s tem vzajem-
no prispevajo k hemoragicnemu ucinku
strupa (slika 4) (23, 24, 48).

Modrasov strup pri €loveku deluje pred-
vsem hemoragi¢no, najbolj izraZeni posle-
dici u€inkovanja strupa pri odraslih pa sta
krvavitev in lokalna poSkodba tkiva (25). Su-
rov modrasov strup zavira nastajanje krv-
nega strdka in vitro, na proces koagulacije
krvi pa vpliva tako po antikoagulantnih kot
tudi prokoagulantnih mehanizmih, kar kaZe
na obstoj ve¢ hemostatsko aktivnih mole-
kul v modrasovem strupu (24).

Poskodba Zilne stene

Zelo pomembne hemostatsko aktivne kom-

ponente modrasovega strupa so MP. Uvr§-

¢amo jih v tri velike razrede (20):

+ P-I (obsega komponente s proteinazno do-
meno),

+ P-II (obsega komponente s proteinazno
in disintegrinsko domeno) ter

« P-III (obsega komponente s proteinazno, di-
sintegrinsko in s cisteinom bogato domeno).

Proteoliti¢na aktivnost MP je odvisna od Zn?*
iona v aktivnem mestu encima (20). V stru-
pu modrasa so prisotni tudi tripeptidni za-
viralci MP, ki so ene najmanjSih komponent
strupa. V strupni Zlezi preprecujejo katali-
ti¢no in avtokataliti¢no aktivnost MP (po-
leg drugih mehanizmoyv, kot je izraZanje MP
v obliki proencima, nizek pH, ki upocasni
katalizo, in visoka koncentracija citratnih

Slika 4. Mesta delovanja beljakovin iz modrasovega strupa v hemostatskem sistemu (48). TF - tkivni dejavnik
(angl. tissue factor), MP - metaloproteinaze, VII, Vlla, X, Xa, Va, Il, I1a, IX, IXa, VIII, Vllla — faktorji strjevanja,
SP — serinske proteaze, vWF — von Willebrandov dejavnik (angl. von Willebrand factor), GP VI - glikoproteinski
receptor za kolagen (angl. glycoprotein VI), GPIb — trombocitni receptor za glikoprotein Ib (angl. glycoprotein
Ib), TXA2 — tromboksan A2, DIZ - disintegrini, CLP - beljakovine, podobne lektinom tipa C (angl. C-type
lectin-like proteins), LAAO - L-aminokislinske oksidaze, VEGF - Zilni rastni dejavnik (angl. vascular endot-
helial growth factor), ollbpB, — trombocitni fibrinogenski receptor (angl. integrin o-1lb §,).
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ionov, ki kelirajo Zn?* ione). Iz strupa modra-
sa je bil zaenkrat izoliran le tripeptid z ami-
nokislinskim zaporedjem piroglutamat-li-
zin-triptofan (pEKW). pEKW peptid je Sibek
reverzibilni zaviralec MP, ki z nizko afini-
teto do aktivnega mesta na MP in visoko
koncentracijo v strupu omogoca ucinkovito
zavoro MP znotraj strupne Zleze in hitro ak-
tivacijo MP v telesu Zrtve po ugrizu (20).
MP vplivajo na Zilne stene majhnih
kapilar tako, da s proteoliti¢no razgradnjo
komponent bazalne membrane in zunajce-
licnega matriksa oslabijo njihovo struk-
turo, kar privede do krvavitev. Omenjene
MP in vitro razgrajujejo nidogen, fibro-
nektin in kolagen tipa IV (49-52). Izolira-
ni so bili visokomolekularni hemoragini iz
druZine MP razreda P-IIla (monomerna
Vipera ammodytes hemoragina (VaH) 1
in VaH?2) ter razreda P-IIIc (homodimer-
ni VaH3 ter heterodimerna amoditagin in
VaH4) (50-53). Najdeni so bili tudi njihovi
nehemoragi¢ni homologi, ki spadajo med
MP razreda P-11Ia, monomerna Vipera am-

modytes fibrinogenaza (VaF) 1 ter P-IIlc,
amoditaza, ki pa imajo fibrino- in fibri-
nogenoliti¢no vlogo, opisano spodaj (49,
54). Intenziteta razgradnje je najverjetne-
je pogojena z afiniteto interakcije med MP
in komponento zunajceli¢nega matriksa,
hemoragic¢na aktivnost MP pa delno od
stopnje njihove glikozilacije, katere vloga
Se ni povsem jasna (55, 50).

Modrasov strup vsebuje tudi najmanj pet
razli¢nih izooblik LAAO (19). LAAO, ki
obicajno nastopajo v homodimerni obliki, da-
jejo modrasovemu strupu znacilno rumen-
kasto barvo zaradi prosteti¢ne skupine, fla-
vin adenin dinukleotida (slika 5). Njihov
toksicen ucinek naj bi bil povezan z delova-
njem vodikovega peroksida, ki se tvori pri
reakciji oksidativne deaminacije L-aminoki-
slin in sproZi apoptozo endotelnih celic (48).

Vazodilatacija

Hemoragi¢ni ucinek strupa povecujejo kom-
ponente z vazodilatacijskim delovanjem,
npr. homodimerni vamin, ki spada v druZino

Slika 5. Vodna raztopina liofiliziranega modrasovega strupa. Znacilno rumeno barvo mu dajejo L-amino-
kislinske oksidaze.
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Zilnih rastnih dejavnikov (angl. vascular
endothelial growth factor, VEGF) tipa F in se
s podobno afiniteto kot endogeni VEGF spe-
cifi¢no veZe na receptor Zilnega rastnega de-
javnika 2 (angl. vascular endothelial growth
factor receptor 2, VEGFR-2). Vamin povzroca
vazodilatacijo in padec krvnega tlaka, saj
spodbuja tvorbo duSikovega oksida v endo-
teliju, sproZa delitev endotelijskih celic,
pospesi angiogenezo in poveca prepustnost
kapilar, s ¢imer olajSa tudi absorpcijo kacjih
toksinov v krvni obtok (57). Vazodilatator-
no delujejo tudi plazemskemu kalikreinu
podobne SP, ki z razgradnjo visokomoleku-
larnega kininogena spro$c¢ajo vazodila-
tatorni bradikinin, vazoaktivne snovi iz
plazemskih kininogenov in razgrajujejo
angiotenzin I (58). Bradikinin sodeluje tudi
kot posrednik v nastanku bolecine in lah-
ko v vecgjih koli¢inah sproZi drisko, s ¢imer
bi lahko vsaj teoreti¢no prispeval tudi
k izraZanju teh simptomov v klini¢ni sliki
(slika 2). Drugih ucinkov bradikinina, kot so
kaSelj, kréenje gladkih miSic v prebavilih,
dihalnih poteh in rodilih ter povecano iz-
lo€anje nekaterih sluznic, pri bolnikih po
ugrizu kace niso zasledili.

Zaviranje agregacije trombocitov

Komponente modrasovega strupa delujejo
tudi na aktivacijo trombocitov. Hemoragicni
MP VaH3 in VaH4 Sibko zavirata od kola-
gena odvisno agregacijo trombocitov, med-
tem ko nehemoragic¢ni VaF1 in amoditaza
nanjo ne vplivata (49, 52). Od kolagena od-
visno agregacijo trombocitov zavirata tudi
MP podrazreda P-111d s sposobnostjo akti-
vacije faktorja strjevanja X, VAFXA (angl.
Vipera ammodytes ammodytes factor X acti-
vator) I in VAFXA-II (59). MP razreda P-II1
zavirajo od kolagena odvisno agregacijo
trombocitov, tako da preprecijo interakci-
jo med integrinom o.,B, in kolagenom (48).
Disintegrini z vezavo na integrine in vitro
intenzivno zavirajo od kolagena in ADP od-
visno agregacijo trombocitov. Disintegrini
iz modrasovega strupa zavirajo agregacijo

trombocitov tako, da se veZejo na fibro-
nektinski receptor o.3,, ki ima pomembno
vlogo pri procesih angiogeneze, in zavirajo
migracijo rakavih celic (60). Disintegrini se
v strup sprostijo na dva nacina: s potransla-
cijsko razgradnjo (proteolizo) modrasovih
MP P-II na posamezne domene (MP namrec
vsebujejo ve¢ domen, ena izmed njih je di-
sintegrinska) ter z izraZanjem preko krat-
kih prepisov informacijske ribonukleinske
kisline (angl. messenger ribonucleic acid,
mRNA), ki kodira le disintegrin (20).

Zaviranje aglutinacije trombocitov, od-
visne od ristocetina in vitro, je posledica
prisotnosti CLP, ki pa niso imeli vpliva na
agregacijo trombocitov, odvisno od ADP in
kolagena. Na podlagi podobnih CLP iz ka¢jih
strupov domnevamo, da se modrasovi CLP
specifi¢no veZejo na trombocitni receptor
za glikoprotein (GP) Ib ter in vivo pre-
precijo interakcijo z von Willebrandovim de-
javnikom (angl. von Willebrand factor, VIWF).
S tem ovirajo proces od VWF odvisne ag-
lutinacije trombocitov in adhezije trombo-
citov na subendotelijski kolagen, izpostav-
ljen na mestih poSkodovanega Zilnega
endotelija (24). CLP naj bi bili glavni pov-
zrocitelji trombocitopenije, ki je razmero-
ma pogost klini¢ni znak pri bolnikih po
ugrizu navadnega gada ali modrasa (25, 61).

Od kolagena in ADP odvisno agregaci-
jo ter od ristocetina odvisno aglutinacijo
trombocitov in vitro znatno zavirajo tudi
SPLA2 (AtxA, AtxB, AtxC, Atnl1, AtmI2) (27).
Predvidevajo, da je vpliv sSPLA2 na agrega-
cijo trombocitov posledica njihove fosfo-
lipoliti¢ne aktivnosti (48). Na agregacijo
trombocitov pa lahko preko Se ne povsem
pojasnjenih mehanizmov vplivajo tudi
LAAQO, ki jo lahko bodisi zavirajo ali spodbu-
jajo. Vloga LAAO v modrasovem strupu Se
ni pojasnjena (48).

Antikoagulantni uginki

Beljakovine modrasovega strupa zavirajo
proces koagulacije z razgradnjo fibrinoge-
na, fibrina, protrombina in faktorja X ter



64 Vid Leban, Miran Brvar, Igor Krizaj, Adrijana Leonardi, Katarina Cerne Strupene kace v Sloveniji ...

z zaviranjem nastanka protrombinaznega
kompleksa. Mocno fibrinogenoliti¢ne so
MP razreda P-III, poleg njih pa tudi MP raz-
redov P-I in SP (49-53). Vipera ammodytes
serinska proteinaza 1 (VaSP-1) ima Sirok
spekter delovanja, saj poleg fibrinogena in
fibrina razgrajuje tudi protrombin, faktor X
in plazminogen ter s tem najverjetneje pov-
zroci porabo faktorjev strjevanja v krvi in
vivo (62). VaH3, VaH4, VaF1 in amoditagin
cepijo teZko verigo faktorja X, kar ustvari
encimsko neaktivne produkte, zavira nasta-
janje aktivirane oblike faktorja X in posle-
di¢no fibrina (50). NajizrazitejSo antikoagu-
lantno aktivnost imajo AtxA, AtxB in AtxC,
ker z vezavo na aktivirano obliko faktorja
X preprecijo nastanek protrombinaznega
kompleksa. Mocno podaljSajo protrombin-
ski ¢as in aktivirani delni tromboplastinski
¢as (63).

Prokoagulantni u¢inki

V modrasovem strupu se nahajajo tudi pro-
koagulantne komponente (nekatere MP in
SP), ki aktivirajo faktorje strjevanja IX, X in
protrombin in s tem povzrocijo njihovo po-
manjkanje (24). V redkih primerih lahko
s tem povzrocijo razSirjeno znotrajZilno
koagulopatijo (21, 64). Prokoagulantni uci-
nek imata npr. Ze zgoraj omenjeni VAFXA-
I in VAFXA-II (54).

SESTAVA IN DELOVANJE STRUPA
NAVADNEGA GADA

Najvedji deleZ beljakovin v gadovem strupu
obsegajo nenevrotoksi¢ne sPLA2, ki jim sle-
dijo SP, LAAO, CLP in CRISP. Beljakovine,
podobne angiotenzinu, kininogenaze in MP
predstavljajo manjsi deleZ (16, 20).

Lokalni ucinki

Nekrozo, oteklino in hemoragi¢ne mehur-
je po koZi poleg MP povzroca tudi hialuro-
nidaza. Ta z razgradnjo hialuronske kisline
v zunajcelinem matriksu povecuje prepust-
nost tkiv in absorpcijo strupa (10).

Nevrotoksicnost

V strupu navadnega gada je tudi nekaj
nevrotoksi¢nih sestavin, npr. LAAO, ki
povzrocajo Zivéno-miSi¢no blokado s po-
Skodbo celi¢ne membrane. Med sestavine
z moZnim nevrotoksi¢nim delovanjem
uvrSéamo tudi CRISP, ki bi lahko zavirali
prevajanje signala po Zivénem vlaknu z de-
lovanjem na napetostno odvisne ionske
kanalcke. Nevrotoksi¢ne sPLA2 so nasli
v strupu slovaSkega gada, v strupu ruske-
ga gada pa ne (16, 20, 22). Nevrotoksicni
udinki strupa navadnega gada so zelo redki.
Opisani so bili samo v dveh primerih ugri-
zov, na MadZarskem in v Bolgariji (65, 60).
Na MadZarskem sta se pri bolniku po ugri-
zu navadnega gada prehodno razvila 3kilje-
nje in dvojni vid, ki sta trajala 11 ur in nato
spontano izzvenela (65). V Bolgariji pa je
ugriz gada podvrste Vipera berus bosniensis
povzrocil dvojni vid in obojestransko po-
veSenje veke (60).

Kardiotoksicnost

V literaturi so opisani tudi primeri kardio-
toksitnega delovanja strupa navadnega
gada, npr. miokardni infarkt, spremembe
vala T in dviga spojnice ST, preddvorno-pre-
katni blok 2. stopnje, preddvorna fibrilacija
in druge motnje srénega ritma (61, 67-72).
Ucinke na sréno miSico podobno kot pri mo-
drasovemu strupu pripisujemo AtnlL, za ka-
terega vemo, da je prisoten tudi v strupu
navadnega gada (20, 35).

Ucinki na hemostazo in krvozilni

sistem

Strup navadnega gada ima preteZzno hema-

totoksicen ucinek, h kateremu prispevajo

Stevilne komponente, podobno kot pri mo-

drasu (16, 73-77):

+ Razli¢ni hemoragini, pa tudi LAAO, ki po-
vecajo krvavitev s poSkodbo Zilne stene.

» Beljakovine, ki spremenijo delovanje trom-
bocitov in povzrocajo trombocitopenijo
(LAAO, CLP, disintegrini in nekatere MP).
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» Razli¢ne komponente z antikoagulacij-
skim ucinkom (predvsem razli¢ne SP in
SPLA2)

« Aktivatorji faktorjev strjevanja krvi, npr.
protrombina in faktorja X (angl. Vipera
berus Factor X Activating Enzyme, VBFXAE)

+ MP, ki delujejo tudi fibrinogenoliti¢no, akti-
virajo plazminogen ter razgrajujejo fibrin.

Avtokataliti¢no delovanje MP tako kot pri
modrasu zavira tripeptid pEKW (20). Izoli-
ranih in dolocenih je bilo osem razli¢nih
vrst vecinoma homodimernih CLP, ki so
homologni CLP iz drugih vrst gadov (10).
Opisan je bil heterodimerni disintegrin
VB7 (lat. Vipera berus 7), ki se mocno veZe
na receptor za fibronektin (integrin o.,) in
s tem zavira adhezijo celic na fibronektin
v krvni plazmi in zunajceli¢nem matriksu
(78). Fibronektin ima pomembno vlogo pri
celjenju ran in tvorbi krvnega strdka (79).
LAAO iz strupa navadnega gada zavirajo
z ADP sproZeno agregacijo trombocitov in
vitro in sproZajo apoptozo tumorskih ce-
lic (74). V gadovem strupu so prepoznali
tudi zaviralca proteaz Kunitzovega tipa, ki
je strukturno zelo podoben zaviralcu kimo-
tripsina VaaChi v strupu modrasa (20). Za-
viralci proteaz Kunitzovega tipa zavirajo ak-
tivnost SP in lahko s tem povzrocajo motnje
v hemostazi, nekateri pa tudi blokirajo pre-
vajanje kalijevih in kalcijevih kanalckov.
Predpostavljajo, da so vpleteni tudi v nasta-
nek bolecine (20).

V strupu navadnega gada so nasli 3tiri
peptide, ki povecujejo delovanje bradikinina
in s tem njegov ucinek na zniZanje krvnega
tlaka (16). V strupu so prisotni tudi natri-
ureti¢ni peptidi, ki so s sinergisti¢nim uéin-
kom najverjetneje glavni povzrocitelji pad-
ca sistemskega krvnega tlaka, opaZenega pri
nekaterih bolnikih po zastrupitvi s strupom
navadnega gada (20, 71). Nasprotni u¢inek
pa imajo aspartatne proteaze, po funkciji in
aminokislinskem zaporedju podobne ¢lo-
veSkemu reninu. Te s proteolizo pretvarjajo
angiotenzinogen v angiotenzin I, ta pa se

dalje cepi v angiotenzin II, ki povzroca va-
zokonstrikcijo (16, 20). Neposredni ucinek
vazokonstrikcije skupaj z ostalimi ucinki
angiotenzina II, kot so povecanje izlo¢anja
noradrenalina iz simpati¢nega Zivcevija,
zadrZevanje soli preko povecanega izlocanja
aldosterona in reabsorpcije natrija v prok-
simalnih tubulih, prispeva k zviSanju krv-
nega tlaka. Z viSanjem krvnega tlaka naj bi
aspartatne proteaze prispevale k poskodbi
tkiva, ki jo povzro€ajo MP, in olajSale Sirje-
nje strupa po krvnem obtoku (20).

SESTAVA IN DELOVANJE STRUPA
LASKEGA GADA

Tudi v strupu laS8kega gada so prisotne pro-
teaze, hialuronidaze, kininogenaze ter kom-
ponente z vplivom na hemostatski sistem
(npr. aktivatorji protrombina) (14).

Lokalni ucinki

Ugriz laSkega gada povzroci predvsem
lokalno bolecino in otekanje, ki se jima pri
teZjih primerih lahko pridruZijo tudi sistem-
ski znaki. Opisan je npr. neznacilen primer
tromboze v podrocju iliakalnih Zil s posle-
di¢nim infarktom crevesa (80).

Nevrotoksicnost

Redkeje se lahko takoj po zastrupitvi s stru-
pom laSkega gada pojavijo nevroloski izpadi.
Najpogosteje se pojavi poveSanje veke, red-
keje pa oftalmoplegija, dvojni vid in motnje
vida, dizartrija, disfonija, paraliza kroZne
ustne miSice (lat. m. orbicularis oris), motnje
poZiranja in parestezije (12, 81-83). Pojav
nespecifi¢nih nevroloskih znakov (npr. zas-
panost, omotica, vrtoglavica, oslabelost)
obicajno sledi 4-12 ur po ugrizu (84-87).
Opisan je celo pojav Guillain-Barréjevega
sindroma pri bolniku, ki ga je ugriznil laski
gad v Alpah juZne Francije in ni prejel pro-
tiseruma. Za ta sindrom je znacilna nenad-
na hitro potekajoca avtoimunska okvara
perifernega Zivcevija, ki se kaZe z ohlapno
miSi¢no oslabelostjo in blago okvaro di-
stalne senzorike. Pri omenjenem bolniku so
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z metodo prenosa western dokazali navzkriZ-
no reaktivnost med monosiali¢nim ganglio-
zidom 2 (angl. monosialic ganglioside 2, GM2)
in glikozidnimi epitopi na beljakovinah
v ka¢jem strupu. NevroloS8ka motnja v tem
primeru ni bila posledica nevrotoksinov
v strupu, ampak avtoimunske reakcije (88).

Opisani primeri ugrizov z nevrolosko
simptomatiko se pojavljajo le na manjSem
podrodju jugovzhodne Francije in Italije,
najverjetneje zaradi posebnosti v sestavi
strupa med geografsko locenimi populaci-
jami podvrste Vipera aspis aspis, ki vsebu-
je nevrotoksine (82-86, 89). Domnevno so
te populacije nastale s kriZzanjem med Vi-
pera ammodytes ammodytes in Vipera aspis
aspis (22). V genetskem zapisu laSkega gada
so odkrili gene za razli¢ne sPLA2, ki imajo
glavno vlogo v nevrotoksi¢nosti strupa la-
Skega gada: heterodimerni vaspin ter mo-
nomerne AtxA, AtxB in AtxC (85, 86, 90, 91).
Pirazzini in sodelavci so v poskusih na ce-
licnih kulturah Zivcev dokazali, da sPLA2
v strupu laSkega gada povzrocajo izbokline
na Zivénih celicah (92). V poskusih na miSih
sSo z injiciranjem strupa laskega gada v miSi-
co povzroc€ili miSi¢no paralizo (odsotnost
kréenja miSice soleus) in z elektrofiziolo-
Skimi metodami dokazali motnje Zivéno-
miSicnega prenosa. Z imunohistokemicnimi
barvanji so ugotovili, da strup laskega gada
povzroci propadanje Zivénega koncica pri
motori¢nem nevronu (92).

Kardiotoksi¢nost

Pri zastrupljencih in poskusnih Zivalih je
strup laSkega gada posredno preko sistem-
skega porasta tumor nekrotizirajoc¢ega de-
javnika (angl. tumor necrosis factor, TNF)
povzrocil tudi kardiotoksicne ucinke (85, 93).
Citokini, kot je TNF, povecajo vnetni odziv
in oslabijo kr¢ljivost srca.

Ucinki na hemostazo in krvozilni
sistem

Strup laskega gada vsebuje tudi hemora-
gicne komponente, aktivator faktorja X in

komponente, ki povecajo prepustnost kapi-
lar ter povzrocajo hipotenzijo preko kalikrei-
nu podobnega delovanja (94-97).

PROTISERUMI

Kljub temu da se sistemski znaki zastru-
pitve pri ugrizih evropskih strupenih kac
razvijejo redkeje kot pri ugrizih Stevilnih
drugih kag, imajo lahko zastrupitve resen
potek z Zivljenje ogroZajocimi zapleti, pred-
vsem pri otrocih in starejSih osebah. Zmer-
ne do hude zastrupitve zahtevajo uporabo
protiseruma (98, 99). Protiserume pridobi-
vamo z imunizacijo konjev ali ovac, ki jim
v telo vbrizgamo nara$cajoce odmerke ce-
lotnega strupa. Zivali tvorijo proti razli¢nim
komponentam strupa usmerjena protitele-
sa, ki so nato izolirana iz njihove plazme in
ustrezno predelana. Nekateri avtorji menijo,
da so ov¢ji protiserumi manj imunogeni
(povzrocali naj bi manj alergijskih reakcij)
in zato varnejsi od konjskih (100). Afinitetno
oCiSc¢eni protiserumi naj bi imeli tudi ve¢jo
ucinkovitost na miligram fragmentov pro-

titeles kot neocisceni (101).

Sestava protiserumov

Protitelesa imunoglobulin (Ig) G so sestav-
ljena iz dveh lahkih in dveh teZkih verig,
ki so medsebojno povezane z disulfidnimi
vezmi. Verige enega protitelesa tvorijo dva
fragmenta z vezavnim mestom za antigen
(angl. fragment antigen-binding, Fab) in en
fragment za vezavo na druge elemente imun-
skega sistema (angl. fragment crystallizable
region, Fc). Vloga nativnih protiteles tipa IgG
v organizmu je nevtralizacija mikroorganiz-
mov ali strupov z vezavo na njihove epito-
pe, aktivacija komplementa in opsonizacija.
Pri izdelavi protistrupa s pomocjo encim-
ske razgradnje s pepsinom oz. papainom
praviloma odstranijo regijo Fc, zato proti-
strupi vsebujejo samo fragmente z regijami
za vezavo antigena (monovalenten Fab ali
dvovalenten F(ab’),) za razli¢ne komponente
strupa, ki ohranijo nevtralizacijske lastnosti,
do aktivacije komplementa in opsonizacije
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pa ne pride (slika 6). Ce je regija Fc odstra-
njena, so fragmenti v protiserumu manj
imunogeni, kar povecuje varnost protiseru-
ma (100).

Pregled farmakoloskih

lastnosti

Protiserum po uporabi tako veZe in nevtra-
lizira komponente strupa, spremeni njego-
vo porazdelitev po telesu, zato pride manj
strupa v tarcna tkiva, in vpliva na njegovo
izlo€anje iz telesa (101). Fragmenti Fab ima-
jo v telesu krajsi razpolovni ¢as od frag-
mentov F(ab), ali celih protiteles tipa IgG.
Zaradi tega je verjetnost, da se pri upora-
bi protiserumov s fragmenti Fab klini¢na
simptomatika povrne, vsaj teoreticno vedja,
saj se strup pocasi absorbira iz mesta ugri-
za v podkoZju in dlje ¢asa zadrZuje v telesu
kot fragmenti Fab. To lahko zahteva dodat-
ne odmerke protiseruma (101). Vi§ji od-
merki protiseruma pa predstavljajo vecjo
koli¢ino heterolognih beljakovin, ki jih pri

zdravljenju prejme bolnik, kar povecuje
moZnost nastanka serumske reakcije in
zviSuje stroSke zdravljenja. Po drugi strani
pa je pogostost neZelenih u€inkov pri upo-
rabi protiserumov s fragmenti F(ab), in Se
posebej IgG bistveno vecja (102). Fragmen-
ti Fab in F(ab), so namre¢ manj imunoge-
ni kot celotno protitelo (100).

Razlika med fragmenti Fab in F(ab), ter
celotnimi protitelesi je tudi v njihovi poraz-
delitvi po telesu, saj fragmenti z manjSo mo-
lekulsko maso laZje prodirajo v tkiva in so
tako (vsaj teoreticno) uc€inkovite;jsi. Njiho-
vo ucinkovitost po drugi strani zmanjSuje
Ze omenjeno hitrejSe izloCanje in zaradi bolj-
Sega prodiranja v tkivo tudi ve¢ji volumen
porazdelitve. Iz teh razlogov je teZko vna-
prej napovedati, katera vrsta protiseruma
je pri zastrupitvi s strupom dolocene vrste
kace bolj u€inkovita in varna (100).

Fragmenti protiteles z vezavo na raz-
licne komponente ka¢jega strupa v plazmi
zastrupljenca tvorijo neaktivne komplekse,

Fab
regija za vezavo antigena

H.N,

5

veriga

Fc
regija za vezavo na druge
elemente imunskega sistema  HooC COOH

tezki verigi

protitelo IgG
(~150 kDa)

mesto vezave antigena

H.N NH,

NH

Fab

.Iahka (~50 kDa)
veriga
papain
pepsin
F(ab),
S ss 'S,
SS
'
(~110 kDa)

Slika 6. Zgradba imunoglobulina G in dela protitelesa, ki vsebuje vezavna mesta za antigen, ki nastane
z encimsko razgradnjo (100). Fab - fragment z enim vezavnim mestom za antigen (angl. fragment antigen-
binding), Fc - fragment za vezavo na druge elemente imunskega sistema (angl. fragment crystallizable
region), F(ab’), - fragment z dvema vezavnima mestoma za antigen (angl. fragment antigen-binding), 1gG -
imunoglobulin C.
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ki jih odstrani monocitno-makrofagni si-
stem, pri kompleksih manjSe velikosti (frag-
menti Fab) pa se lahko v manj$i meri izlo¢ijo
iz telesa tudi z urinom (100).

Uporaba protiserumov v Evropi

in v Sloveniji

V Evropi izdelujejo osem razli¢nih vrst pro-
tiserumov (Biomed®, Bulbio®, Microgen®,
Vetel®, Viekvin®, ViperaTAb®, ViperFAV™
in zagrebski protiserum »Immunoserum con-
tra venena viperarum europaearums), vendar
so podatki o njihovem delovanju skromni,
primerjave ucinkovitosti med njimi pa zelo
skope (98, 103). Zelo malo je predklini¢nih
raziskav protiserumov, randomiziranih kli-
ni¢nih raziskav, ki bi primerjale njihovo
ucinkovitost in varnost, pa nimamo. Nobe-
den od protiserumov na evropskem trzis¢u
ni odobren s strani Evropske agencije za
zdravila (European Medicines Agency). Sest
proizvajalcev priporoca vnos v miS$ico, dva
pa v veno (98). Lamb in sodelavci so objavili
raziskavo ulinkovitosti razli¢nih protiseru-
mov, ki temelji na objavljenih predklini¢nih
raziskavah, klini¢nih primerih ter serijah
primerov, ki so v glavnem retrospektivne-
ga znacaja (98). Njihova raziskava je zajela
2.602 bolnikov, ki so bili zdravljeni z enim
od protiserumov. Najvec¢ (kar 2.061) bolnikov
je prejelo »Immunoserum contra venena vipe-
rarum europaearum, ViperFAV™ ali Vipera-
TADb®. Vnos protiseruma v veno je bil pove-
zan s kratko bolnidni¢no oskrbo, ki v primeru
vnosa v miSico ni bila potrebna. Nekatere
raziskave niso zaznale razlike med dolZino
bolni$ni¢ne oskrbe pri bolnikih z enako stop-
njo resnosti zastrupitve, ki so prejeli proti-
serum ali pa ne. Porocil o veckratnem odmer-
janju priporocenega odmerka zaradi slabega
ucinka ali relapsa klini¢ne simptomatike je
malo (230/1.490 primerov), prav tako je
malo tudi poro¢il o neZelenih ucinkih pro-
tiserumov (37/2.408 primerov, med njimi
je sedem porocil o pojavu anafilakti¢ne reak-
cije), kar bi lahko kazalo na to, da so sodobni
protiserumi v sploSnem varna zdravila (98).

Do nedavnega smo v Sloveniji uporab-
ljali »Immunoserum contra venena viperarum
europaearum, ki pa od leta 2012 dalje za-
radi neizpolnjevanja zahtev Evropske uni-
je pri nas ni ve€ na razpolago. Kot nado-
mestilo je bil nato do leta 2015 na voljo
ViperFAV™, vendar tudi slednjega v Slove-
niji ni ve€ moZno kupiti. V zadnjih letih pri
zdravljenju zastrupljencev uporabljamo Vi-
peraTAb®. Nova spoznanja o farmakokineti-
ki protiserumov so prinesle nedavno objav-
ljene raziskave klini¢nih primerov bolnikov
iz Slovenije (47, 104). Primerjavo omenje-
nih treh protiserumov predstavlja tabela 1.

Specificnost protiseruma
ViperaTAb®

V klini¢ni praksi je pogosto teZko zaneslji-
vo razlikovati med ugrizom modrasa in na-
vadnega gada. Do nedavnega je bilo vpra-
Sanje vrste kace zgolj teoreticnega pomena,
danes pa imamo na voljo le monospecifi¢en
protiserum ViperaTAb®, usmerjen proti
strupu navadnega gada. Z encimsko imuno-
adsorpcijsko preiskavo (angl. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) in imuno-
blotom so dokazali imunolo8ko navzkriZzno
reaktivnost med fragmenti Fab protiseru-
ma ViperaTAb® in komponentami strupov
vseh treh strupenih kac¢ v Sloveniji. Poleg
tega je ViperaTAb® pri miSih ucinkovito
nevtraliziral smrtni ucinek strupa vseh
treh ka¢, uporabljeni odmerek strupa pa je
bil petkrat vi§ji, kot je smrtni odmerek za
miSke (4). Vendar pa nekatera klini¢na spoz-
nanja teh ugotovitev ne podpirajo. Prospek-
tivna raziskava klini¢nih primerov Brvarja
in sodelavcev je pokazala, da je pri bolni-
kih, ki jih je ugriznil modras, priporoceni
odmerek ViperaTAb® uspe3no zaustavil
Sirjenje zmerne otekline in prehodno nev-
traliziral sistemske uc¢inke (npr. tromboci-
topenijo), pri zastrupitvah s hujSimi ote-
klinami, prizadetostjo Zivcevja in vi§jimi
koncentracijami amoditoksina v serumu
paje bil le delno ucinkovit (47). Po vnosu
ViperaTAb® je koncentracija modrasovega
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Tabela 1. Nekatere znacilnosti protistrupov »Immunoserum contra venena viperarum europaearums,
ViperFAV™ in ViperaTAb® (47, 98, 104). Fab - fragment z enim vezavnim mestom za antigen (angl. fragment
antigen-binding), F(ab’), - fragment z dvema vezavnima mestoma za antigen (angl. fragment antigen-binding).

Znadilnosti »lmmunoserum contra ViperFAV™ ViperaTAb®
venena viperarum
europaearume
Proizvajalec Imunoloski institut, Aventis Pasteur, MSD, MicroPharm Limited,
Zagreb, Hrvaska Lyon, Francija Newcastle Emlyn,
ZdruZeno kraljestvo
Izvor konjski konjski ovgji
Vrsta protiseruma F(ab’), F(ab’), Fab

Vrste kat, proti strupom
katerih je izdelan

Vipera ammodytes

Vipera berus, Vipera
aspis, Vipera ammodytes

Vipera berus

Koncentracija protiteles <100 mg/ml 99-116 mg/ml 25mg/ml
Skupna koli¢ina beljakovin <1000 mg 396-468 mg 200mg

v enem odmerku

Afinitetna otis¢enost ne ne da
Priporo¢en odmerek 10 mlim. (v hudih 4mliv. 8 mliv.

in pot vnosa primerih do 40 ml iv.)

Nevtralizirajoce enote >50ml 125ml >100 ml
protistrupa pri ugrizu

Vipera berus

Nevtralizirajoce enote >100ml 250 ml ni podano
protistrupa pri ugrizu

Vipera ammodytes

Nevtralizirajoce enote >100ml 250 ml ni podano

protistrupa pri ugrizu
Vipera aspis

strupa v serumu upadla. Na koncentracijo
amoditoksina protiserum ni imel vpliva (47).

Ucinkovitost in varnost
protiserumov

Vprasljiva je tudi u€inkovitost zdravljenja
ugriza modrasa z enkratnim priporocenim
odmerkom ViperFAV™, ki naj bi bil sicer
ucinkovit proti strupom vseh treh vrst stru-
penih ka¢ v Sloveniji. Pri moSkem, ki ga je
ugriznil modras, je Sele po prejemu dveh
priporoéenih odmerkov ViperFAV™ prislo
do zmanjSanja lokalne otekline in povecanja
Stevila trombocitov, ¢eprav je bil izracunan
razpolovni ¢as protiseruma med najvi§jimi
znanimi. Z vi§jimi odmerki protiseruma
nara$ca tveganje za pojav motenj srénega

ritma in drugih neZelenih ucinkov, zato je
nujno opazovanje takega bolnika (103). Pri
omenjenem moSkem se je namre¢ med in-
fuzijo drugega odmerka ViperFAV™ po-
slabSala Ze obstoje€a sinusna bradikardija
in se je pojavil nadomestni nesinusni ritem.
Do podobnih ugotovitev sta prisla tudi
Personne in Hultén, ki ocenjujeta, da do po-
novitve klini¢ne simptomatike pri bolnikih
po ugrizu navadnega gada, ki so prejeli le
en odmerek ViperaTAb®, prihaja razmero-
ma pogosto (pri najmanj 20 % primerov),
kar zahteva dodaten odmerek protiseruma
(105). Razlog za omenjeni pojav je najver-
jetneje krajSi razpolovni ¢as protiseruma
v primerjavi z razpolovnim ¢asom strupa
navadnega gada v krvi bolnika (105).
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Pri presoji u¢inkovitosti in varnosti pro-
tiserumov ima pomembno vlogo tudi nacin
vnosa protiseruma Vv telo. Kinetika pri im.
vnosu, ki ga priporoca proizvajalec »Immu-
noserum contra venena vipe-rarum europaea-
rume, je namrec bistveno drugacna kot pri
iv. Fragmenti F(ab’), so po vnosu v miSico
prisotni v telesu Se ve€ tednov, ko strupa kace
sploh ni mogoce vec dokazati, medtem ko je
v €asu vnosa v miSico, ko je bolnikovo kli-
nicno stanje najbolj resno, njihova koncetra-
cija v serumu razmeroma nizka. Vsaj teore-
ti¢no bi bil daljsi ¢as izlo€anja protiseruma
iz telesa lahko povezan z ve¢jim tveganjem
za alergijske reakcije in serumsko bolezen.

V Zelji po vedji u€inkovitosti in varno-
sti protistrupov se v zadnjem ¢asu razvija-
jo novejsi, selektivno delujoci protistrupi,
ki so specifi¢no usmerjeni le proti najbolj
toksi¢nim komponentam kacjega strupa.
Obetaven je protiserum, pridobljen z imu-
nizacijo zajcev z amoditaginom, ki je popol-
noma nevtraliziral hemoragi¢no aktivnost
celotnega strupa v podganah (50). Spodbud-
ne rezultate so pri poskusih na Zivalih do-
bili tudi z varespladibom, ki nevtralizira
ucinke sPLA2 pri 28 vrstah medicinsko po-
membnih strupenih ka¢, med katerimi je
tudi navadni gad (100).

ZAKLJUCEK

Kljub Stevilnim raziskavam in objavam
o venomiki kag¢jih strupov in izjemno raz-
nolikih beljakovinah, ki jih ti vsebujejo, je
naSe poznavanje njihove sestave in delova-
nja Se vedno nepopolno. Poznavanje bio-
lo8kih lastnosti, sestave in delovanja kacjih
strupov ne omogoca le razvoja novih in ucin-
kovitejSih protiserumov, ampak tudi mo-
lekularnih orodij za raziskave fizioloSkih
procesov in laboratorijsko diagnostiko (npr.
dolocanje ekarinskega in reptilaznega ¢asa,
koncentracije beljakovin C in S, faktorjev
V in X, vWF, pomanjkljivosti kompleksa
VWE/GPIb). Omogoca nam tudi razvoj (iska-
nje) spojin vodnic za nova zdravila, upo-
rabna za zdravljenje raka, bolezni Ziv€evja
in sréno-Zilnih bolezni (16, 60). Raziskave
hemostatsko aktivnih beljakovin iz ka¢jih
strupov so Ze privedle do nastanka antihi-
pertenzivnih (npr. Captopril®), antiagrega-
cijskih (npr. Integrilin®, Aggrastat®), trom-
boliti¢nih (npr. Defibrase®) in prokoagulant-
nih zdravil (npr. Haemocoagulase®) (23, 107).
Koncepti imunotromboze, s katerimi si raz-
lagamo povezavo med vnetnimi in trombo-
tiénimi procesi, ki pri nekaterih stanjih po-
tekajo so€asno, pa nudijo osnovo razvoju
protivnetnih zdravil. Ugotovljeno je bilo, da
disintegrin rodostomin deluje protivnetno
preko zaviranja tvorbe citokinov v fagoci-
tih (107).
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