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1. UuvOoD

1.1. Opcenito o zmijama

Zmije (Serpentes ili Ophidia) prepoznatljive su po izduzenom su tijelu koje je pokriveno
roznatim ljuskama. Glava im je jajolika ili trouglasta (ovisno o vrsti). Po obliku roznoga
pokrivaca glave moze se odrediti sistematska pripadnost zmija. Tjelesni rozni pokriva¢ zmije
presvlace nekoliko puta godiSnje. Nemaju vanjskih udova, a kraljeznica, koju ¢ini 400
povezanih kraljezaka, omoguéuje im veliku pokretljivost. Rebra im zavrSavaju slobodno u
tijelo, a lijevo pluéno krilo smanjeno je ili zakrzljalo. Premda im je slusna ko$cica dobro
razvijena, nemaju ni bubnji¢ ni slu$ni kanal. Zato zvu¢ne valove primaju preko podloge. Jezik,
dug i rasljast, sluzi im kao organ opipa i mirisa. Zubi zmijama sluze isklju¢ivo za hvatanje i
pridrzavanje plijena. Zmije po nacinu prehrane spadaju u mesozdere. Sitne vrste zmija hrane se
gujavicama i kukcima, a velike vrste kraljeznjacima. Bez hrane mogu izdrzati ¢ak i po godinu
dana. U umjerenom klimatskom podrucju spavaju zimski san zavlace¢i se u pukotine u tlu, dok

u tropskim podru¢jima miruju u sus$nim razdobljima (Ravi¢, 2006).

Zmije su taksonomski raspodijeljene u pet porodica: Typhlopidae (Sljeparice), Boidae

(Krzljonoske), Columbridae (Guzevi ili Smukovi), Elapidae (Guje) i Viperidae (Ljutice).

1.2.  Zmije otrovnice

U zmije otrovnice svrstavaju se ¢lanovi porodice Elapidae i Viperidae. Ugriz zmije otrovnice
ostavlja trag dva o¢njaka 1 ponekad trag ostalih zuba dok ugriz neotrovne zmije ostavlja trag
dva reda zuba bez traga o¢njaka (Young, 1985). Otrovni aparat sastoji se od tri dijela: otrovne
zlijezde s izvodnim kanalom, otrovnog zuba i miSica koji istiskuje otrov pri ugrizu. Histoloski
gledano, otrovna Zlijezda pripada tipu sloZenih tubularnih Zlijezda. Sastoji se od mnogobrojnih
tubula koji se izlijevaju u zajednicki izvodni kanal zlijezde. MiSi¢ je srastao sa vezivnim
omotom zlijezde te svojom kontrakcijom, u trenutku ugriza otrovnice, vrsi pritisak na zlijezdu
i potiskuje otrov u mjesto ugriza (Radovanovic¢, 1965). Otrov zmiji sluzi kako bi: a) paralizirala,

usmirtila i zapocela probavljanje plijena i b) za zastitu od mogucih predatora i drugih opasnosti.



Otrov sadrzi zootoksine. Njih izlu¢uju preoblikovane Zlijezde slinovnice. Otrov sadrzi vise od
dvadesetak komponenti. Medu njima je mjesavina enzima, proteina i toksina koji omogucavaju
imobilizaciju zivotinje, dok neki enzimi sluze u probavi plijena. Vise od 90% suhog zmijskog
otrova Cine proteini. Ostatak ¢ine neproteinske komponente kao $to su ugljikohidrati i metali,
lipidi, nukleozidi, slobodne aminokiseline i biogeni amini (npr. serotonin, acetilkolin). U

proteine spadaju toksini i netoksicni proteini (Mareti¢ i Cizelj, 2014).

S obzirom na tkivo ili organske sustave na koje djeluju, razlikujemo:
- hemotoksine - uzrokuju bolno i ubrzano oticanje tkiva na mjestu ugriza i nekrozu
- neurotoksine - dovode do paralize respiratornih misi¢a te prestanka disanja

- citotoksine - unistavaju tjelesne stanice (prema tipu stanice na koji djeluju dalje se dijele na

kardiotoksine, miotoksine, nefrotoksine...)

Neurotoksini zastupljeniji su u otrovu porodice Elapidae dok su hemotoksini zastupljeniji u

otrovu porodice Viperidae.

Uz te osnovne skupine toksina, u zmijskom se otrovu nalaze i brojne druge skupine enzima kao
Sto su hijaluronidaze, fosfolipaza A2, metaloproteinaze, endopeptidaze, hidrolaze itd.
Hijaluronidaza povecava propusnost tkiva i ubrzava apsorpciju otrova. Fosfolipaza A2
ostecuje mitohondrije, leukocite, eritrocite, trombocite, zavrSetke perifernih Zivaca, skeletne
misice, dovodi do presinapticke neurotoksi¢nosti, stvara sedativni u¢inak te uzrokuje otpustanje
histamina. Metaloproteinaze djeluju na krvozilni endotel izazivajué¢i lokalna i sustavna

krvarenja te mionekrozu (Maretic i Cizelj, 2014).

Otrovnice porodice Viperidae imaju duge, sklopive zube kroz koje prolazi cjevéica. Nazivamo
ih cjevastim zubima otrovnjacima. Kroz cjevéicu zuba otrov se ispusta u plijen uzrokujuci
unutarnje krvarenje zbog proteina koji uniStavaju crvene krvne stanice, a nalaze se u otrovu.
Otrov se ubrizgava u ve¢im koli¢inama jer je sporog djelovanja (za razliku od otrova zmija
porodice Elapidae). Neke vrste kao jamicarke imaju parne jamice, izmedu oc€iju i nosnica, koje
sadrze termoreceptore. Pomocu njih stvaraju toplinsku sliku svog plijena. Jedan od

najpoznatijih predstavnika je poskok (Vipera ammodytes), najotrovnija europska zmija.

Otrovnice porodice Elapidae imaju Zlijeb koji se proteze duz prednjeg ruba svakog otrovnog
zuba. 1z tog se razloga takvi zubi nazivaju Zljebasti zubi otrovnjaci. O¢njaci su im smjesteni
sprijeda na gornjoj Celjusti te su nepomicni. Veéina guja, a pod tim se misli i na kobre, ima
otrov koji djeluje na zivéani sustav. Posljedica tog djelovanja je paraliza disnih miSica.

2



Nalazimo ih uglavnom u tropskim i suptropskim podru¢jima (Afrika, Jugoisto¢na Azija, Juzna

Amerika i Australija). Ovoj porodici pripadaju kobre, mambe i morske zmije (Young, 1985).

Predstavnice otrovnih guja (Elapidae) prepoznajemo po izduzenom tijelu s izrazito malom
glavom. Trup im je okruglastog oblika. Zbog uzduznog lednog grebena tijelo u presjeku izgleda
tupo trouglasto. Rep im je kratak, a pri vrhu je Siljastog oblika. Ljuske na glavi, koje se nazivaju

Stiti, pravilno su poredani (Herder, 1966).

1.3. Ciljrada

Cilj rada je opisati kemijsku strukturu i u¢inak a-kobra toksina kojeg pronalazimo kod vrsta
roda Naja. Prikazat ¢emo na koji nacin a-kobra toksin $tetno djeluje na organizam nakon ugriza

otrovnice, ali i na koji se nacin u istrazivanjima razmatra kao potencijalni lijek.



2. RAZRADA TEME

2.1. Rod Naja

2.1.1. Taksonomska podjela roda Naja

Pojedine su vrste kobri, poput Kraljevske kobre, svrstane u druge rodove, ali pripadnici roda

Naja najrasprostranjenije su i najpoznatije vrste kobra pa smo ih zbog toga odlucili istraziti.

Wallach, Wuster i Broadley (2007) navode da se kobre roda Naja (Laurenti, 1768) dijele na
Cetiri podroda. Podrod Naja ogranicen je na 11 azijskih vrsta. Podrod Uraeus (Wagler, 1830)

¢ine Sest vrsta ne-Strcajucih kobri koje nastanjuju savane i otvorene prostore Afrike i Arabije.
Podrod Boulengerina (Dollo, 1886) ukljucuje Cetiri ne-Strcajuce vrste Sumskih kobri. Novi
podrod proizasao je od sedam Strcajuéih vrsta Africke kobre (Afronaja). Na slici 1 prikazana je
njihova taksonomska podijela. Potrebno je napomenuti da na slici nisu dodani preostali nazivi
vrsta koje spadaju u podrod Naja, a to su: Naja oxiana, Naja philippinensis, Naja sagittifera,
Naja samarensis i Naja sumatrana.(Wallach, Wuster i Broadley, 2009).



Naja nivea
Naja senegalensis

Naja haje

3

] g Uraeus
Naja arabica

Naja annulifera
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¥

Naja anchietae

J

Naja multifasciata

= == =1— Naja christyi N
1 3 Boulengerina
Naja annulata

Naja melanoleuca

— Naja pallida
L Naja nubiae

Naja katiensis

Afronaja

[ Naja nigricollis
Q subgen. nov.

Naja ashei

Naja mossambica

§

Naja nigricincta

J |

Naja naja

Naja kaouthia

Naja atra

Naja

Naja mandalayensis

Naja siamensis

Naja sputatrix

Slika 1. Taksonomska podjela roda Naja. Na slici je prikaz podjele roda Naja u ¢etiri podroda
(Naja, Uraeus, Afronaja i Boulengerina) te svih njihovih vrsta. Uz navedene vrste, u podrod
Naja spada jos$ pet vrsta: Naja oxiana, Naja philippinensis, Naja sagittifera, Naja samarensis i

Naja sumatrana (Wallach, Wuster i Broadley, 2009).

2.1.2. Opis vrsta roda Naja

U prethodnoj taksonomskoj podjeli roda Naja spomenuli smo sve vrste, to¢nije njih 28, a u

nastavku ¢emo opisati najpoznatije.

Indijska ili azijska kobra, N. naja, moze se pronaci od Indije i jugoistocne Azije do Filipina, a

podvrste se medusobno razlikuju u bojama i prepoznatljivim oznakama. Moze dose¢i do 2 m
duljine. Kapa (kapuljaca) kod kobri formira se Sirenjem osam pari slobodnih rebara. U tom
stavu glava zmije podsjeca na Sesir. Ostala rebra leze ravno, Uz duzinu tijela. ProSirenje te

kapulja¢e zmiju u tom trenu ¢ini ve¢om i viSom, $to je jedan od nacina zastraSivanja.



Oznake na kapuljaci kod razli¢itih podvrsta govore nam o kojoj je to¢no zmiji rije¢. Na slici 2
prikazana je N. n. naja (indijska kobra ili ,,naocarka® ili binocelatna kobra) koja na kapuljaci
ima oznaku u obliku velikog slova U s parom to¢aka. Cesto se povezuju s prikazom indijskog
sviraca frule. Zanimljivo je da kobre, kao ni ostale zmije, ne ¢uju zvukove. One nisu
hipnotizirane glazbom nego se obrambeno njiSu na pokrete svira¢a frule. Kobrama koje
krotitelji koriste za redovite predstave, ve¢inom su izvadeni otrovni zubi, a izrezan im je i nabor
iz kojega izrasta dopunski otrovni zub Kkoji stupa u akciju ako prvi otrovni zub propadne
(Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).

" LA S
Cohra’de¥ant
(Naja naja)

Slika 2. Prikaz Indijske kobre (Preuzeto iz: Botanical-online, 2019).

Portugalci su tu vrstu nazvali ,,Cobra de capello® §to u prijevodu znaci zmija SeSiraca (Harder,
1966).

Monocelatna kobra ili N. n. kaouthia na svojoj kapuljaci ima jednu oznaku (zute ili narancaste

boje) u obliku slova O, dok je kapuljac¢a crne kobre ili N. n. oxiana crne boje.

Naja haje poznatija je pod nazivom egipatska kobra. Haui, egipatski krotitelji zmija jos uvijek
izvode svoje vjestine upravo s tom vrstom kobre. Starim Egip¢anima predstavlja simbol
uzviSenosti. Ova je zmija, nazvana kasnije prema staroegipatskoj rije¢i ureus, postala je jednom
od najpoznatijih zmija svijeta. Ne zna se zasto su Egipcani postovali ba§ ovu vrstu. Moguce je

da su cijenili njezino posebno drzanje Sto ga je ponekad zauzimala ili korist koju je ljudima
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omogucavala unistavajuci Stakore i miSeve. Poznata je i kao ,,Kleopatrina zmija“ jer se vjeruje
da je njenim ugrizom Kleopatra pocinila samoubojstvo. Naja haje gradom je veca od ostalih
predstavnika roda Naja, buduci da potpuno odrasli primjerci narastu do dva metra. Vecina ovih
zmija, a pogotovo egipatske kobre, izgledaju s gornje strane jednoli¢no zute kao slama, a S
donje strane svijetlozute. U podru¢ju vrata imaju nekoliko tamnijih popre¢nih pruga razli¢ite
sirine koje se protezu preko nekoliko nizova ljusaka. Postoje, medutim, mnogobrojne varijante
koje se s gornje strane tijela raznolikuju u bojama, od slamnatozute do crnosmede, U Svim

nijansama (Herder, 1966).

Znanstvenici su usporedivali morfologiju o¢njaka kod azijskih kobri s posebnih osvrtom na

pojavu ponasanja Strcanja otrova. Dvije ne-Strcajuce vrste (Naja naja i N. oxiana), imaju

nemodificirane o¢njake s velikim otvorima za ispustanje otrova. Kod ostalih sedam vrsta, za
koje se smatra da su $trcajuce (engl. spitter), znanstvenici su uo¢ili razli¢ite stupnjeve smanjenja
veli¢ine otvora za ispustanje otrova. Postoje znacajne razlike u otvorima, a ¢ini se da samo malo
smanjenje veli¢ine otvora omogucuje Strcanje. Neke vrste pokazuju razlike u strukturi o¢njaka,

a N. philippinensis pokazuje spolni dimorfizam u veli¢ini otvora za ispustanje otrova.

N. mossambica ili mozambicka Strcaju¢a kobra spada u spomenutu vrstu Strcajuc¢ih zmija.

Posebno je opasna zbog sposobnosti izbacivanja otrova na udaljenost do 3 m. Zmija se podize
s tla 1 spljosti vrat kako bi izgledala veca, a potom oprezno nacilja napadacevu glavu, osobito
o¢i. Otrov moze prouzro€iti veliku $tetu pa ¢ak i sljepocu. Ova vrsta smatra se jednom od

najopasnijih zmija u Africi, posebno zbog svog hirovitog ponasanja (Uhlenbroek, 2009).

2.1.3. Komponente otrova roda Naja

Slika 3 prikazuje zastupljenost pojedinih komponenata otrova kod roda Naja. Najveci postotak
otrova kod roda Naja ¢ine toksini s tri prsta. Ostatak otrova sadinjava fospolipaza A2,
metaloproteaze, sekrecijski proteini bogati cisteinom (CRISP), Kunitzovi inhibitozi i ostale

manje komponente otrova (Tasoulis i Isbister, 2017).



Naja (11 vrsta)

PLA,
SVSP

SVMP
3FTx

KUN
CRiSP

mMve

Slika 3. Komponente otrova specificne za rod Naja. Najveci dio zauzimaju toksini s tri prsta (3FTXx) i
fosfolipaza A2 (PLA2), a ostatak otrova ¢ine metaloproteaze (SVMP), CRISP, Kunitzovi inhibitori
(KUN) i ostale manje komponente otrova (MVC) (Preuzeto i prilagodeno iz: Tasoulis i Isbister, 2017).

Fosfolipaze A2 su enzimi Kkoji hidroliziraju estersku vezu fosfolipida. Prve fosfolipaze A2 iz
zmijskog otrova proc¢iséene Su iz otrova Naja naja i Naja tripudians, a nazvani su hemolizin
zbog njihove sposobnosti da razgraduju fosfolipidne membrane crvenih krvnih stanica. Od tada
su izolirane razlicite vrste fosfolipaza zmijskog otrova. Pokazalo se da postoje u gotovo svim
otrovima u porodicama Elapidae i Viperidae. Fosfolipaze A2 zmijskih otrova jednolanéani su
polipeptidi koji sadrze 115 - 125 aminokiselina (13 — 15 kDa). Fosfolipaza A2 ostecuje
mitohondrije, leukocite, eritrocite, trombocite, zavrSetke perifernih zivaca, skeletne misice,
dovodi do presinapticke neurotoksi¢nosti, stvara sedativni ucinak te uzrokuje otpustanje
histamina. Podaci o proteomu otrova pokazali su da fosfolipaza A2 Cini 4 - 31% sadrzaja
proteina otrova razlicitih vrsta kobri (N. naja, N. sputatrix, N. atra, N. kaouthia, N. siamensis,
N. melanoleuca, N. nigricollis, N. katiensis, N. pallida, N. nubiae, N. mossambica, N. ashei).
Otrovi vrste ne-strcajucih kobri (N. haje i N. nivea) pokazuju iznimno nisku enzimsku aktivnost
fosfolipaze A2 (Hock Tan et al., 2019; Mareti¢ i Cizelj, 2014).

Inhibitori proteaze tipa Kunitz (Kunitzovi inhibitori) pripadaju obitelji inhibitora serinskih
proteaza koji se nalaze u gotovo svim organizmima. Ovo su mali proteini koji sadrze oko 60
aminokiselinskih ostataka te imaju jedan ili viSe Kunitz motiva: o + B s dvije B ploc¢e i dva
kratka o heliksa na kraju domene. Domena takoder sadrzi tri disulfidne veze koje su smjestene

izmedu 6 oc¢uvanih cisteina. Kunitzovi proteini ukljuceni su u razne fizioloske procese kao §to
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su: koagulacija krvi, fibrinoliza, upala i blokiranje ionskih kanala (Hernandez-Goenaga et al.,
2019).

Velika obitelj sekrecijskih proteina bogatih cisteinom (CRISP) ukljuéuje proteine razliitog
podrijetla, a funkcija ve¢ine CRISP-ova jo$ uvijek je nepoznata. Za CRISP koji su do sada
izolirani iz zmijskog otrova pronadene su dvije vrste aktivnosti: inhibicija nekoliko tipova
ionskih kanala te blokiranje kontrakcije glatkih misi¢a stimuliranih kalijem. Stoga zmijski
CRISP-ovi predstavljaju potencijalno vrijedne alate za proucavanje ionskih kanala (Tadokoro
et al., 2020).

Metaloproteinaze (enzimi) su jedne od dominantnih komponenti zmijskih otrova koje imaju
antikoagulacijske ili koagulacijske uéinke, a $to rezultira teSkim krvarenjem. To postizu
ometajuéi zgruSavanje krvi i stvaranjem hemostatskoga Cepa ili degradiranjem bazalne
membrane ili komponenata izvanstanicnog matriksa. Metaloproteinaze (proteinaze ovisne o
cinku) veli¢ine su od 20 do 110 kDa i kategorizirane su u klase P-I, P-I1 i P-11l prema svojim
strukturnim domenama. Samo se mataloproteinaze klase P-III nalaze u otrovima porodice
Elapidae (Ferraz et al., 2019).

U neurotoksine ubrajamo: fascikuline, dendrotoksine i a-neurotoksine. Fascikulini razaraju
acetilkolinesterazu na kolinergi¢nim neuronima $to dovodi do tetanije i disfunkcije zivaca (npr.
kod ugriza mamba — Dendroaspis spp.). Dendrotoksini paraliziraju Zivce inhibirajuéi

neurotransmisiju blokiranjem izmjene iona na neuralnoj membrani (Mareti¢ i Cizelj, 2013).

2.1.3.1.  Toksini s tri prsta

Toksini s tri prsta ili three fingered toxins (TFTs) su proteinska natporodica koja je dobila
ime po trima ispruzenim [-petljama. Nemaju enzimatsku aktivnost, a pronalazimo ih u svim

vrstama otrovnica.

Toksini s tri prsta sadrze jedan polipeptidni lanac, a njihova prostorna struktura okarakterizirana
je hidrofobnom jezgrom stabiliziranom s cetiri disulfidna mosta koja ogranicavaju tri
polipeptidne petlje (prsta) tvoreci B-strukturu. U otrovu kobri, toksine s tri prsta predstavljaju u

velikoj vecini a-neurotoksini i citotoksini.



Razlikujemo a-neurotoksine s kratkim lancem i a-neurotoksine s dugim lancem. a-
neurotoksini s kratkim lancem sadrze 60 - 62 aminokiseline i ¢etiri disulfidna mosta dok a-
neurotoksini s dugim lancem sadrze 65 - 75 aminokiselina s pet disulfidnih mostova (dodatni

disulfidni most nalazi se u petlji II).

a-neurotoksini s kratkim lancem uspjesno blokiraju nikotinski acetilkolinski receptor (nAChR)

misi¢nog tipa, a a-neurotoksini s dugim lancem blokiraju i a7 neuralni nAChR.

Jedna vrsta a-neurotoksina s dugim lancem je a-kobra toksin koji se nalazi kod otrovnica roda

Naja. Cesto se a-kobra toksin, za potrebe istrazivanja, izolira iz vrsta Naja kaouthia i Naja naja
siamensis (Betzel et al.,1991; Antil-Delbeke et al., 2000).

2.1.3.1.1. Kemijska struktura a-kobra toksina

a-Kobra toksin primjer je a-neurotoksina s dugim lancem (65 - 75 aminokiselina i 5 disulfidnih
mostova), molekulske formule Cz277 Hasz No7 Ogo Sg i molarne mase 6957 g/mol (PubChem,
2015).

Potpuna struktura a-kobra toksina utvrdena je istrazivanjem kojega su proveli Betzel et al.
(1991). Zahvaljujuéi dobivenoj prociscenoj kristalnoj strukturi a-kobra toksina iz vrste Naja
naja siamensis (pri rezoluciji od 2.4 A), dobili smo detaljan prikaz svake veze i poloZaja
aminokiselina (Slika 4).
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Slika 4. Prikazan je plan slijeda aminokiselina i unutarmolekularnih vodikovih veza a-kobra
toksina, a malim toc¢kicama izmedu cisteina prikazani su disulfidni mostovi (prikaz A). Prikaz

B predstavlja stereo prikaz aminokiselina a-kobra toksina (Betzel et al., 1991).

Na slici 5 vidimo jednostavan prikaz strukture a-kobra toksina. a-kobra toksin sastoji se od tri
petlje tipa ukosnice - dvije manje sa aminokiselinama 1 - 17 (petlja I) i 43 - 57 (petlja III) i

jedna veca sa aminokiselinama 18 - 42 (petlja II) te repa sa aminokiselinama 58 - 71. Petlje su
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povezane preko cetiri disulfidna mosta: Cys-3 - Cys-20 , Cys-14 - Cys-41, Cys-45 - Cys-56,
Cys-57 - Cys-62 i jednim dodatnim disulfidnim mostom Cys-26 - Cys-30 koji je smjesten na
donjem kraju petlje broj II. Glavna petlja stabilizirana je formacijom B-lista koja se prosiruje
do aminokiselina 53 - 57 petlje III da bi formirala trolancani, antiparalelni {3 - list sa desnorukim

zavojem.

Rep, aminokiseline 58 - 71, povezan je s ostatkom pomocu disulfidnog mosta Cys-57 - Cys-62
i s ¢vrsto povezanom vodikovom vezom s postranim lancem Asn®3. Sve interakcije glavnoga

lanca uvrstene su u sekundarne strukturne elemente - trostruka f-nabrana ploca, Sest f-zaokreta,

dva iskrivljena a-heliks zaokreta i jedna dodatna veza izmedu petlje II i repa (Betzel et al.,
1991).

Slika 5. Struktura a-kobra toksina. Podebljane linije oko krugova oznacavaju nepromjenjive
aminokiseline kod kardiotoksina te a-neurotoksina s dugim i kratkim lancem. Osjencani

krugovi odgovaraju aminokiselinama nepromjenjivim samo kod oa-neurotoksina s dugim
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lancem. Tockasti krugovi odgovaraju aminokiselinama nepromjenjivim kod a-neurotoksina s

dugim i s kratkim lancem (Walkinshaw, Saenger i Maelicke, 1980).

U otrovu kobre Naja kaouthia otkriveni su disulfidni dimeri toksina s tri prsta, $to oznacava
da su toksini s tri prsta povezani disulfidnom vezom. To su homodimeri a-kobratoksina
(dugolancani a-neurotoksin) i heterodimeri koje tvori a-kobra toksin s razli¢itim citotoksinima.
Toksini u dimerima op¢enito zadrzavaju svoju strukturu. Funkcionalno vazan disulfid 26 - 30
u polipeptidnoj petlji II a-kobratoksinskog ostatka ostaje netaknut u obje vrste dimera. Studije
bioloSke aktivnosti pokazale su da citotoksini dimerne strukture potpuno gube citotoksi¢nost.
Medutim, dimeri zadrZavaju vecinu sposobnosti a-kobra toksina u natjecanju s a-
bungarotoksinom za vezivanje za Torpedo i a7 nikotinske acetilkolin receptore (nAChRs), kao
i za Lymnea stagnalis protein koji veze acetilkolin. Elektrofizioloski pokusi na neuronskim
NAChR-om pokazali su da dimer a-kobratoksina ne samo da stupa u interakciju s a7 nAChR-
om, ve¢ i da, za razliku od monomera a-kobratoksina, blokira a32 nAChR. U posljednjoj
aktivnosti nalikuje k-bungarotoksinu, dimeru bez disulfida izmedu monomera. Zakljucak je da
je dimerizacija bitna za interakciju neurotoksina s tri prsta i heteromeri¢nih a3f2 nAChR
(Osipov et al., 2008).

2.1.3.1.2. Uloga a-kobra toksina

a-Kobra toksin antagonist je NAChR-a. Vezanjem na nAChR mi$i¢nog i neuronskog tipa,
blokira sposobnost receptora da veze acetilkolin te na taj nacin inhibira protok iona kroz
postsinapticku membranu §to dovodi do paralize i prestanka disanja. Da bi bolje razumijeli

djelovanje a-kobra toksina, moramo objasniti podjelu receptora.

Nikotinske acetilkolinske receptore mozemo podijeliti u dvije velike grupe: receptori misi¢nog

tipa i receptori neuronskog tipa.

Receptor koji je naden u Torpedo razi pripada prvoj grupi, tj. miSiénom tipu i sastavljen je od
pet podjedinica (dvije a te po jedna B, y i 8) postavljenih pseudo-simetri¢no oko centralne osi.
MiSiéni tip receptora kod sisavaca ima sli¢nu strukturu uz iznimku € podjedinice umjesto y (U
odraslom obliku). Na slici 6 prikazan je misi¢ni tip receptora 2alf1yd (Nirthanan i Gwee,
2004).
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Slika 6. Shema misSi¢nog tipa receptora (a1),B1yd. Receptor je prikazan okomito na os
ionskoga kanala. Radi jasnoce y podjedinica nije prikazana. Kao §to je prikazano svaka
podjedinica sadrzi Cetiri zavojite transmembranske domene (MI, MII, MIII, MIV). Domena
MII okruzuje pore kanala. U prikazu B vidi se dva udaljena vezna mjesta za acetilkolin ili za
druge agoniste i antagoniste (Preuzeto i prilagodeno iz: Nirthanan i Gwee, 2004).

Kod neuronskog tipa receptora pronadeno je sedam tipova koji su izgradeni od a (a2-0.10) i
ne-o podjedinica (f2-p4). Kod te podjele tipova neuronskog receptora razlikujemo heteromerne
(kao kombinacija o i p podjedinica) te homomerne (npr. sastav od pet a7 podjedinica ) receptore
koji su prikazani na slici 7 ( Ho et al., 2020).
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| Homomerni nAChR

Slika 7. Prikaz homomernog i heteromernog neuronskog tipa receptora. U prikazu pod A
mjesta vezanja acetilkolina prikazana su kao crveni trokuti. U prikazu B vidimo da se mjesto
vezanja liganda nAChR nalazi se izmedu dva susjedna protomera gdje je vezni dzep zatvoren

petljama (Preuzeto i prilagodeno iz: Ho et al., 2020).

a-neurotoksini zmijskog otrova s kratkim i dugim lancem uspjesno blokiraju oba tipa miSi¢nog
acetilkolinskog receptora, no samo a-neurotoksini s dugim lancima blokiraju i neuronski
homomerni a7 nAChR. Time sprjeavaju vezanje acetilkolina na receptor, inhibiraju protok

iona §to dovodi do paralize, prestanka disanja i u konacnici smrti (Ho et al., 2020).

Analizom nAChR-a znanstvenici su dosli do saznanja da postoje vezna mjesta na koja se a-
kobratoksin moZe vezati, no ostaje pitanje koji su to to¢no dijelovi a-kobratoksina koji sudjeluju

U vezanju na receptore.

Trp-25, Asp-27, Phe-29, Arg-33, Arg-36 i Phe-65 a-kobra toksina ukljuéeni su u vezanje za
oba receptora - neuronski i Torpedo (misi¢ni) te neki od njih (Trp-25, Asp-27 i Arg-33) imaju
slicnu energiju vezanja za oba receptora. Suprotno tome, Ala-28, Lys-35, i Cys-26-Cys-30
selektivno se vezu samo na a7-neuronski receptor dok se Lys-23 i Lys-49 vezu samo na
Torpedo misi¢ni tip NAChR-a (slika 8).
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Potvrdu da upravo navedene aminokiseline a-kobra toksina sudjeluju u vezanju za nAChR,
dobili smo 1 istrazivanjem koje su proveli Antil-Delbeke et al. (2000). Istrazivanjem su
utvrdivali kojim se to¢no aminokiselinama a-kobratoksin veze na a7-nikotinski acetilkolinski

receptor.

a-Kobratoksin je u tom istrazivanju izoliran iz vrste Naja naja siamensis. Kako bi identificirali
aminokiseline kojima se o-kobratoksin veze velikim afinitetom na a7 neuronski receptor,

proizveli su 36 mutanata toksina koji su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Vrijednosti disocijacijskih kostanti divljeg tipa i mutiranih oblika a-kobra toksina.
Vrijednost AG predstavlja razliku u slobodnoj energiji vezanja na a7 receptor izmedu divljeg
tipa i mutantnih a-kobratoksina. AG = AGqt (razlika slobodne energije divljeg tipa) - AGmut
(razlika slobodne energije mutiranog tipa). AG = RT In (Kd'/Kd) pod uvjetima da je R = 1,99
cal/mol/K'i T =293 K (Antil-Delbeke et al., 2000).

Ko K,'/K, AAG
nMm kcal/mol

Venom Chtx 75+1.5 0.83 —0.11

Cbtx rec 9.0+3 1 0.00

Loop |

F4A 19.4+4 2.1 0.43

I5A 20.1£2 2.2 0.46

T6A 174+3 1.9 0.38

P7A 9.0+1 1 0.00

D8A 11.5£0.5 13 0.17

D8R 122+£1.8 14 0.19

19A 18.1+2 2 0.41

T10A 9.5+0.5 1.1 0.05

S11A 142+1 1.6 0.27

K12E 223+9 25 0.53

D13A 83+0.5 0.9 —0.08

Loop Il

Y21F 125+1 14 0.19
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Ko Ky'/Kp AAG

K23E 245425 27 0.57
W25F 9.1+0.6 1 0.00
W25H 36+4 4 0.81
W25A 53.5+7 6 11
D27N 272425 3 0.64
D27R 450 £ 85 50 2.28
A28G 48 +7 5.4 1
A28R 95+2 1.1 0.05
F29L 24.5+4.5 2.7 0.57
F29W 6.1+0.2 0.7 -0.21
F29A 667 £ 128 74 251
C26S/C30S 125+27 139 1.54
S31A 16+6 1.8 0.34
132A 18+2 2 0.40
R33E 3055 +400 339 3.40
K35A 99+ 6 11 1.40
R36A 145+ 15 16 1.62
D38L 41+0.5 0.45 —0.46
Loop 11

TATA 9.5+0.6 1.1 0.05
K49E 29+3 3.2 0.68
D53K 72+04 0.8 -0.13
C-terminal

F65A 139 +26 155 1.60
P66A 24 £ 1 2.7 0.57
A66 304 3.3 0.70

Kao $to mozemo vidjeti u Tablici 1, sve komponente petlje I su mutirane, ali niti jedna nije
pokazivala afinitet povecan viSe od tri puta, Sto rezultira promjenom u slobodnoj energiji
vezanja od 0, 5 kcal/mol. Zakljucili su da nijedan aminokiselinski ostatak u petlji ne sudjeluje

u vezanju na a7 receptor.
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U petlji II nalazi se ¢ak devet aminokiselina podloznih mutacijama, s povecanjem afiniteta
vezanja od 5 do 340 puta. Mutacija R33E izazvala je najintenzivniju reakciju, s povecanjem
afiniteta vezanja od 340 puta, tako da se moze zakljuciti da Arg-33 najvise doprinosi procesu
vezanja a-kobratoksina i receptora. Uz Arg-33 i Arg-36 moze se smatrati znacajnim. 1z tablice
se vidi da je njegova mutacija s alaninom izazvala porast afiniteta vezanja za 16 puta. Mutacija
Trp-25 s alaninom uzrokovala je slabi porast afiniteta vezanja. No, kao $to se vidi iz Tablice 1,
mutacija Trp-25 s fenilalaninom ili histidinom nema nikakav utjecaj na afinitet vezanja toksina.
Mutacija Ala-28 s glicinom uzrokovala je porast afiniteta vezanja za 5 puta, §to pokazuje da
metilna grupa na ovoj poziciji moze biti ukljuena u vezanje za receptor. Mutacija Ala-28 s
argininom nije utjecala na afinitet toksina §to pokazuje da pozicija 28 moze sadrzavati bilo koju
aminokiselinu ¢iji bo¢ni lanac ima hidrofobni karakter. Drugi mutacijski podlozni ostaci u petlji
IT (Cys-26-Cys-30 i Lys-35) imaju svoj postrani lanac izloZen na konveksnoj strani B-ploce. To
bi moglo znaciti da bilo koja aminokiselina u petlji II mozZe imati povecani afinitet vezanja.
Rezultati istrazivanja pokazuju suprotno. Asp-38, Ser-31, lle-32 i Tyr-21 mogu biti mutirani
bez utjecaja na vezanje proteina za receptor. Porast afiniteta kod mutacija Cys-26-Cys-30i Lys-
35 ukazuje na uklju¢enost ovih aminokiselina u vezanje s receptorom (Antil-Delbeke et al,
2000).

Istrazivanjem C-terminalnog repa toksina, znanstvenici su dobili precizne odgovore. Mutacija
F65A (Phe-65) izazvala je 16 puta veci porast afiniteta vezanja a-kobra toksina za receptor,
dok mutacija P66A (mutacija Pro-66 i alanina) i mutacija A66 nisu imali nikakvog efekta (Antil-
Delbeke et al., 2000).

Antil-Debeke et al., (2000) otkrili su da je 10 aminokiselina (Trp-25, Asp-27, Ala-28, Phe-29,
Cys-26-Cys-30, Arg-33, Lys-35, Arg-36 i Phe-65) mutacijski osjetljivo te da mogu biti

ukljuceni u podrucja kojima se a-kobratoksin veze za a7-neuronski tip receptora (Slika 8).
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Slika 8. Prikaz aminokiselinskih ostataka a-kobra toksina uklju¢enih u vezanje na misi¢ni

(prikaz A) i neuronski tip receptora (prikaz B) (Nirthanan, 2020).

2.2.  Klinicka slika ugriza

Ugrizi kobre uzrokuju veliki broj smrtnih slu¢ajeva u svijetu. Tocan broj je tesko utvrditi jer se
zapisi 0 ugrizima zmija ne evidentiraju u mnogim dijelovima svijeta. Kobre, kraitovi i
Russellove ljutice najbrojnije su zmije koje uzrokuju smrti u Indiji, Sri Lanki i jugoisto&noj
Aziji. U ovim se podru¢jima dogodi vise od polovine godisnjih 30000 - 40000 smrtnih

slucajeva od ugriza zmija u svijetu.

Otrovi kobre uzrokuju razli¢ite znakove i simptome. S obzirom da otrov kobre sadrzi brojne
toksine, ozbiljan ugriz moZe utjecati na brojne organske sustave. Neurotoksi¢nost 1 lokalna
oStec¢enja tkiva najcesce prevladavaju u klini¢koj slici ugriza kobre. Pokazalo se da toksi¢nost
varira medu razli¢itim vrstama kobre. Npr. Naja mossambica i Naja nigricollis ucestalo
uzrokuju lokalna o$tecenja tkiva, no rijetko uzrokuju neurotoksi¢nost. Za vrstu Naja naja
philippiensis prijavljeni omjer neurotoksi¢nosti i nekroze tkiva je 14:1 dok je za vrste Naja
kaouthia i Naja sumatrana prijavljeni omjer 1:3, 7. Kobre iz Malaye, Tajvana, Tajlanda, Kenije,
Nigerije i Rodezije izazivaju i neurotoksi¢nost i lokalnu nekrozu tkiva, ali u razli¢itim omjerima
(Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).

Lokalni simptomi
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Bol je gotovo uvijek prisutna na mjestu ugriza. Po¢inje odmah i moze trajati nekoliko dana.
Lokalno oticanje obi¢no pocinje 2 - 3 sata nakon ugriza uz iznimku zmije vrste Naja naja
philippinensis za ¢iji se ugriz pokazalo da ne mora uzrokovati lokalno oticanje. Naravno, sve
ovisi 0 koli¢ini i sastavu otrova. Tako se oticanje s vremenom moze $iriti dalje po tijelu, no u
vecini slucajeva nekroza zahvaca kozu i potkozno tkivo. Oste¢enom tkivu potrebno je nekoliko
mjeseci da zacijeli. Ako se lijeCenje ne obavlja pravilno moze do¢i do ozbiljnih posljedica

(Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).

Neurotoksiénost

Simptomi neurotoksi¢nosti obi¢no pocinju ptozom (spustanjem gornje oc¢ne vjede). To moze
napredovati do diplopije (dvoslike), disfagije (otezanog gutanja), dizartrije (poremecaja
govora), pojac¢anog lucenja sline i trizmusa (onemoguéenog otvaranja usta). Moze doc¢i do slabe
§to uzrokuje prestanak disanja. Obi¢no se pojavljuje razmak od nekoliko sati izmedu ugriza i
pocetka neurotoksi¢nih simptoma, ali simptomi paralize zabiljeZeni su ve¢ 3 minute nakon
ugriza. Paraliza mi$i¢a obi¢no traje 2 - 3 dana. U vecini sluc¢ajeva dolazi do potpunog oporavka
ako pacijent uspije prezivjeti, tj. ako je pravilno lijeCen. Rano lijeCenje protuotrovom moze
ograniciti neurotoksi¢ne simptome. Protuotrov je manje ucinkovit ako se daje nakon $to je
paraliza ve¢ nastupila. Ostali simptomi ukljucuju povracanje, glavobolju, gubitak svijesti,
bljedilo, dijaforezu (pojacano znojenje), slab puls, hipotenziju (nizak krvni tlak), regionalnu
limfadenopatiju (abnormalnost u veli¢ini, konzistenciji i broju limfnih ¢vorova) i osjetljivost

(Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).
Bubrezi

Bubrezne abnormalnosti nisu Ceste. Samo je kod vrste Naja naja sputatrix zabiljeZena
proteinurija (izbacivanje bjelancevina urinom) (Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).
O¢i

Kao $to je ve¢ spomenuto, nekoliko vrsta kobri moze ,,Strcati* otrov. Otrov je bezopasan osim
u slucaju kada dode do o¢iju. U takvom slucaju prisutna je jaka bol i moze doé¢i do ozbiljnih
komplikacija (¢ak i gubitka vida) ako nije pruzena medicinska pomo¢. Ako se pravilno lijeci

nece doci do trajnoga ostecenja (Davidson, Schafer i Killfoil, 1995).
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2.2.1. Prva pomo¢ u slucaju ugriza kobre

U slucaju ugriza kobre ili bilo koje druge otrovnice, treba znati §to mozemo uciniti kako bi u

najvecoj mjeri sprijecili posljedice ugriza. Nakon ugriza otrovnice trebali bi:

2.3.

10.
11.
12.

Utvrditi da je zmija sigurno spremljena ili otjerana tako da ne moze ponovno ugristi te
ako je moguce otkriti 0 kojoj je zmiji rije¢ zbog pravilnog izbora protuotrova
Pozvati hitnu pomo¢
Postaviti zrtvu u ugodan polozaj sa $to manje micanja

Pregledati mjesto ugriza, oznaciti rubove osStecenog tkiva i vrijeme ugriza kako bi se
moglo pratiti napredovanje oStecenja

Ukloniti prstenje, narukvice i slicno zbog moguceg oticanja tkiva

Ne zarezivati, izrezivati, zagrijavati niti koristiti: led, masti, biljke, struju, alkohol ili
stimulanse koji mogu samo pogorsati ishod

Mehanicko isisavanje se ne preporucuje

Ugrozeni ekstremitet imobilizirati i postaviti ispod razine srca

Tla¢na imobilizacija - omotati elasti¢ni zavoj od distalnog mjesta preko ugriza pa §to
je vise (proksimalnije) moguée tlakom izmedu 40 - 70 mmHg (kao kod omatanja kod
i8¢aSenja gleznja)

Imobilizirati preko elasticnog zavoja

Ne uklanjati imobilizaciju do dolaska u bolnicu

Upotrijebiti imobilizaciju bez obzira na elasti¢ni zavoj (Hitna medicinska sluzba portal,

2021).

LDs test

Vrijednost LDso je univerzalna mjera koja pokazuje toksi¢nost neke tvari. To je doza koja

usmrti pola (50%) od ukupnog broja testiranih zivotinja, takozvana srednja smrtna doza. Mjere

se izrazavaju u miligramima otrova na 100 grama (ako je testirana Zivotinja manja) ili po

kilogramu (ako je veca) tjelesne mase. Zmija je otrovnija Sto je vrijednost LDs, manja. lako

.....
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otrova. Prilikom jednog ugriza, kobra ispusta 6 do 7 ml otrova i to joj omogucava da brzo usmrti
plijen (Dhanak, Rishipathak i Gide, 2010).

Razina LDso za Naja haje iznosi 0, 19 mg/kg, za Naja nigricollis 0, 23 mg/kg, a za Naja naja
0, 28 mg/kg (Untamed science, 2019).

2.4.  Proizvodnja protuotrova

Prvi korak u proizvodnji protuotrova predstavlja uzimanje otrova te proci§¢avanje otrova Koji
¢e se ubrizgati u pogodnu zivotinju. U Zivotinju Se najprije ubrizgava mala doza otrova koja
zivotinji ne moze nastetiti. Toksini koji se nalaze u otrovu potaknut ¢e imunoloski sustav na
proizvodnju antitijela ¢ija je svrha neutralizacija otrova. Tijekom godine ubrizgava se nekoliko
dodatnih doza otrova, tj. postupno se povecava koli¢ina otrova. Na taj nadin Zivotinja proizvodi
toliko antitijela da postaje imuna na otrov. Nakon toga Zivotinji se uzme veliki uzorak krvi. Iz
krvi znanstvenici izdvajaju plazmu koja sadrzi antitijela, a ostatak krvi vraca se u zivotinju. 1z
plazme se dobivaju netaknute IgG molekule, F(ab™), fragmenti ili Fab fragmenti (Slika 9).
Konji su se pokazali najprikladniji za komercijalnu proizvodnju protuotrova jer su pitomi,
izdrZavaju u vedini klimatskih uvjeta i §to je najvaznije, daju najvecu koli¢inu plazme. Kao
alternativni izbor Zivotinje, znanstvenici otrov ubrizgavaju u ovce. Prednost toga je da ¢e takav
protuotrov viSe odgovarati ljudima koji su previSe osjetljivi na proteine konja (Ramos i Ho,
2014).
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Tradicionalna proizvodnja

%
\ e
Prikupljanje uzoraka Imunizacija Zivotinja Prikupljanje krvi
| ekstrakcija otrova cjelovitim otrovom
Protuotrov protiv F(ab’)2 prociséavanje IgG protiséavanje
cijelog otrova

Slika 9. Shematski prikaz proizvodnje protuotrova (Ramos i Ho, 2014).

Molekule 1gG sadrze dvije Fab komponente i jednu Fc komponentu. Fab je varijabila regija
reko koje antitijelo prepoznaje jedinstvenu molekulu antigena. Fc komponenta zasluzna je za
aktivaciju komplementa. Odvajanje fragmenata F(ab")2 i Fab postize se enzimatski, cijepanjem

uz pomo¢ pepsina, odnosno papaina kao $to je prikazano na Slici 10 (WHO, 2017).
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Slika 10. lzdvajanje fragmenta Fab i F(ab™)2 pri proizvodnji protuotrova. Odvija se uz

pomo¢ pepsina i papaina (Zolfagharian i Dounighi, 2013).

Protuotrovi se po specificnosti mogu svrstati u dvije kategorije:
Monovalentni - protuotrovi napravljeni kao odgovor na otrov samo jedne vrste zmija
Polivalentni - protuotrovi koji su aktivni protiv otrova vise vrsta zmija

Polivalentni protuotrovi proizvode se imunizacijom jedne Zivotinje koriste¢i otrove razli¢itih
vrsta zmija. Ovakav nacin proizvodnje bolji je od mijeSanja monovalentnih protuotrova.
Upotreba polivalentnog protuotrova prakti¢nija je od upotrebe monovalentnog jer se Cesto
dogodi da se ne zna koja je zmija odgovorna za ugiz. Polivalentni protuotrovi takoder se mogu
napraviti na nacin da pokriju sve poznate vrste otrovnica u zemlji. Nakon ugriza otrovnica iz

roda Naja najcesce se koristi polivalentni protuotrov (Rojnuckarin, 2015).

2.5.  Primjena a-kobra toksina u medicini

S obzirom da je glavni u¢inak a-kobra toksina blokiranje nikotinskog acetilkolinskog receptora,
znanstvenici upravo taj toksin koriste u svojim istrazivanjima pronalaska lijekova za razne

bolesti. a-Kobra toksinom dobivenim iz Naja naja i Naja kaouthia moze se lijeciti kroni¢na bol
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kod slu¢ajeva uznapredovanog raka. U jednom se istrazivanju Koristio modificirni oblik a-

kobra toksina kao moguci lijek za multiplu sklerozu (MS).

MS je bolna autoimuna bolest u kojoj imunoloski sustav napada sredi$nji Ziv¢ani sustav. MS
napada bijelu tvar u podru¢ju mozga i ledne mozdine i tako unistava mijelinsku ovojnicu koja
se nalazi oko ziv€anih vlakana. UniStavanje mijelinske ovojnice onemogucava aksonu neurona
provodbu akcijskog potencijala. Posljedica je pojavljivanje razli¢itih neuroloSkih simptoma te
bolest ¢esto napreduje do fizicke i kognitivne disfunkcije. Jo§ uvijek se ne zna to¢an uzrok
nastanka MS-a, ali smatra se da je rezultat kombinacije okoli$nih i genetickih faktora (Dhanak,
Rishipathak i Gide, 2010).

Kemijska modifikacija a-kobra toksina provodi se oksidacijom sa supstancama kao §to su
vodikov peroksid, formijat i ozon. Na takav nacin mijenja se afinitet prema nikotinskom
acetilkolinskom receptoru. Rezultat je smanjenje povezanosti s receptorom ili gubitak
toksi¢nosti. U vecini se istrazivanja kemijska detoksifikacija otrova provodi uz vodikov
peroksid. Modificirani a-kobra toksin pokazao se sigurnim za upotrebu. Ubrizgavanjem
modificiranog kobratoksina (5 g/kg) u miSeve nisu se pokazali Stetni ucinci te se navodi da pri

koriStenju modificiranog a-kobratoksina nije uginula niti jedna Zivotinja (Reid, 2007).

Istrazivanja su pokazala da blokadom a-7 neuralnog receptora (uz djelovanje a-kobra toksina)
dolazi do inhibicije glutamata koji je poznati okida¢ za apoptozu (stani¢nu smrt). Ta Su saznanja
bitna za istrazivanja raznih drugih stanja jer se pokazalo da osobe s amiotroficnom lateralnom
sklerozom (ALS-om) imaju visoku razinu glutamata koja cirkulira u sredi$njem Ziv¢anom
sustavu. Kao jo$ jedan vaZzan primjer navode se 1 pacijenti koji su dozivjeli mozdani udar. Kod
takvog slucaja hipoksi¢nog stanja okida¢ je veliki izljev glutamata koji uzrokuje unistenje

postsinaptickog neurona (Dargent et al., 1996).

Modificirani a-kobra toksin pokazao se kao primarni kandidat za daljnja klini¢ka istrazivanja
lijekova za MS zbog svoje antivirusne, neuromodulatorne te imunomodulatorne aktivnosti
(Dhanak, Rishipathak i Gide, 2010) (Tablica 2).
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Tablica 2. Usporedba aktivnosti lijekova za MS i modificiranog a-kobra toksinom

(Dhanak, Rishipathak i Gide, 2010).

Aktivnost Interferon | Copaxone | Tysabri | Novatrone | Frampridine | Modificirani
a-kobra
toksin

Imunomodulacija + + + + + +

Antivirusna + - - - i +

aktivnost

Neuromodulacija - - - - + ¥

Analgetik - - - - - ¥

Nuspojave - + - - - +
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